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RESUMO - Plantas de milho transgénicas que expressam toxinas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) sdo uma
alternativa para o controle de insetos-praga na cultura. No entanto, estas toxinas podem ser encontradas no pélen
do milho, e organismos ndo alvo, como os inimigos naturais, podem ser prejudicados. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do polen de trés hibridos de milho transgénicos sobre parametros biolodgicos de adultos do
parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum em condi¢des laboratoriais. Fémeas recém-emergidas de T. pretiosum
foram individualizadas em tubos de Duran contendo como alimento mel acrescido do poélen dos hibridos de milho
transgénico AG 8011 YG (CrylAb), AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry 2Ab2) e Status Viptera (Vip3Aa20), e de
seus respectivos isogénicos convencionais. Diariamente, foram ofertados, em cada tubo, ovos de Anagasta kuehniella
para parasitismo. Os parametros avaliados foram: longevidade das fémeas expostas ao polen, taxa de parasitismo
total, taxa de emergéncia e razdo sexual da progénie. Os hibridos transgénicos: AG 8011 YG (CrylAb), AS 1551 VT
PRO (CrylA. 105 + Cry 2Ab2) e Status Viptera (Vip3Aa20), bem como seus isogénicos convencionais, ndo causaram
efeitos deletérios sobre a longevidade e capacidade de parasitismo das fémeas de 7. pretiosum expostas aos respectivos
pélens. A emergéncia e razdo sexual da progénie também ndo foram negativamente afetadas, possibilitando assim a
compatibilizagdo dos transgénicos avaliados com o controle biologico natural e aplicado exercido por este parasitoide.
Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, transgenia, manejo integrado de pragas, controle biologico, Zea mays.

COMPATIBILITY OF TRANSGENIC CORN
WITH THE PARASITOID Trichogramma pretiosum

ABSTRACT - Transgenic corn expressing Bacillus thuringiensis (Bt) toxins is an alternative for pest control in corn
fields. However, some non-target organisms such as natural enemies can be impaired by corn pollen containing toxins.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the effect of the pollen from three transgenic corn varieties on biological
parameters of the egg parasitoid Trichogramma pretiosum under laboratorial conditions. Emerged females of 7.
pretiosum were placed into Duran tubes and fed with honey + pollen of corn hybrids AG 8011 YG (Cry1Ab), AS 1551
VT PRO (CrylA. 105 + Cry 2Ab2) and Status Viptera (Vip3Aa20), as well as their respective isogenic. Daily, eggs
of Anagasta kuehniella were oftered in each tube for parasitism. The parameters evaluated were longevity of females
exposed to pollen, total parasitism, progeny emergency and sex ratio. The transgenic hybrids AG 8011 YG (CrylAb),
AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry 2Ab2), Status Viptera (Vip3Aa20) and their isogenic showed no deleterious
effect on longevity and parasitism capacity of 7. pretiosum females exposed to respective pollen. Emergency and sex
ratio from progeny were also not adversely affected, thus enabling the compatibility of the evaluated transgenic with
biological control by this parasitoid.

Keywords: Bacillus thuringiensis, transgenes, integrated pest management, biological control, Zea mays.
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Uma das estratégias de supressdao populacio-
nal e controle de insetos mastigadores na cultura do
milho se baseia na utilizagdo de plantas genetica-
mente modificadas pela introducido de genes de Ba-
cillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Bacillaceae),
os quais levam a producdo de proteinas toxicas aos
insetos.

Dado que as toxinas presentes no milho Bt sdo
expressas também no polen da planta, organismos
nao alvo, como polinizadores e inimigos naturais, sao
expostos de forma direta ou indireta a toxina, o que
pode prejudicar suas populagdes na lavoura (Sister-
son et al., 2007). Entre os inimigos naturais de insetos
-praga do milho, destacam-se os parasitoides de ovos
do género Trichogramma (Foresti et al., 2012), os
quais podem parasitar lepidopteros-praga. Estes pa-
rasitoides obtém nutrientes a partir do néctar e polen
de plantas, que lhes garantem uma vantajosa longevi-
dade, fecundidade, propensdo de voo e capacidade de
parasitismo (Zhang et al., 2004; Begum et al., 2006).
Nesse sentido, a entomofauna benéfica, sobretudo
Trichogramma spp, pode ser afetada negativamente
em lavouras de milho Bt.

Dentro do género Trichogramma, a espécie Tri-
chogramma pretiosum (Riley, 1879) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) € uma das mais estudadas e uti-
lizadas em programas de controle bioldgico no Brasil
(Parra & Zucchi, 1997). Um exemplo da importan-
cia de T pretiosum ¢ descrito por Nava e Nachtigal
(2010), os quais relataram que somente no ano de
2008 foram realizadas libera¢des de 7. pretiosum em
aproximadamente 3.000 hectares de lavouras comer-
ciais de milho no municipio de Santa Maria-RS, para
o controle de Spodoptera frugiperda.

