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Exposicdo do predador Cycloneda
sanguinea (Coleoptera: Coccinellidae) a
proteina Cry 1Ac em ensaio tritréfico

Resumo

Vinicius Alves Ferreira’
Thiara de Almeida Bernardes?
Kelly Ramalho Cavalcante?
Paulina de Araujo Ribeiro?
Débora Pires Paula®

Edison Ryoiti Su;jii®

Eliana Maria Gouveia Fontes*
Carmen Silvia Soares Pires*

O algodoeiro resistente a insetos expressando a toxina Crylac, atua com especificidade no controle
de insetos-alvo da ordem Lepidoptera. Todavia, pode afetar de forma inesperada insetos nao-alvo
como os predadores. Estudos anteriores indicam que a fecundidade de Cycloneda sanguinea pode
ser alterada quando a toxina Crylac esta presente na sua dieta em altas concentragcdes. Com o
objetivo de avaliar o efeito da exposicao de C. sanguinea a proteina Cry1Ac expressa no algodoeiro
Bt através da alimentacdo em presas desenvolvido um bioensaio tritr6fico com algodoeiro Bt e sua
isolinea, o pulgao Aphis gossypii e o predador C. sanguinea. Larvas neonatas foram criadas
individualmente em gaiolas plasticas contendo algodoeiro Bt (tratamento teste) e ndao-Bt (tratamento
controle). Os individuos foram acompanhados diariamente até a fase adulta para avaliacdo de sua
bionomia. Para confirmacdo da exposicao, a proteina Cry1Ac foi quantificada no tecido foliar,
floema e pulgdo do tratamento-teste usando técnica de ELISA. Foram detectadas 0,49 + 0,14 ng
de Cry1Ac nas folhas e tracos da toxina nos pulgdes e floema. Nao houve diferenca significativa
nas varidveis analisadas para os tratamentos teste (tt) e controle (tc). O peso médio dos adultos foi
semelhante entre os tratamentos; a duracao média do estagio larval foi de 12 +2,97 dias no tt e
11,67 £1,84 dias no tc. O nimero médio de ovos por fémea foi 103,18 £60,63 no tt e
82,40+67,14 no tc. A viabilidade média dos ovos foi de 48,21 +25,63% no tt e 60,69+27,03%
no tc. Observamos que a primeira geracao de C. sanguinea nao é afetada pela proteina expressa no
algodoeiro bt através da exposicao tritréfica.

Palavras-Chave: Biosseguranca, algodoeiro Bt, Aphis gossypii, interacdo tritréfica
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Introducao

O cultivo do algodoeiro (Gossypium spp.) é responsavel pela maior parte da producéo de fibras no
mundo, sendo uma das culturas mais importantes para economia do Brasil. No pais, destaca-se pela
extensao de area plantada com cerca de 1,02 milhées de hectares em 2008, o que pode resultar na
producado de cerca de 3,70 milhdes de toneladas de algodao em caroco (CONAB, 2008).
Associadas a cultura do algodoeiro, diversas pragas causam danos em diferentes estagios da
producao, dentre as mais relatadas, trinta pertencem a ordem Insecta. Essas pragas causam perdas
na producao e o gasto com o controle convencional para cada uma delas pode representar 25% do
custo da producao (GALLO et al, 2002)

A composicao das pragas pode variar conforme a regiao, sendo, de um modo geral, constituida por
sugadores como os pulgdes (Aphis gossypii e Myzus persicae) e o tripes (Frankliniella spp.), estando
relacionadas a fase inicial do cultivo. O ataque dessas pragas retarda o crescimento e transmite
viroses a planta. Na fase vegetativa as principais pragas encontradas sado os lepidépteros
desfolhadores como o curuqueré (Alabama argilacea) e a lagarta do cartucho do milho (Spodoptera
frugiperda). Na fase reprodutiva, o bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis), a lagarta da maca
(Heliothis virescens) e a lagarta rosada (Pectinophora gossypiella) sao as pragas mais abundantes
sdo as principais pragas e suas infestacoes podem causar danos de até 100% na producao. Essas
pragas sao comumente encontradas em plantios de algoddo no Cerrado (GALLO et al., 2002;
GONDIM et al., 2001).

A utilizacdo de produtos quimicos para o controle de pragas vem causando dano ao meio ambiente e
a salde humana. Em 2008 houve uma reducao da area plantada de algodao no Brasil, e dentre os
diversos fatores que influenciaram, destaca-se o alto preco dos insumos derivados de petréleo, que
interfere diretamente no custo da producao (CONAB, 2008). Desse modo, vem aumentando o
interesse em métodos de controle de pragas mais eficientes, que causem menos danos ao meio-
ambiente e diminuam o custo de producdo sao importantes.

