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Resumo

O algodoeiro Bt, que expressa a proteina Cry 1Ac, possui alta especificidade para o
controle de lagartas de lepidoptera, mas pode apresentar efeitos inesperados em
populacdes nado-alvo, como o pulgdo do algodoeiro, Aphis gossypii.Glover (Hemiptera:
Aphididae) e o Bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae). O objetivo deste trabalho foi comparar a taxas de colonizacdo e a dindmica
populacional destas pragas nao alvo em algodoeiro parcelas de algodoeiro Bt e ndo-Bt em
um campo experimental. O trabalho foi realizado na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia - Cenargen em Brasilia,DF, com o desenho experimental de blocos ao acaso
com 5 repeticdes por tratamento (algodoeiro Bt e nao-Bt). Cada parcela era composta por
12 linhas de 10 m, com stand de 8-10 plantas por metro linear numa area de 100 m2. O
nimero de pulgdes alados e apteros por planta, assim como a presenca de larvas de
coccinelideos e formigas, foi contabilizado a cada 2-3 dias. A amostragem foi feita em
conjuntos de 10 plantas em sequéncia na linha de plantio, sendo que cinco conjuntos
foram selecionados ao acaso por parcela. O monitoramento do Bicudo foi feito através da
coleta de botdes florais e magcas do terco superior, assim como botbes florais e macas
caidas ao solo abaixo da mesma. Em cada parcela foram selecionados cinco pontos por
caminhamento em zigue-zague sendo onde em cada ponto a planta com melhor
desenvolvimento vegetativo era selecionada. Das estruturas reprodutivas coletadas em
cada ponto de amostragem, foi retirada uma sub-amostra de duas estruturas, com
sintomas de ataque pelo bicudo (orificios de oviposicdo). Cada estrutura foi isolada em um
pote plastico de 250 ml e mantida em sala climatizada (25 = 2°C, U.R.= 60% e 13 h de
fotofase). Os pulgdes alados ndo apresentaram diferenca na colonizacdo de plantas de
ambos os tratamentos, sugerindo que nao houve efeito das plantas geneticamente
modificadas sobre a colonizacao direta pelas formas aladas. Nao houve diferenca
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significativa na abundéancia de pulgbes apteros e nem na producao das formas aladas entre
os tratamentos. Este resultado sugere que pardmetros que controlam o estabelecimento
das populacdes de pulgdo, como fecundidade, sobrevivéncia e dispersdao, foram
equivalentes nos dois tratamentos. O monitoramento de plantas com coccinelideos que
atuam como predadores especializados e formigas que atuam na dispersdao de pulgdes
entre plantas ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos Bt e nado-Bt,
apoiando a inferéncia acima. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto
ao numero de estruturas reprodutivas disponiveis na planta, niUmero total de estruturas
atacadas em cada parcela, percentual de ataque por planta e ao nimero de bicudos
emergidos em laboratoério.

Palavras-Chave: biosseguranca, toxina Cry, praga, organism nao-alvo



Evaluation of Bt cotton croping in field plots impacting non-target pests.
Abstract

