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Avaliacao de varidveis comportamentais
como metodologia para estudo de
organismos nao alvo em milho Bt

Introducéo

Entre os organismos geneticamente modificados (OGM), as plantas que ex-
pressam genes de resisténcia contra insetos-praga, principalmente as delta-en-
dotoxinas da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), estdao entre as mais
difundidas no agronegécio do Brasil e do planeta. As proteinas inseticidas Bt
sao consideradas muito vantajosas em funcao de sua elevada especificidade,
que, além de aumentar sua eficiéncia para o controle da espécie de interes-
se, minimiza seus efeitos sobre espécies ndao alvo. No Brasil, a rapida adocao
do milho expressando o gene bt (milho Bt), reflete os beneficios econémicos
e as facilidades associadas ao manejo dessa cultura. Na safra agricola de
2012/2013, estima-se que 76% da area plantada com milho sejam prove-
nientes de sementes geneticamente modificadas (GALVAO et al., 2012). No
entanto, a imposicao de moratérias em alguns paises reflete o ceticismo e a
preocupacao publica sobre questdes relativas a biosseguranca ambiental das
plantas transgénicas, incluindo potenciais impactos sobre organismos benéfi-
cos (O'CALLAGHAN et al., 2005).

Efeitos negativos do uso das proteinas Bt sobre espécies nao alvo ja foram de-
tectados sobre espécies de diferentes guildas, incluindo detritivoros (JENSEN et
al., 2010), predadores (DUTTON et al., 2002; MASON et al., 2008; SANTOS et
al., 2010) e, mais frequentemente, herbivoros (LOSEY et al. 1999; FELKE et al.,
2010) e parasitoides (PRUTZ; DETTNER, 2004; PILCHER et al., 2005; VOJTE-
CH et al., 2005).

Estudos sobre possiveis efeitos das plantas Bt sobre inimigos naturais sao
importantes, tanto pelo papel chave destas espécies nos agroecossistemas,
fornecendo o servico ecossistémico de controle biolégico de pragas quanto
pela sua posicao elevada nas cadeias tréficas, o que os torna bons indica-
dores de impactos ecolégicos (GROOT; DICKE 2002). A exposicao de inimi-
gos naturais pode ocorrer tanto de forma direta, pela ingestdao das toxinas

Bt contidas em diferentes partes da planta geneticamente modificada (GM)
(folhas, pdélen), quanto indiretamente, por meio da utilizacao de presas, como
herbivoros, detritivoros ou hospedeiros que se alimentaram de partes da planta
contendo a proteina Bt (GROOT; DICKE, 2002; ROMEIS et al., 2008). Além
disso, a reducdo da abundéncia de populacdes de presas e as alteracdes da
qualidade dessas presas decorrentes da presenca da proteina inseticida na
planta Bt também podem causar impacto nas populacdes de predadores e
parasitoides (LUNDGREN et al., 2009). Essas interacdes tritréficas precisam
ser mais bem compreendidas sobretudo em ambientes de cultivos de lavouras
Bt, pois existem muitos fatores que afetam a complexidade do ecossistema e
questionamentos sobre o impacto do cultivo do milho Bt em larga escala, no
que diz respeito aos aspectos comportamentais dos artrépodes (ZWAHLEN
et al., 2000). A relacao de espécies indicadoras para os estudos de possiveis
impactos deve ser feita considerando-se peculiaridades regionais do cultivo e
de acordo com o grau de exposicao das espécies a proteina.
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De modo geral, estudos mostram que ensaios de
laboratério apresentam uma maior eficiéncia em
detectar possiveis impactos inesperados sobre es-
pécies ndo alvo em relacédo a estudos realizados em
campo (DUAN et al., 2008). Além disso, também

é possivel perceber que esses trabalhos de labora-
tério tém explorado pouco as questoes relaciona-
das ao comportamento dos individuos, apesar de
alguns estudos (ROSE et al., 2007; GORECKA et
al., 2008; SANTOS et al., 2010, 2011; TORRES et
al., 2011; MENDES et al., 2012) ja terem mostrado
que este tipo de varidvel pode ser importante na
deteccdo de impactos inesperados, o que algumas
vezes pode ser dificil de ser constatado em estudos
de campo de média ou ampla escala. Desta forma,
é importante estabelecer protocolos para avaliar o
efeito das proteinas Bt sobre o comportamento de
espécies nao alvo, sobretudo de espécies de ini-
migos naturais, nas quais os efeitos negativos ou
inesperados podem ocorrer de forma indireta.