Com isso os agentes de controle bioldgico, principalmente bactérias de solo aparecem como uma
alternativa econ6mica e ecologicamente viavel, para o controle de insetos-praga (PRACA et al.,
2007; SUJII et al., 2003). Inseticidas microbianos contendo endotoxinas de Bacillus thuringiensis
(Bt) vém sendo utilizados como métodos alternativos aos convencionais de controle quimico por
cerca de 60 anos, conferindo protecao contra diferentes grupos de insetos (ROMEIS et al., 20086).
A partir de avancos na biologia molecular foi possivel a geracao de plantas geneticamente
modificadas contendo genes de Bacillus thuringiensis que codificam as proteinas toxicas a insetos e
conferem resisténcia a lagartas-pragas (PERLAK et al., 1993). Uma das possiveis vantagens da

adocao de plantas transgénicas é a reducao no uso de inseticidas sintéticos, além da especificidade


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Algodao/AlgodaoCerrado/figpraga4.htm

no controle de organismos-alvo o que, consequentemente, reduz os impactos no meio-ambiente e
salde humana (SHELTON et al., 2002; NARANJO, 2005; CATANNEO et al., 2006).

Embora essas toxinas tenham atuacao especifica no combate as pragas, estudos de impacto
ambiental devem ser conduzidos, principalmente sobre efeitos inesperados em organismos nao-alvo.
Desse modo, testes e procedimentos cientificos devem ser conduzidos com intuito de investigar tais
efeitos em inimigos naturais, polinizadores, herbivoros ndao-alvo da tecnologia, e espécies de
importancia cultural e para a conservacao.

Variedades de algodao transgénico resistente a insetos, contendo genes do Bacillus thuringiensis ja
sdo plantadas comercialmente na Africa do Sul, Argentina, Austrélia, China, india, Indonésia,
México, e Estados Unidos e foram responséaveis por uma reducéao significativa no uso de inseticidas
e no custo de producao da cultura. Recentemente o algodao Bollgard da Monsanto, contendo a
proteina Cry1Ac, foi liberado para plantio comercial no Brasil.

O algodao GM, expressando a proteina Cry1Ac, pode afetar diretamente os inimigos naturais, por
meio da alimentacao em tecidos que expressem toxinas e de modo indireto através da reducao de
presas suscetiveis, fontes alimentares para artrépodes predadores e parasitéides (MEN et al., 2003).
Dentro do contexto das avaliagdes de risco das plantas GM, é fundamental a identificacdo das vias
de exposicado para a selecdo adequada dos organismos nao-alvo que serdao usados nessas avaliacoes
(HILBECK et al., 2006).

Dentre os inimigos naturais, Cycloneda sanguinea (Coleoptera: Coccinellidae) é um predador
comumente encontrado em diferentes culturas no Brasil. Na cultura do algodoeiro, os coccinelideos
representam mais da metade composicao de espécies de predadores, sendo C. sanguinea a espécie
mais abundante (SUJII et al., 2007). A distribuicao dessa espécie e de outros coccinelideos no
campo estéa relacionada com a distribuicdo das populacdes de afideos, sendo agentes eficazes no
controle biolégico de pragas, principalmente no controle natural dos afideos. (HAGEN,1962) A
diminuicao nas populacoes de C. sanguinea pode favorecer o aparecimento de pragas secunddrias a
tecnologia, como o pulgao A. gossypii, elevando-as ao status de pragas primarias, causando danos
a cultura e maior uso de agrotéxicos.

Com o cultivo extensivo do algodoeiro GM, insetos nao-alvo, como C. sanguinea, passam a ser
expostos as toxinas seja pela exposicao direta a toxina Cry1Ac no campo através da alimentacao de
partes da planta como o néctar e pélen, e indiretamente sendo exposta por meio da predacao em
herbivoros que tenham se alimentado da planta (OBRIST et al., 20086).

Assim metodologias que avaliem possiveis riscos ambientais de organismos GM devem avaliar
efeitos das entomotoxinas sobre inimigos naturais em curto e longo prazo. Testes de intoxicacao

aguda que exponham espécies nao-alvo a condicdes piores que em campo para efeitos em curto



prazo e testes que investiguem a exposicao em longo prazo, por meio de uma via de exposicao
tritré6fica planta GM + praga+ predador.

Nessa perspectiva o objetivo desse trabalho foi elaborar um protocolo experimental para avaliacao
de possiveis efeitos negativos no desenvolvimento larval e do adulto de C. sanguinea, através da via
de exposicao planta-herbivoro + predador. Tais efeitos sdo o retardo no desenvolvimento larval e de
pupa, aumento da mortalidade larval e dos adultos e diminuicdo da oviposicao e na viabilidade dos
ovos. Trabalhamos com a hipétese de que C. sanguinea pode ter alguns desses aspectos da sua

bionomia comprometidos, devido a essa via de exposicao tritréfica

Material e Métodos

Local de realizacdo e condicdes ambientais: O experimento foi realizado no periodo de marco de
2007 a julho de 2008 no Laboratério de Ecologia, Semioquimicos e Biosseguranca (LBS)/ Ntcleo de
Controle Biolégico/ Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Todas as criacdes e repeticoes
foram conduzidas em salas climatizadas com umidade e temperatura controladas (T=25+2°C,

U.R.=70%), iluminadas com lampadas do tipo growlux e “luz do dia”, em fotofase de 12 horas.