Com o aumento da utilizagdo do milho Bt, o
possivel impacto negativo desta tecnologia sobre es-

pécies ndo alvo se tornou uma preocupagao por parte

de agricultores e consumidores e, consequentemente,
alvo de estudo da comunidade cientifica (Dabrowski,
2007). Assim, testes que avaliem a compatibilidade
da transgenia com o controle bioldgico, dentro do
manejo integrado de pragas (MIP), sdo importantes
para obtencao de informagdes que venham a auxiliar
na preservag¢ao de inimigos naturais nas lavouras de
milho.

Alguns autores relatam a auséncia de efeito
adverso do poélen de plantas transgénicas (Bt) para
Trichogrammatideos. A espécie Trichogramma chi-
lonis (Ishii,1941) (Hymenoptera: Trichogrammati-
dae) ndo foi afetada adversamente pelo polen de al-
godao Bt em testes laboratoriais (Geng et al., 2006).
Na cultura do milho, as espécies Trichogramma
brassicae (Bezdenko, 1968) (Hymenoptera: Tri-
chogrammatidae) e Trichogramma ostriniae (Pang
& Chen, 1974) (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
ndo apresentaram susceptibilidade a toxinas Bt, uma
vez que ndo tiveram nenhum pardmetro bioldgico
impactado negativamente quando alimentados com
polen de milho transgénico (Zhang et al., 2004;
Wang et al., 2007).

O parasitoide T pretiosum, por estar associado
a cultura do milho como importante inimigo natural
de lepidopteros-praga, se constitui em um importante
bioindicador do impacto da tecnologia Bt sobre orga-
nismos nao alvo (Figueiredo et al., 2015). No entanto,
informagdes acerca do efeito de certas proteinas Bt
sobre a referida espécie sdo escassas, o que torna ne-
cessaria a avaliagdo do impacto de diferentes toxinas
sobre este parasitoide.

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito do
pélen de trés hibridos de milho transgénico, expres-
sando as proteinas Bt Cry 1Ab, CrylA. 105 + Cry
2Ab2 e Vip3Aa20, sobre parametros biologicos de

adultos do parasitoide de ovos T pretiosum.
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Material e Métodos

Para realizacdo do bioensaio foram cultivados
em casa de vegetacdo climatizada os hibridos de mi-
lTho BtAG 8011 YG (Cry 1Ab), AS 1551 VT PRO (Cr-
y1A. 105 + Cry 2Ab2) e Status Viptera (Vip3Aa20),
assim como seus respectivos isogénicos (ndo Bt). As
plantas foram cultivadas em vasos plasticos (20 cm
diametro inferior x 24 cm didmetro superior x 22 cm
altura), dispostos sobre pratos plasticos que serviram
como reservatorio de agua. Cada vaso continha em
média 12 Kg de solo do tipo planossolo (hidromorfi-
co), o qual foi adubado com NPK (5-20-20) (Reunido
Técnica Anual do Milho, 2013). Em cada vaso foram
semeadas quatro sementes, ¢ o desbaste foi realizado
no estadio fenologico V2, permanecendo duas plan-
tas por vaso.

Os parasitoides utilizados no bioensaio fo-
ram obtidos de criagdo mantida em laboratdrio sobre
ovos do hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella
(Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) (Parra et al.,
2014).

A coleta do polen se deu diretamente das plan-
tas, amarrando-se sacos de papel sobre o penddo por
seis a sete dias. Posteriormente, o poélen coletado foi
seco ao ar por 24 horas e peneirado em malha de 200
um para retirada de anteras e outros contaminantes.

O bioensaio foi conduzido em sala com condi-
¢oes controladas de temperatura (25 =1 °C), umidade
relativa (70£10%) e fotofase (14 horas), e consistiu
na exposi¢ao de fémeas de 7. pretiosum ao pdlen
dos trés hibridos Bt e de seus respectivos isogénicos,
além de um tratamento testemunha, totalizando sete
tratamentos. O podlen de cada hibrido foi misturado
com mel, na propor¢ao de 20 mg/mL. No tratamento
testemunha foi ofertado somente mel. Para cada tra-

tamento foram utilizadas 20 fémeas recém-emergidas

do parasitoide, as quais foram individualizadas em
tubos de Duran. A oferta dos tratamentos se deu em
forma de goticulas depositadas em tira de papel Para-
film, sendo estas renovadas diariamente.

A cada 24 horas foi oferecido para cada fémea
uma cartela de papel cartolina azul celeste (2,5 x 0,5
cm), contendo 40 ovos do hospedeiro alternativo A.
kuehniella colados com goma arabica a 10% e pre-
viamente inviabilizados em ldmpada germicida por
uma hora. Os tubos foram lacrados com filme plas-
tico de PVC para evitar a fuga dos parasitoides e fu-
rados com alfinete entomoldégico nimero zero para
possibilitar a aeragdo. As cartelas contendo os ovos
expostos aos parasitoides em cada dia foram retiradas
e armazenadas nas mesmas condi¢des do bioensaio
para posterior emergéncia da progénie (F1).