Assim, para avaliagdo de varidveis comportamentais
de insetos predadores, como organismos nao alvo
em milho Bt, propde-se a utilizacdo de variaveis

de nao preferéncia, que podem ser medidas com
auxilio de olfatdbmetros de arena e avaliacdao do
tempo de busca, que podem detectar alteracoes na
capacidade predatéria de inimigos naturais, além
de alteracdes nas teias tréficas com a utilizacao de
milho Bt. Este trabalho objetivou avaliar varidveis
comportamentais dos predadores selecionados
como bioindicadores para estudos de analise de
risco em milho (FRIZZAS, 2012) Orius insidiosus
(Hemiptera: Anthocoridae) (Figura 1), presente com
grande frequéncia em lavouras de milho (SILVEIRA
et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2006; BORTOLI;
OLIVEIRA, 20086), e Doru luteipes (Dermaptera:
Forficulidae) (Figura 2), um eficiente predador das
principais espécies de praga na cultura do milho
(CRUZ, 1995; CRUZ; OLIVEIRA, 1997; FIGUEIRE-
DO et al., 2006).

Proposta metodolégica para avaliacao
de variaveis comportamentais

Para avaliacao de varidveis comportamentais utili-
zou-se um olfatémetro de arena avaliando a espécie
0. insidiosus e o tempo de busca para D. luteipes.

Olfatometros de arena

Foram construidos a partir de bandejas de plastico
utilizadas no mercado para embalagens de tortas,
de 33 cm de didametro e 15 cm de altura. A base

Figura 1. Ninfa do percevejo predador Orius insidiosus (Hemiptera:
Anthocoridae) predando lagarta de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae). Simone M. Mendes

Figura 2. Adulto fémea de Doru luteipes (Dermaptera: Forficulidae) (tesourinha).

utilizada foi de cor branca e a tampa era transpa-
rente. Na base da bandeja, equidistantes, foram
abertos seis orificios com 2 cm de didmetro, onde
foram adaptados tubos plasticos de ensaio vazados
e vedados numa das extremidades com tela fina

de nylon, para expor os tratamentos aos insetos.
No centro da tampa acrilica, foi aberto um orificio
por onde se adaptou uma mangueira ligada a uma
bomba de vacuo. Durante a condugao do ensaio,

Foto: Simone M. Mendes
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gerou-se um fluxo de ar ascendente, calibrado a
uma pressao negativa de 0,04 Kgf/cm3. Como as
Unicas entradas eram os lados inferiores dos tubos
de tratamentos, o ar passava pelos tubos gerando
uma pluma com os volateis dos tratamentos para
atrair os insetos-teste (Figura 3).

Figura 3. Olfatdmetros usados na avaliacdo da nao preferéncia de Orius
insidiosus e Doru luteipes para larvas de Spodoptera frugiperda (Lepidop-
tera: Noctuidae), alimentadas em milho Bt e nao Bt.

Bioensaio

Para esse ensaio, foram utilizadas ninfas de 4° e
5° instar de O. insidiosus, que foram mantidas em
inanicao por 24 horas antes do teste. Para obtencéao
de lagartas que se alimentaram em milho Bt e nao
Bt, foram utilizados os hibridos DKB 390YG, AG
9010YG, P 30K75 YG, P 30K75YG e P 30F80 YG
que expressam a proteina inseticida Cry1Ab e seus
respectivos isogénicos nao Bt. Essas larvas foram
isoladas ap6s recém-eclodidas e mantidas por dois
dias se alimentando exclusivamente dos hibridos
supracitados.

Foram utilizadas duas entradas de cada vez e em
cada entrada foram colocadas dez lagartas obtidas
com a metodologia supracitada, protegidas em
chumaco de secdes de folha de milho com cada
material a ser testado (cada hibrido de milho Bt e
seu isogénico nao Bt). Foram liberados de cinco a
sete predadores no centro do olfatémetro, deixan-
do o mesmo com fluxo de ar constante por seis
horas. O posicionamento dos predadores dentro do
olfatébmetro foi avaliado 15 vezes, para cada par de
hibrido, sendo cada vez considerada uma repeticao.
A avaliacdo da percentagem de predadores em cada
entrada foi realizada 24 horas apds a liberacéo.