The cotton Bt express a Cry 1Ac protein highly specific to control worms from
Lepidoptera, although it may present unexpected effects on non-target species populations
such as the cotton aphid, Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) and the bollwevil,
Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae). The objective of the present
study was to compare the colonization rates and population dynamics of these non-target
pests in field plots of Bt and non-Bt cotton. The experiment was conducted on the
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - Cenargen in Brasilia, DF, under the
randomized blocks experimental design with five replications per treatment (Bt and non-Bt
cotton). Each plot had 12 lines of 10 m, with 8-10 plants/m in an area of 100 m?. The
number of winged and wingless aphid/plant and the presence of ants and ladybeetles were
monitored every 2-3 days. The sampling was conducted in sets of a sequence of 10 plants
in the planting row and 5 sets of plants were randomly selected per plot. The monitoring of
bollwevil was collecting cotton squares and bolls in the top third part of the plant, and the
structures dropped on the ground under the plant. On each plot, five points was selected
in a Z form track and the closest and more developed plant was choosing to each point for
sampling. A sub-sampling of two reproductive structures (square or boll) with bollwevil
attack (oviposition marks) was taken from each sample. Each structure was kept in a
plastic cage (250 ml) in an environmental room under 256 + 2°C, 60% RH and 13 h of
photofase) for adults hatching evaluation. The winged aphids did not present difference in
the colonization rate of plants between the treatments. There was also no difference in the
abundance of wingless aphids and in the production of winged aphids between the
treatments. The results suggests that the parameters that control population establishment
such as initial plant choice, fecundity, survivorship and dispersion was not affected by the
Bt gene insertion in the cotton plant. The monitoring of coccinelids, specific predators of
aphids and ants that spread aphids among the plants did not differed significantly between
the treatments, supporting the above statement. Reproductive structures such as cotton
squares was produced in the same amount in both, Bt and non- Bt plants. The bollweuvil
attack measured through the number and percentage of reproductive structures and the
average number of adult bollwevils emerged from the squares did not differed significantly
between the treatments.

Key-Words: biosafety, Cry toxin, pest, non-target specie



Introducao

O algodoeiro Bt é uma planta geneticamente modificada com genes que expressam
proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), como as toxinas Cry e VIP. As
variedades disponiveis para comercializacdo em varios paises conferem protecao a planta
contra lagartas da ordem Lepidoptera (ESTRUCH et al., 1996; PERLAK et al., 1990, 2001).
Essa tecnologia € uma importante ferramenta para o programa de manejo das pragas do
algodoeiro por possibilitar a reducao do nimero de aplicac6es de inseticidas quimicos
sintéticos e promover um controle mais efetivo contra diversas espécies de lagartas ao
proteger a planta em todos os tecidos durante quase todo o ciclo da cultura (FITT e
WILSON, 2000; SHARMA e ORTIZ, 2000; WU 2001). No entanto, a insercdo de um
transgene pode causar modificacées ndo esperadas na interacdo planta/inseto
fitéfafgo/inimigos naturais ao afetar a expressado de outros genes. Essas mudancas podem
favorecer insetos fit6fagos nado alvos produzindo um efeito adverso para a cultura ou o
ambiente em que a planta é cultivada (SUJII et al., 2006; THU CUC et al., 2008).

A insercdao de um novo gene pode causar alteracdes na qualidade da planta como
alimento para os insetos herbivoros afetando de forma favoravel a capacidade reprodutiva
ou a sobrevivéncia do inseto na planta. A prépria expressdo das novas proteinas pode
alterar as interacoOes planta/inseto, mudando, por exemplo, o comportamento de
preferéncia e oviposicao de fémeas, com impacto direto na abundéancia dessas espécies
(FONTES et al., 2002). As proteinas Bt produzidas pela planta podem ainda afetar de
forma indireta espécies herbivoras ndo-alvo ao serem ingeridas por essas e posteriormente
afetar espécies em niveis tréficos superiores (predadores e parasitéides), liberando-as do
controle biolégico natural e aumentando seus danos ao algodoeiro (SUJII et al., 20086).

O plantio de algodao Bt em escala comercial em paises como Estados Unidos e
China tem resultado na ocorréncia de oscilacdes bruscas na dindmica de espécies
sugadoras da ordem hemiptera como os percevejos e pulgdes, com surgimento de altos
picos populacionais que causam danos significativos a lavoura. Este quadro ilustra a
necessidade de avaliar os riscos ecolégicos do uso do algodao Bt antes de sua liberacao
comercial em outras regides e condicGes ecoldgicas distintas (DENG et al., 2003;
TURNIPSEED et al., 2002).