Insetos utilizados: Foram utilizadas larvas neonatas do predador Cycloneda sanguinea e pulgoes
Aphis gossypii de estagios diferentes. Esses insetos foram provenientes de colénias mantidas no
LBS desde 2006, que recebem periodicamente insetos coletados em campo para renovacao dos
individuos.

Os pulgoes foram criados em plantas jovens de algodao, com temperatura de 25 +2°C e umidade
de 70%. Essa criacdo foi mantida em estante revestida com fild, para evitar fuga dos pulgdes e
impedir a entrada de parasitdéides ou outros insetos. Uma coldnia alternativa foi também mantida
sob condicdes similares, nela os pulgdes foram criados em gaiolas plasticas de 3 litros, alimentados
com folhas de algodoeiro coletadas no campo, imersas em solugao nutriente.

A coldnia de C. sanguinea foi mantida sob temperatura de 25 +2°C e umidade relativa de 70%.
Casais foram separados em gaiolas plasticas de 500 ml e larvas individualizadas em gaiolas de 250
ml, ambos recebendo uma dieta variada, contendo pulgdes, ovos de Anagastha kulhniella, mel e

periodicamente pdlen.

Plantio do algodoeiro em casa de vegetacdo. As plantulas utilizadas no experimento foram plantadas
em vasos plasticos com capacidade de 500 gramas de solo. Semanalmente, 25 vasos de cada

variedade, sendo a variedade NuOpal transgénica expressando a proteina Cry1Ac e a variedade



DeltaOpal, convencional nao transformada. Apés o plantio os vasos foram identificados com o
cdédigo do experimento (TRI), do tratamento e data de plantio. Apds a abertura dos cotilédones, as
plantulas foram retiradas da casa de vegetacao, para evitar a infestacao por pragas, e levadas para
uma estante de criacao de insetos mantida em uma sala climatizada no LBS. Na estante, essas
plantas recebiam adubacao semanal (NPK 30.10.10 + micro nutrientes) e iluminagcdao com lampadas
do tipo Growl/ux e luz do dia, programadas com fotoperiodo de 12 horas. As plantas se
desenvolviam na estante até atingir no minimo 2 pares de folhas verdadeiras totalmente expandidas
e posteriormente eram transportadas para a montagem das gaiolas de criacao de insetos usados nos

bioensaios.

Tratamentos testados: Utilizamos dois tratamentos para testar se C. sanguinea é afetada pela
proteina Cry1Ac, através da predacado de A. gossypii em plantulas de algodao. No tratamento teste
criamos nas gaiolas de biensaio o predador C. sanguinea, alimentado com o pulgdo A. gossypii em
plantulas de algodao expressando a proteina Cry1Ac (var. NuOpal). Simultaneamente ao teste foram
conduzidas as repeticoes do controle, em que o predador nao foi exposto a toxina Cry1Ac, devido a

utilizacdo da variedade convencional DeltaOpal.

Deteccéo e quantificacdo da toxina Cry1Ac nas plantas de algoddo Bt e na presa (pulgdo)

Extracdo e preparacdo das amostras: Foram selecionadas aleatoriamente 10 plantas de algodoeiro
de ambos os tratamentos (Bt e Isolinea Controle) com a mesma idade (aspecto morfolégico até
estagio vegetativo 5 - Vb) infestadas com pulgdes por no minimo 24 h para coleta de 100 pulgdes
de cada par de folha repeticao/tratamento, as mesmas de onde foram coletados os pulgdes para
extracao do floema e do extrato foliar total.

Os pulgbes foram coletados com pincel seco e pesados (mg) [10 mg/repeticaol e transferidos para
microtubo de 1,5 mL para maceracdo com bastédo de vidro esmerilado em 500 uL de PBST 1X
[tampéo fosfato salino contendo Tween 0,05%] e inibidor de protease PMSF a 1TmM. Incubou-se em
gelo por 30 min e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para novos microtubos e utilizados para analise por ELISA.

Foram utilizadas as mesmas plantas de onde foram coletados os pulgdes de cada tratamento (Bt e
isogénico nao-Bt) para a extracdo do floema e quantificacao foliar de Cry1Ac por ELISA. Foram
cortadas as folhas (1 par) com talo completo e imediatamente recortadas sob solucdo EDTA 20 mM
pH 7 para prevenir formacao de bolha de ar dentro do sistema vascular da planta. As folhas foram
acomodadas em tubos de vidro (4 cm comprimento x 2 cm largura x 7 cm altura) identificado
preenchido com 2 mL de solucdao EDTA 20 mM pH 7 (aproximadamente 0,5 cm da parte basal das
folhas imersas em solucao). Os tubos foram transferidos para uma caixa plastica (22 cm

comprimento x 10 cm largura x 8 cm de altura) e recoberta com tampa umedecida com papel filtro.
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O sistema foi incubado em shaker a 50 rpm por 3 h a 25°C para exsudacao. A metodologia se
baseou na técnica padrao de extracado via quelacao exsudativa da seiva elaborada (KING e
ZEEWAART, 1974). As amostras de exsudacao do floema foram congeladas em nitrogénio liquido,
liofilizadas por 16h. Apds a secagem, as amostras foram ressuspendidas em 350 uL de PBST 1X e
inibidor de protease PMSF a TmM.