O delineamento foi inteiramente casualizado e as
médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tempo de busca

Outra metodologia para avaliacdao do comportamen-
to de predacao que estd sendo aqui proposta é o
tempo de busca em presas que se alimentam de
planta Bt. Muitas vezes, as presas que se alimen-
tam do milho Bt apresentam reducao de biomassa
por causa da reducao da ingestao de alimentos,
podendo até mesmo nao morrer (MENDES et al.,
2011). Essas presas muitas vezes tém sua acao de
reacao ao ataque do predador modificadas, como
observado em condicdes de laboratdrio. A alteracéo
do comportamento da presa pode aumentar sua
exposicao ao predador, facilitando a predacao.

O tempo de busca pode ser definido como sen-
do o tempo gasto pelo predador para capturar a
presa, sendo um fator que interfere na eficiéncia
e capacidade de busca dele. O tempo de busca e
de manuseio do predador influencia o modelo da
resposta funcional que auxilia na determinacéao da
eficiéncia do agente de controle biolégico (AUAD
et al., 2002). Além disso, a alteracdao no compor-
tamento da presa pode mostrar reflexos diretos
nessa variavel biolégica; dessa forma, essa medida
tem potencial para ser explorada em avaliacdes
comportamentais de organismos nao alvo em cul-
tivos Bt.

Bioensaio

O tempo de busca de D. /uteipes foi avaliado para
ninfa de 1° instar e para adultos, submetidos a ali-
mentacao baseada em lagartas de S. frugiperda que
se alimentaram em milho Bt e ndo Bt.

As lagartas usadas nesse ensaio foram mantidas
por dois dias alimentando-se por em milho conven-
cional (hibrido 30F35) ou Bt (30F35YG, expressan-
do as proteinas Cry1Ab, e 30F35Hx, expressando
Cry1F), conforme o tratamento.

As ninfas de primeiro instar do predador foram indi-
vidualizadas em placas de Petri de 5 cm de diame-
tro e deixadas em inanicédo por 24 h, com apenas
um chumaco de algoddo umedecido com agua
destilada. A fonte de umidade auxilia na producao
de saliva e sintese de enzimas, além de suprir a
umidade exigida no metabolismo normal do organis-
mo (COELHO et al., 2008). Para cada tratamento,
dez lagartas de S. frugiperda foram confinadas em
placas de Petri de 5 cm de didmetro e uma tesouri-
nha foi liberada no centro de cada placa. Cronome-
trou-se o tempo em que o predador ficou exposto a
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presa até a sua captura (tempo de busca). O teste
foi inteiramente casualizado com dez repeticoes.

Resultados encontrados para a
metodologia de avaliacdo de variaveis
comportamentais de predadores em
milho Bt

Nao preferéncia de O. insidiosus por lagar-
tas de S. frugiperda alimentadas em milho
Bt e nao Bt

Verificou-se um maior percentual de O. insidiosus
nos tratamentos com lagartas em folhas de mi-

Iho Bt (Figura 4) do que nos tratamentos nao Bt
(P=0,0007). Levantamentos de campo realizados
por Poza et al. (2005), na Espanha, corroboram
com esse dado, onde os autores encontraram maior
numero de predadores do Orius spp. em lavouras
Bt, comparadas com as nao Bt.

@) ®Nio Bt M Bt " )

@ @)

% O. insidiosus [ Planta

DKB390 DKB350 DKB330 AG9010 30K75 30F80

Figura 4. Percentual (%) (+EP) de Orius insidiosus em teste de olfatéme-
tro de arena, para a escolha de lagartas de Spodoptera frugiperda que se
alimentaram de milho ndo Bt e milho Bt expressando a proteina Cry1Ab.
As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P=<0,05).