No Brasil, o pulgdo Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) é uma das pragas
mais sérias do algodoeiro. Seus danos diretos sdo significativos na fase inicial da cultura,
quando debilita a planta e transmite virus que causam doencas e prejudicam o crescimento
da planta. Ao final do ciclo, o ataque desta praga prejudica a qualidade das fibras
(DEGRANDE 1998; GALLO et al., 2002, FONTES et al., 2006). O pulgao A. gossypii foi
selecionado, juntamente com o bicudo do algodoeiro Anthonomus grandis Boheman

(Coleptera: Curculionidae), como espécie indicadora de grande importancia para avaliar o



efeito da transgenia no algodoeiro sobre a herbivoria de espécies nao-alvo devido a sua
importancia econémica, ampla distribuicdo geogréafica e relevancia ecolégica da praga na
cultura (SUJII et al., 2006).

Diferentes estudos tém avaliado o efeito do algodao Bt sobre a abundéncia de
pulgdes e outros hemipteros apresentando resultados contrastantes. Estudos de campo
conduzidos nos Estados Unidos (SISTERSON et al., 2003), Africa do Sul (VAISSAYRE et
al., 2005), e Austrélia (WHITEHOUSE et al., 2005) ndao mostraram diferencas na
abundéncia de afidios. Por outro lado, avaliacbes das populacdes de pulgdes em campos
de algodao Bt e ndo Bt na China mostraram maior abundéancia de pulgées em parcelas de
algodao Bt (DAYUAN 2002; DENG et al., 2003). Em outro estudo realizado por Wu e Guo
(2003) nas mesmas condicdes, mas em outra regido da China, ndo foram encontradas
diferencas nas populacdes de pulgdes. Adicionalmente, estudos em laboratério mostraram
gque pulgoes alimentados com algodao Bt apresentaram maior capacidade reprodutiva e
maiores taxas de sobrevivéncia em comparacao com individuos alimentados com algodao
nao-Bt, com possivel impacto sobre a dindmica populacional da espécie (LIU et al., 2005,).
Esses resultados contrastantes sugerem que serd necessario o desenvolvimento de uma
metodologia de avaliacdo de populacdes de pragas nao-alvo que produza resultados mais
consistentes, que possa ser usada em estudos de impacto de plantas transgénicas sobre
espécies herbivoras nao-alvo, como o pulgao e o bicudo. O objetivo deste trabalho foi
comparar a taxas de colonizacdo e a dinamica populacional do pulgao do algodoeiro e o

Bicudo do algodoeiro, em parcelas de algodoeiro Bt e ndo-Bt em um campo experimental.

Material e Métodos

Descricdo da area experimental

O trabalho de campo foi realizado no campo experimental. da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia-DF (15° 73" S, 47° 90’ W). O campo experimental
possui uma area total de 2,4 ha de latossolo vermelho amarelo sendo que uma area de 20
X 50 m, foi usada para a instalacao do experimento (Figura 1). A drea experimental estava
a 10 m de uma mata de galeria e 5 m de um plantio de algodao arbéreo (Gossypium
mustelinum, G. barbadense e G hirsutum var. Marie Galante). O plantio do algodoeiro foi
realizado em 05/12/2007 em um desenho experimental de blocos ao acaso com dois
tratamentos: algodao Bt (NuOpal) e sua isolinha nao transformada (DeltaOpal); com 5
replicacoes. Cada parcela experimental era composta por 10 linhas de 10 m, com
espacamento de 0,9 m entrelinhas, com stand de 8-10 plantas por metro linear. A

correcao e adubacao do solo, assim como o manejo de plantas invasoras foram realizadas
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de acordo com as recomendacdes técnicas constantes para a regiao de Cerrado (EMBRAPA

1998; FUNDO... 2006; FREIRE, 2007).