Apds a exsudacao do floema cortou-se discos de 500 mg/folha de cada repeticdo/tratamento com a
tampa de um tubo falcon de 50 mL e macerou-se em cadinho e pistilo com nitrogénio liquido até
formar um pé fino. Adicionou-se ao p6 obtido 2 mL de tampéao de extracdo [NaHPO4 50mM, acido
ascoérbico 25 mM, PEG 1% (m/v), glicerol 10% (m/v), DTT 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM]
gaseificado com nitrogénio por 5 min logo antes de usar, deixando sob leve agitacdo durante 1 h a
4°C (camara-fria). Centrifugou-se o extrato por 20 min a 10.000 rpm a 4°C e coletou-se o

sobrenadante filtrando-o em membrana de 0,45 um antes de transferir para microtubos de 1,5 mL.

Imunodeteccéo por ELISA-Indireta: A fracao protéica total de todas as amostras frescas (pulgdes,
floema e material foliar) foi quantificada pelo método de Bradford (1976) antes de serem analisadas
pela ELISA. Preliminarmente as quantificacdes por ELISA nas amostras dos experimentos
mencionados acima, procedeu-se um experimento para avaliar a quantidade ideal de cada amostra a
ser aplicada na placa de ELISA, bem como a quantidade ideal de anticorpo monoclonal anti-Cry1Ac.
O teste foi realizado pela diluicao serial do antigeno nas colunas simultaneamente a diluicao serial do
anticorpo anti-Cry1Ac nas linhas, de acordo com Crowther (1995).

Aplicou-se 100 pl/poco de coating buffer em toda a placa e utilizou-se proteina Cry1Ac tripsinizada
(66 kDa) purificada como padrao para a curva de calibracdo, produzida pela Dra. Marianne Pusztai-
Carey (Case Western Reserve University SOM, Department of Biochemistry, Cleveland - OH/USA).
Os padroes foram utilizados nas seguintes faixas de acordo o tipo de amostra a ser avaliada: O, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 ng para as amostras de floema e pulgdo; e de 0, 15,625;
31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 ng para as amostras foliares. O extrato protéico das amostras
de ambos os tratamentos (teste e controle) também foram aplicados em triplicata a 100 pl/poco.
Apds a aplicacao de todos os antigenos (padrdes e amostras), incubou-se a placa por 2 h a
temperatura ambiente sobre mesa agitadora a 50 r.p.m. Os pocos foram lavados trés vezes com
200 pl/poco de PBS 1X por 5 min e os sitios residuais de ligacdo foram bloqueados adicionando-se
200 pl/poco de PBSTO 1X [PBS contendo Tween 0,05% e BSA 1%]. Deixou-se em agitacdo por 30
min a temperatura ambiente. Procedeu-se nova etapa de lavagem e entédo colocou-se 100 pl/poco
de PBSTO 1X antes de transferir 100 ul/po¢o anticorpo monoclonal anti-Cry1Ac 1:5.000 em PBSTO
1X. Seguiu-se nova incubacao sob agitacdo por 1 h a temperatura ambiente e lavagem. Adicionou-

se 200 pl/poco doanticorpo secundario conjugado a peroxidase [Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) - HRP
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Conjugate] diluido 1:1000 em PBSTO 1X. Incubou-se sob agitacao leve por 1 h a temperatura
ambiente. Apdés a Ultima etapa de lavagem e adicionou-se 200 pl/poco de cromégeno
tetrametilbenzidina (TMB) e incubou-se sob agitacdo por 20 min a temperatura ambiente. A reacao
foi parada com 100 ul/poco de acido Sulfdrico 1 N para leitura da absorbancia a 450 nm. A
utilizacdo de amostras do controle, ou seja, ndo modificadas geneticamente ou que ndao continham
Cry1Ac, foram utilizadas como “branco” na estimativa de Cry1Ac amostral, ou seja, seus valores de

absorbancia foram subtraidos dos do tratamento-teste antes do calculo protéico residual.

Montagem do Bioensaio Tritréfico: Os pulgdes, A. gossypii foram transferidos para as plantas de
algodoeiro com no minimo 24 horas de antecedéncia a montagem dos tratamentos. A infestacao
prévia foi imprescindivel para assegurar que os afideos tenham sido expostos a toxina Cry 1Ac
antes de serem oferecidos para as joaninhas no tratamento teste. Nesse experimento, os pulgdes
oferecidos constituiram uma populacdao mista com adultos, ninfas de todos os estagios e formas
aladas.