Possivelmente, tal preferéncia tenha ocorrido pelo
tamanho reduzido das lagartas que se alimentaram
do milho Bt, em relagdo ao nao Bt, o que facilitou
a predacdo, indicando uma maior facilidade de
predacdo nessas condicdes. Outro aspecto que
deve ser observado é que lagartas de S. frugiperda
sdo, naturalmente, muito agressivas e apresentam
comportamento de defesa ao ataque do predador,
e as lagartas que ingeriram o milho expressando a
proteina Cry1Ab, por apresentarem seu desenvolvi-
mento alterado (MENDES et al., 2011), podem ter
sua reacao de defesa contra o predador comprome-
tida, o que facilitaria a predacao.

Nao preferéncia de ninfas de 1° instar de
Doru luteipes (Figura 2) por larvas de S. fru-
giperda alimentadas em milho Bt e ndo Bt
Os resultados do experimento utilizando o olfat6-
metro mostraram que as ninfas D. /uteipes preferem
o0 ambiente em que as larvas de S. frugiperda se

alimentaram de milho convencional (Figura 5), ao
contrario do que foi observado para o percevejo O.
insidiosus.

4,5

3,5

2,5

1,5 4

N2 de tesourinhas/ tratamento

0,5 -

30F35 30F35YG

30F35HX

Figura 5. Numero (+EP) de Doru luteipes em teste de olfatometro de are-
na, para escolha de lagartas de Spodoptera frugiperda que se alimentaram
de milho ndo Bt ou milho Bt expressando as proteina Cry1Ab (30F35YG) e
Cry1F (30F35Hx). As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P = 0,05).

Tempo de busca de ninfas de 1° instar e
adultos de Doru luteipes por lagartas de S.
frugiperda alimentadas em milho Bt e ndo Bt
O tempo de busca de ninfas de primeiro instar
variou com a alimentacao oferecida a presa, sendo
maior quando a presa foi mantida se alimentando de
milho ndo Bt e menor para aquelas ninfas do pre-
dador que se alimentaram em presas mantidas em
milho expressando Cry1Ab e Cry1F.

Para adultos de D. /uteipes, nao houve diferenca en-
tre o tempo de captura de presas que se alimenta-
ram do milho ndao Bt e milho expressando Cry1Ab.
No entanto, esse tempo foi menor quando compa-
rado aqueles de captura de lagartas mantidas com
milho expressando Cry1F (Figura 06). Esses resulta-
dos indicam que a alimentacdao com milho Bt torna
a presa mais suscetivel e facil de ser capturada por
essa espécie de predador, sobretudo no primeiro
instar, idade em que o predador tem maior dificulda-
de de captura da presa.

Assim, estudos de varidveis comportamentais sao
importantes aspectos que precisam ser discutidos
com relacao ao grupo de organismos nao alvo em
sistemas de plantas geneticamente modificadas
com gene bt. Essas varidveis ainda ndo tém sido
observadas em muitos estudos dessa natureza,
sobretudo em analise de risco e, como aqui obser-
vado, os efeitos indiretos vao além daqueles rela-
cionados por Romeis et al. (2008). A alteracao no
padrao comportamental da presa pode modificar o
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Figura 6. Tempo de busca (min) (+EP) de Doru luteipes a lagartas de
Spodoptera frugiperda que se alimentaram de milho ndo Bt ou milho Bt
expressando as proteina Cry1Ab (30F35YG) e Cry1F (30F35Hx). Médias
seguidas da mesma letra pro estadio de desenvolvimento ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

comportamento de busca e de predacao de preda-
dores e essas interacGes devem ser discutidas com
maior nivel de especificidade, considerando habitos
alimentares, tipo de aparelho bucal, grupo de presas
preferenciais, entre outros aspectos, uma vez que,
na presenca da proteina Bt, os predadores exibem
comportamento diferenciado. Assim, esse tipo de
informacao e dados provenientes de estudos com-
portamentais mais especificos de organismos nao
alvo devem ser avaliados num processo de analise
de risco. Adicionalmente, deve-se registrar que
tanto os aparatos quanto os métodos aqui utilizados
demonstraram ser efetivos para quantificar as varia-
veis propostas. Portanto, essa metodologia deve ser
difundida e refinada para obtencdo de dados cada
vez mais confidveis, visando suprir os modelos de
andlise de risco de OGM no meio ambiente.
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