Impacto do Algodoeiro Bt sobre o Pulgao

O monitoramento da populacao de pulgdes foi realizado no periodo de 27 de dezembro de
2007 a 28 de janeiro de 2008. Este periodo corresponde ao inicio do ciclo da cultura, fase
na qual ocorrem as maiores taxas de emigracao de Aphis gossypii para o interior do cultivo
do algodoeiro. Em cada parcela, foram selecionadas aleatoriamente cinco linhas de plantio
nas quais foram demarcadas 10 plantas por linha, totalizando 50 plantas amostradas por
parcela e 250 plantas por tratamento (Figura 1). As plantulas selecionadas foram
observadas a cada dois dias quanto a densidade das formas aladas e apteras de Aphis
gossypii, a presenca de coccinelideos e formigas associadas aos pulgdes. Os pulgdes eram
contados até um nimero maximo de 50 individuos, pois acima disto ja era considerado um
colénia grande. Os dados de pluviosidade média durante o periodo de realizacdo deste
trabalho foram cedidos pela CAESB (Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito
Federal), oriundos da Estacdo de Tratamento de Esgoto Norte (ETE — Norte) (15° 44’ S,
47° 72" W), que localiza-se a 800 m do campo experimental. Para auxiliar na contagem
dos pulgdes foi utilizado um espelho de aumento (10x) com aproximadamente 10 cm de
didmetro, evitando ao maximo o contato com a planta e consequentemente a fuga das
formas aladas. Durante a realizacao do experimento ndao houve aplicacdo de inseticida na
area.

As médias de abundéancia de alados por planta Bt e ndo-Bt, a proporcao de plantas
atacadas por individuos alados e apteros, o nimero médio de plantas com formigas por
parcela e tratamento e o nimero médio de joaninhas por parcela foram comparados por

andlise de variancia.
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Figura 1: Vista aérea campo experimental Embrapa Cenargen (A); Croqui campo experimental (B); Disposicdo das

plantas amostradas (C).

Impacto do algodoeiro Bt sobre o Bicudo do algodoeiro



11

O monitoramento do ataque do Bicudo do algodoeiro foi feito através de amostragens
quinzenais de botdes florais e macas do algodoeiro em cada uma das cinco parcela de cada
tratamento, algodoeiro Bt e nao-Bt. As amostras sdo coletadas de acordo com metodologia
descrita por Degrande 1991, que consiste em caminhamento em ziguezague, em cinco
pontos de amostragens dentro de cada parcela, coletando botdes florais e macas do terco
médio superior da planta, assim como os botdes florais e macas caidos ao solo abaixo da
mesma (Figura 2A). A planta selecionada em cada um dos pontos é a que apresenta
melhor desenvolvimento vegetativo entre as demais.

De cada ponto amostral, da planta e do solo, é retirada uma sub-amostra de dois botdes
florais ou macas, com sintomas de ataque pelo bicudo caracterizado pelo orificio de
oviposicao . Cada botdo floral ou maca é isolado em um pote plastico de 250 ml e
colocado em estantes no laboratério. Esse material € mantido em condi¢cdes favoraveis ao
desenvolvimento do bicudo (25 +2°C, 60% umidade e 13 h de fotofase) em salas

climatizadas visando monitorar a emergéncia dos adultos (Figura 2B).

Figura 2: (A) Esquema da amostragem, onde cada extremidade e o ponto central do “Z” foi um ponto de coleta.
(B) Sala climatizada (25 + 2°C, U. R. = 60% e 13 hs de fotofase), onde foram acondicionadas as estruturas

reprodutivas do algodoeiro.

Amostras das plantas foram analisadas quanto a expressao da proteina Bt, através do teste
ELISA ( Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) visando assegurar que as plantas Bt
estavam experssando a proteina durante o estudo.

As varidveis medidas foram comparadas por teste t e andlise de varidancia com auxilio do

programa SigmaStat v. 3.1.
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Resultados e Discussao

Impacto do Algodoeiro Bt sobre o Pulgéao

Houve um ataque intenso de pulgdes desde o inicio do ciclo da cultura possivelmente
favorecido pelas condicGes de baixa precipitacdao que ocorreram durante a segunda
quinzena de dezembro e primeira quinzena de janeiro. Pulgdes alados foram observados em
6-26% das plantas na primeira amostragem em 27 de dezembro e houve um aumento na
proporcao de plantas atacadas até a metade de janeiro (F1,14 = 14,47; P<0,001), quando
alcancou indices acima de 30% de plantas atacadas (Figura 3) sendo que as densidades de
pulgao por planta (Figura 5). também apresentaram o mesmo padréo (F1,14 = 6,47;
P<0,001) Individuos apteros foram observados em 60-84% das plantas de cada parcela
na primeira amostragem e apresentaram aumento no nivel de infestacado até o final da
segunda quinzena de janeiro (Figura 4) de forma consistente com a infestacdo e densidade
de formas aladas (F1.14 = 3,81; P<0,001).