As larvas de C. sanguinea foram retiradas da criacdo apds 24 horas da eclosao e individualizadas em
gaiolas contendo de uma a duas plantas de algodoeiros infestados com pulgdes no minimo 24 horas
antes da transferéncia das larvas. Larvas de primeiro instar que morriam no periodo de 24 horas
apdés a montagem da gaiola foram substituidas por outras de mesma idade, nesse periodo a morte
da larva poderia estar relacionada com a manipulacao e nao pela exposi¢cado a toxina. Diariamente, as
larvas foram transferidas para plantas previamente infestadas com pulgbes em ndmero suficiente
para o desenvolvimento das joaninhas em cada estéagio larval, sendo quantificado o nimero de
pulgdes consumidos. A partir de estudos anteriores foram realizadas estimativas de
desenvolvimento e capacidade predatéria de C. sanguinea sobre afideos e dessa forma, foram
calculadas as quantidades diarias de pulgdes necessarios para o desenvolvimento das larvas até a
fase adulta (NAKASU et al., 2006) (anexo 1).

Nesse experimento, para cada repeticdo montada no tratamento teste, simultaneamente montamos
um controle, sendo que o numero de repeticoes por data dependia da disponibilidade de pulgdes e

plantas.

Parédmetros avaliados: Os parametros biolégicos avaliados de C. saguinea foram duracao do periodo
larval e pupal, peso os adultos apés emergéncia, tempo de vida e para as fémeas também avaliamos
fecundidade e fertilidade. Cada um dos parametros foi comparado entre individuos dos dois

tratamentos.
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Analise dos dados: Os dados foram analisados pelo software PAST versao 1.81, sendo realizado
testes de Mann-Whitney para comparacao dos parametros avaliados entre os tratamentos (BROWN

e ROTHERY, 1993; HAMMER, 1999-2009).

Resultados

Deteccédo e quantificacdo da toxina Cry1Ac: Foram coletadas amostras de pulgdes, floema e folhas
do mesmo nédulo nas plantas de todas as repeticoes dos tratamentos. Verificou-se que ndao houve
diferenca significativa no nivel da toxina Cry1Ac entre os quatro nédulos do extrato vertical foliar do
algodoeiro Bt (ANOVA: F= 3,98; Valor-p= 0,11): primeiro par 0,59 = 0,13 ug/g de peso fresco;
segundo par 0,56 + 0,08 ug/g de peso fresco; terceiro par 0,52 + 0,11 ug/g de peso fresco e
quarto par 0,30 = 0,14 ug/g de peso fresco.

Foram detectados tracos de toxina Cry1Ac nos pulgdes (7,6 = 4,5 ng/mg de peso fresco) e no
floema (1,12 = 0,68 ng/mg de peso fresco). J&4 no mesmo tecido foliar de coleta dessas amostras
detectou-se a toxina Cry1Ac em 0,49 + 0,14 pg/g de peso fresco, quantidade superior ao

detectado no floema.

Bioensaio Tritréfico: Exposicdo via alimentacdo em pulgées

Nao foi observado nenhum efeito negativo significativo para os parametros biolégicos avaliados, C.
sanguinea nao apresentou retardo no desenvolvimento larval e de pupa, aumento da mortalidade
larval e dos adultos e diminuicdo da oviposicdo e na viabilidade dos ovos devido a exposicao
tritréfica a Cry 1Ac.

Larvas C. sanguinea criadas desde o primeiro dia apds a eclosdo com pulgdes alimentados em
plantas de algodao, foram avaliadas diariamente nos dois tratamentos. No tratamento teste 55
larvas foram criadas em algodoeiro Bt, expressando a toxina Cry1Ac (var. NuOpal) e no tratamerto
controle 53 larvas foram criadas em plantas de algoddao ndo modificado (var. DeltaOpal).

O periodo larval, nimero de dias do 1° instar ao estadgio de pupa, nas larvas expostas a Cry1Ac foi
de 12 + 2,67 dias e nos individuos do controle desenvolveram-se em 11,67 + 1,84 dias, néo
diferindo significativamente (Mann — Whitney T = 907,5; n(controle) =43 e n(teste) =45; P =
0.619). A duracao do periodo de pupa foi, em média, 5,12 £ 1,25 dias nos individuos expostos a
proteina Cry1Ac e 4,90 + 1,44 dias nas larvas nao expostas, nao diferindo significativamente entre

si (Mann — Whitney T = 786,5 n(controle) =42 n(teste) = 42 , P = 0.395) (Tabela 2).
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A duracao dos quatro estagios larvais de C. sanguinea foi semelhante quando comparados machos
e fémeas expostos e ndao expostos a toxina Cry1Ac via alimentacdao em pulgdes (Tabela 3). A
duracdo média do 1° instar foi de 2,91 +0,78 dias (média = desvio padrdo) no tratamento com
exposicao a proteina Cry1Ac e 2,70+ 1,06 dias no tratamento controle (algodoeiro nao Bt) (Mann -
Whitney; T = 1032 n(controle) =47 e n(teste)=54; P = 0.106). As larvas C. sanguinea de 2°
instar do tratamento com exposicao a Cry1Ac apresentaram duracdo média de 1,98 £0,73 dias e no
controle o valor encontrados para a duracéao foi 2,32 +0,76 dias (Mann — Whitney T = 210,5;
n(controle) =46 e n(teste) = 50 24; P = 0.112). A duracao do 3° instar nas larvas expostas foi de
2,57 £ 1,48 dias e nos individuos sem exposicao foi de 2,07 +0,71 dias, nao diferindo
significativamente quando comparados entre si (Mann — Whitney T = 949,5 n(controle) =46
n(teste)= 49 , P = 0.187). Observou-se que o 4° instar foi o de maior duracao, sendo de

4,73+ 1,74 dias no tratamento com exposicao a Cry1Ac e 4,60+ 1,6 dias no controle, nao
apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (Mann — Whitney T = 874,5; n(controle)

=43 e n(teste) = 44; P = 0.546).

Tabela 2. Duracao do estagio larval e pupal de C. sanguinea alimentadas com o pulgdo A. gossypii

criados em algodoeiro GM expressando a toxina Cry1Ac e algodoeiro nao GM.

Tratamentos

Exposicdo a Cry1Ac via consumo ) )
) ] Nao exposicdao a Cry1Ac via consumo de
de pulgdes criados em algodoeiro

GM

pulgdes criados em algodoeiro ndao- GM

Periodo Larval’ 12 + 2,67 a 11,67 + 1,84 a

Periodo Pupal? 5,12 + 1,25 a 4,90 + 1,44 a

Valores expressos em média = desvio padrdo, letras iguais na mesma linha representam diferenca nao
significativa entre os tratamentos.

'Mann - Whitney, (Mann - Whitney T = 907,5; n(controle) =43 e n(teste)= 45; P = 0.619).

2 Mann - Whitney, (Mann — Whitney T = 786,5; n(controle) =42 e n(teste)= 42; P = 0.395).

O periodo pupal dos machos e das fémeas nao diferiram significativamente entre os tratamentos. Os
machos de C. sanguinea expostos a Cry1Ac desenvolveram de pupa até a fase adulta em
5,00+ 0,83 dias enquanto os machos nao expostos em 5,08+ 1,21 dias (Mann-Whitney T= 296;
n(controle) =24 e n(teste) =25; P=0,944). O periodo pupal das fémeas foi semelhante entre os
tratamentos, sendo 4,66+ 1,71 dias no controle e 5,27 +£1,67 dias nas fémeas expostas (Mann-

Whitney T=121; n(controle) =18,n(teste) =18;P=0,200) (Tabela03).
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Tabela 3: Duracao dos estagios larvais e de pupa em machos e fémeas de C. sanguinea alimentadas com o pulgdo A. gossypii criados em

algodoeiro GM expressando a toxina Cry1Ac e algodoeiro ndao GM.

Tratamentos

algodoeiro GM

Exposicao a Cry1Ac via consumo de pulgdes criados em

Nao exposicao a Cry1Ac via consumo de pulgdes criados

em algodoeiro ndo-GM

Estagios
10
20
30
40

Pupa

Macho

2,91 £ 0,70a

1,96+0,6a

2,79+ 1,6ba

4,83+ 1,54a

5,00+0,83a

Fémea

2,63+0,48a

2,15+0,74a

2,31+1,21a

4,26 +1,64a

5,27+1,67a

Macho

2,62+1,07a

2,29+0,73a

2,07 +0,78a

4,83+1,37a

5,08+ 1,21a

Fémea

2,94+1,02a

2,27 +0,65a

2,11 +0,56a

4,38+1,73a

4,66+ 1,71a

A andlise estatistica foi feita para cada instar separadamente comparando-se individuos do mesmo sexo de tratamentos distintos. Valores

expressos em média

comparados.

1° instar (Machos): Mann — Whitney T = 207; n(controle) =24, n(teste)= 24, P = 0.096;
0.112;
=0.111;

2° instar (Machos): Mann — Whitney T = 210,5; n(controle) =24,. n(teste) =24, P
3°%instar (Machos): Mann — Whitney T = 229,5; n(controle) =24., n(teste) = 24, P

4°instar (Machos): Mann — Whitney T = 786,5; n(controle) =24, n(teste) = 24, P = 0.950;

1° instar (Fémeas): Mann — Whitney T = 150,5; n(controle) =18, n(teste)= 19, P = 0.534;

2° instar (Fémeas):Mann — Whitney T = 143,5; n(controle) =18, n(teste)= 19, P = 0.412;

3° instar (Fémeas): Mann — Whitney T = 167,5; n(controle) =18, n(teste)= 19, P

4° instar (Fémeas): Mann — Whitney T = 786,5; n(controle) =18, n(teste)= 19, P =

0.927;
0.932

desvio padrado, letras iguais na mesma linha representam diferenca nao significativa entre os tratamentos
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Mortalidade larval, pupal e curva de sobrevivéncia: Nao houve diferenca nas taxas de
mortalidade entre os tratamentos. Larvas criadas em pulgdes alimentados em plantas de
algodoeiro Bt apresentaram uma taxa de mortalidade de 18,11%, enquanto que as larvas criadas
no controle (pulgdes alimentados em algodoeiro ndao Bt) tiveram uma taxa de mortalidade de

15,09%.