Pulgdes alados ndo apresentaram diferenca na proporcao de plantas atacadas ou na
densidade de individuos por planta na colonizacdo de plantas Bt endao Bt (ANOVA,
P>0,05), sugerindo que nao houve efeito das plantas geneticamente modificadas sobre a
colonizacao direta pelas formas aladas. A comparacao gréfica dos tamanhos das colbénias
de pulgdes ao longo do periodo de coleta também sugere que as populacdes de individuos

apteros foram equivalentes em plantas Bt e ndo-Bt (Figura 6).
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Figura 3: Proporcao de plantas Bt e ndo-Bt atacadas por individuos alados.
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A auséncia de diferenca significativa na abundéancia de pulgbes apteros e na producao das
formas aladas entre os tratamentos sugere que os parametros que controlam o
estabelecimento das populacdes como fecundidade, sobrevivéncia e dispersao, foram

equivalentes nos dois tratamentos.
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Figura 4: Proporcéo de plantas Bt e ndo-Bt atacadas por individuos apteros.
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Figura 5: Densidade média e desvio padrao de pulgdes alados por planta Bt e ndo-Bt.
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Figura 6: Distribuicdo dos tamanhos de col6nia de pulgdo (G>31 individ., M=6 a 30 ind.,
P<6 ind. e 0=sem ind.) nas plantas de algodoeiro Bt (NuOpal) e ndo Bt (Delta Opal) em

diferentes datas.

Os resultados obtidos em campo experimental confirmam avaliacao feita anteriormente em
condicdes de casa-de-vegetacdo (SUJII et al., 2008), inferindo que o algodao Bt ndo
apresentou acao deletéria ou favoreceu positivamente a colonizacdo do pulgdo A. gossypii.
Nao houve diferenca estatistica significante na dindmica populacional do pulgdo A. gossypii

em algodoeiro Bt e ndo-Bt, em condicbes de campo experimental

Impacto do Algodoeiro Bt sobre o Bicudo
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Fenologia da planta: Nao houve diferenca significativa no nimero total de botdes coletados
na planta e no solo (P > 0,05), nas parcelas Nu Opal e Delta Opal (Figura 7A e B),
sugerindo producao equivalente nas variedades.

Ataque do bicudo: A maior infestacao foi no més de marco e o padrao de ataque foi
semelhante para as duas parcelas, nao havendo diferenca significativa no ataque as
estruturas coletadas na planta e no solo (P = 0.354), (Figura 8A e B). Foi observado até
50% de ataque em botdes florais coletados na planta (Fig. 9A) e mais de 80% daqueles
coletados no solo (Fig. 9B) no més de marco. Apesar do aumento do percentual de ataque
do bicudo ao longo das coletas, ndo houve diferenca significativa (P = 0.133) entre as
variedades testadas (Figura 9) e no nUmero médio de adultos emergidos por botao floral

(Figura 10 A e B).
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Figura 10. NGumero médio de Bicudos emergidos por botdo em amostras coletadas na (A)
planta e (B) no solo sob a planta, nas parcelas de algodoeiro Nu Opal (Bt) e Delta Opal (Nao

Bt) em diferentes datas no DF.

O ataque do bicudo no algodoeiro Bt (Var. NuOpal) nao diferiu do ataque na sua isolinha
(var. Delta Opal), indicando que a introducao do transgene nao teve efeito sobre esta praga

nao-alvo da tecnologia.
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