As curvas de sobrevivéncia encontradas para as duas populacdes de C. sanguinea apresentaram

com formato de curva Tipo Il (Figura 1).
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Figura 1: Curva de sobrevivéncia de larvas de C. sanguinea expostas a toxina Cry1Ac do B.
thuringiensis via consumo de pulgdes criados em algodoeiro GM (linha azul) e de larvas de C.

sanguinea nao expostas a Cry1Ac via consumo de pulgdes criados em algodoeiro ndao-GM (linha

vermelha).

Consumo Larval: O consumo médio diario de pulgdes por larvas de C. sanguinea foi semelhante
nos dois tratamentos, ndo apresentando diferenca significativa no total de presas ingeridas, 646
+ 21(média *+ erro padrao) pulgdes ingeridos por larvas expostas a Cry1Ac e 621 + 27
pulgdes ingeridos no controle. (Mann — Whitney T = 54; n(controle) =12, n(teste)=11; P =
0.479).

O ndmero de pulgdes consumidos diariamente por C. sanguinea foi similar entre os individuos
expostos a toxina Cry1Ac do B. thuringiensis via consumo de pulgdes criados em algodoeiro GM
e de larvas de C. sanguinea nao expostas a Cry1Ac via consumo de pulgdes criados em

algodoeiro ndao-GM (Figura X).
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Figura 2: Quantidade de pulgdes consumidos diariamente por C. sanguinea durante os primeiros onze dias do ciclo larval
nos tratamentos controle e com exposicao a toxina Cry1Ac. Valores expressos em média + erro padrao

Tamanho dos adultos: C. sanguinea apds a emergéncia apresentou em média uma massa
corporal de 10,5 +4,6 mg no tratamento com exposicdo a Cry1Ac e 11£4,8 mg quando nao
expostas, ndao havendo diferenca significativa entre os pesos (Mann-Whitney, T = 2519.000; P

= 0.304).

Longevidade dos Adultos: A longevidade média dos adultos de C. sanguinea no controle foi
33,60+ 21,35 dias. Quando expostas a Cry1Ac via alimentacdo em pulgdes criados em
algodoeiro Bt os adultos apresentaram longevidade média de 26,78 + 16,67 dias, nao diferindo
significativamente do tratamento controle (Mann-Whitney, T = 678,5; n(controle) = 43

n(teste)= 39, P = 0.090).

Fecundidade e Fertilidade: O nimero médio de ovos por fémea, bem como a fertilidade dos ovos
nao diferiu significativamente entre as fémeas expostas a toxina Cry1Ac e as nao expostas
(Tabela 4). As fémeas ndo expostas a toxina apresentaram 60,69 +27,03% de ovos eclodidos,
enquanto que para as fémeas expostas a Cry1Ac foi observado 48,21 +£25,63% de ovos férteis.
No entanto esses valores nao diferiram significativamente quando comparados estatisticamente

(Tabela 4).

Tabela 4: Fecundidade e viabilidade dos ovos de C. sanguinea alimentada durante a fase larval e adulta
com o pulgdo A. gossypii criados em algodoeiro GM expressando a toxina Cry1Ac e algodoeiro ndo GM.

N° médio de N° médio de N o
ovos/fémeas’ ovos eclodidos? Viabilidade (%)
Exposicéo 103,18+ 60,63a 57,01+ 49,13a 48,21+ 25,63
a Cry1Ac
Sem exposicdo 82,40+ 67,14a 54,40 + 48,93a 60,69+ 27,03

a CrylAc

Valores expressos em média *+ desvio padréo, letras iguais na mesma linha representam diferenca néo significativa entre os
tratamentos comparados.

! Mann-Whitney T= 63,5; n(controle)=12 e n(teste)=14; P=0,30.

2 Mann-Whitney T = 176,0; n(controle)=12 e n(teste)=14; P = 0.714
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Discussao

Protocolo de Bioensaio Tritrofico

O protocolo experimental desenvolvido para avaliar efeitos da toxina Cr1Ac sobre o predador C.
sanguinea via interacao tritréfica (planta-presa-predador), mostrou-se satisfatério para esse tipo
de teste, permitindo que mais de 70% dos individuos criados chegassem a fase adulta.

Para realizacdao desse experimento foi necessario um elevado nimero de pulgoes, seja para
deteccdo da toxina ou para alimentacao das larvas e adultos nas col6nias e no préprio
experimento. Manipulacao diaria das colonias de joaninhas e pulgdes (limpeza de gaiolas e troca
de alimento) é necessaria para a obtencao freqiente de predadores e presas com a mesma
idade. Sendo assim, é importante a otimizacdo dos métodos de criagdo para manter alta a
producao de insetos e dessa maneira tornar possivel a montagem de um ndmero maior de
repeticoes na mesma data.

Quanto a manutencao das repeticdes é importante ter cuidados especiais com a manipulacao
dos predadores a fim de evitar fugas e perda de dados. As pupas e as posturas devem receber
tratamento diferencial porque ndo podem ser transferidas do local, sdo geralmente de dificil
visualizacado e sdo mais frageis que os demais estégios.

Nesse trabalho buscamos aproximar as condi¢cdes dos bioensaios aquelas que os organismos
encontrariam em campo, ou seja, criamos o predador C. sanguinea com a presa (Aphis gossypii)
alimentando-se em plantas de algodoeiro contendo até 6 folhas verdadeiras. Isso porque o
pulgdo A. gossypii € uma das presas de C. sanguinea mais freqiiente em algodoeiros no inicio do
ciclo da cultura (FARIA et al., 2006). Dessa maneira, as condicOes de exposicao da joaninha as
toxinas expressas nas folhas do algodoeiro Bt foram repetidas em laboratério.

Nesse tipo de bioensaio (exposicao tritréfica), € muito importante a quantificacdo da toxina nas
plantas e nas presas para confirmacao das rotas de exposicdo (HILBECK et al., 2006). A
quantidade de toxina Cry1Ac detectada no tecido foliar dos diferentes nédulos do extrato
vertical condiz com os valores detectados em algodoeiro Bt por outros autores na literatura
cientifica. (TORRES e RUBERSON, 2007; ZHANG et al., 2006). A partir da deteccédo, constatou-
se que ndo ha diferenca significativa no nivel da toxina entre os quatro nédulos do extrato
vertical foliar do algodoeiro GM. Além disso, para confirmar a exposicédo, a proteina Cry1Ac foi
quantificada também no pulgao, sendo detectados tracos da toxina nos pulgdes e floema. Desse
modo é possivel inferir que a toxina Cry1Ac se move através de niveis tréficos no sistema
algodoeiro GM, pulgéo e joaninha, e que C. sanguinea esteve exposta a toxina durante todo o
periodo de realizacao do experimento via predacao em pulgdes alimentados em qualquer extrato

da planta de algodao.
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Efeito da proteina Cry1Ac sobre o predador C. sanguinea

Néao foi observado nenhum efeito direto da Cry1Ac na bionomia de C. sanguinea. Nao houve
retardo no desenvolvimento larval e de pupa entre as larvas criadas em algodoeiro GM e
convencional, no entanto o tempo de desenvolvimento larval em ambos tratamentos foi maior
(12 £ 2,67 dias com exposicao a Cr1Ac e 11,67 = 1,84 dias) quando comparado com C.
sanguinea alimentada com Schizaphis graminum e Cinara atlantica, em que a duracao do estagio
larval foi de 8,4 e 9,04 + 0,08 dias respectivamente (SANTA CECILIA et al.,, 2001, OLIVEIRA et
al., 2004). Para o periodo de pupa o tempo de desenvolvimento foi semelhante a estudos com
outras espécies de afideos (MICHAUD, 2000.)

A explicacdo para tais valores na duracao larval pode esté ligada a dieta composta por apenas
um item alimentar, j4 que nas condicdes de campo os coccinelideos consomem uma dieta
variada, que é constituida principalmente de afideos, mas também podem consumir 4caros, ovos
e estagios iniciais de algumas larvas de Lepidoptera e Coleoptera. Allém disso, esses predadores
apresentam habito fitéfago, se alimentando de pélen e néctar (HODEK,1996).

No entanto o consumo de pulgdes por dia foi semelhante entre os individuos criados em
algodoeiro GM e convencional. O nimero total de pulgdes consumidos foi semelhante aquele
registrado para os individuos de C. sanguinea alimentados com o pulgdo-verde, S. graminum,
que predaram em média 609,4 + 4,1 pulgdes durante a fase larval (SANTA CECILIA et al.,
2001).

Na reproducao nao foi observado nenhum efeito negativo da alimentacdo em algodoiero GM.
Nakasu et al. (2006) verificaram que 30% das fémeas expostas a alta concentracdo de Cry1Ac
nao realizaram oviposicao. Resultados semelhantes foram encontrados por Zhang et al. (2006),
os autores observaram que P. japonica diminui o nimero de oviposicdes quando alimentada com
A. gossypii em algodoeiro GM (GK-12 e NuCOTN 33B).

Em geral, nao foi observado nenhum efeito téxico significativo em C. sanguinea via exposicao
tritréfica. Porém, foi verificado que os individuos criados no sistema com algodeiro GM
apresentaram viabilidade de ovos 12 % menor que os individuos criados no algodoeiro
convencional. A auséncia de diferencas significativas para esses resultados podem estar
relacionada com o baixo nimero de repeticdes ou ainda a uma variabilidade natural do predador
C. sanguinea.

Efetitos diretos de organismos GM nao tém sido encontrados em Coccinellidae, mesmo quando
expostos em vias de exposicao tritréfica. Para Coleomegila maculata (Coleoptera:Coccinelidae)
também nao foi encontrado nenhum efeito sobre a reproducéo, quando o predador foi criado
com o pulgado do milho alimentando-se em plantas expressando a toxina Cry3Bb1.(LUNDGREN e
WIEDENMANN, 2005).

Portanto ndo se conhece ao certo quais os possiveis efeitos sobre a populacao de C. sanguinea

em campo, conseqlientemente avaliacoes em escala maior devem ser realizadas e também
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exposicoes através de bioensaios onde geracdes sucessivas do predador sejam criadas em

presas sobre plantas Bt para verificar os possiveis efeitos dessas toxinas em longo prazo.
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