As fémeas ficaram expostas aos tratamentos
por aproximadamente 15 dias, e os parametros ava-
liados foram: longevidade das fémeas expostas ao po-
len; numero diario e acumulado de ovos parasitados
pelas fémeas expostas ao pdlen; taxa de emergéncia e
razao sexual da progénie.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com 20 repeticdes para
cada tratamento, sendo cada fémea individualizada
no tubo e exposta ao polen considerada uma repeti-
¢do. Os dados foram testados quanto a normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk, e quanto a homogenei-
dade das variancias pelo teste de Barlett. Os dados
de emergéncia, razao sexual e parasitismo total foram
submetidos a analise de varidncia. Previamente, os
dados de parasitismo total foram transformados em
\(x) para atender o pressuposto de normalidade. Para
as variaveis em que o teste F da analise de varian-
cia evidenciou diferenga significativa, foi realizada a
comparagdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Os dados de longevidade ndo puderam
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ser normalizados, e foram submetidos a analise de
variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis. Todas
as analises foram realizadas utilizando-se o software
estatistico Assistat 7.7 (Silva & Azevedo, 2016).

Resultados e Discussao

O polen dos hibridos Bt e ndo Bt ndo afetou
a longevidade das fémeas de 7. pretiosum (H=12,22;
gl=6; p=0,06), com valores observados entre 14,80 e
15,33 dias (Tabela 1). Da mesma forma, a capacidade
de parasitismo diario em ovos de A. kuehniella nao
foi prejudicada mediante o fornecimento de dieta com
mel acrescido do pélen dos diferentes hibridos, sendo
semelhante a verificada na testemunha. O parasitismo
em todos os tratamentos no primeiro dia foi de 20 a 23
ovos, com um decréscimo gradual a partir do segundo
dia (Figura 1). O parasitismo total por fémea ndo foi
afetado (Tabela 1) e variou de 74,82 ovos em fémeas

alimentadas com mel + poélen do hibrido Bt Status

Viptera a 79,90 ovos em fémeas alimentadas somen-
te com mel (testemunha) (F=1,03; gl=6; p=0,40).

A taxa de emergéncia da progénie foi satisfa-
toria em todos os tratamentos, com niveis superiores
a 95%. Para este parametro, o hibrido Bt AS 1551
VT PRO (CrylA. 105 + Cry 2Ab2) apresentou va-
lores superiores aos do seu isogénico AS 1551 e do
hibrido Bt Status Viptera (VIP3Aa20) (F=5,20; gl=6;
p=0,001) (Tabela 1). No entanto, a taxa de emergén-
cia de todos os tratamentos se mostrou semelhante a
obtida na testemunha, ndo evidenciando efeito nocivo
sobre a emergéncia da progénie. No que diz respeito
arazdo sexual da progénie, os valores obtidos nao di-
feriram entre os tratamentos (F= 0,51; gl=6; p=0,79),
com indices variando de 0,70 a 0,73 (Tabela 1).

Em lavouras de milho, parasitoides do género
Trichogramma entram facilmente em contato com o
polen das plantas. De acordo com Zhang et al. (2004),
fémeas de 7. brassicae alimentadas com pdlen de

milho e agua, tiveram incremento na longevidade

Tabela 1. Efeito do pélen de hibridos de milho transgénico e seus isogénicos convencionais sobre parametros

biologicos de Trichogramma pretiosum. Pelotas-RS, 2012.

Tratamento Proteina Longevidade Parasitismo Emergéncia Razio
expressa (Dias)” total (%)" sexual
Testemunha - 14,80 £0,20™  79,90+2,75" 97,30+0,10ab 0,72 +0,02™
AG 8011 YG CrylAb 15,13 +0,20 7921+1,29  97,12+0,30ab 0,70 £0,02
AG 8011 - 14,80 £ 0,24 76,72+1,83  96,97+0,44ab 0,73 +0,02
CrylA. 105

AS 1551 VT PRO + Cry 2Ab2 15,13+ 0,09 76,60 + 1,30 98,20+ 0,11 a 0,70 £ 0,01
AS 1551 - 15,33+0,12 74,90 £ 2,12 96,65+ 0,40 b 0,73 £0,02
Status Viptera Vip3Aa20 14,93 + 0,06 74,82 £ 1,25 96,00+ 0,43 b 0,71 £ 0,02
Status - 15,14+ 0,09 76,41+£194  97,15+0,40ab 0,70+ 0,02

'Médias + E.P. seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nio diferem entre si, pelo teste (Tukey), ao nivel de 5% de probabilidade;

2Média do parasitismo acumulado por fémea;
*ns: ndo significativo por Kruskal-Wallis (p>0,05);
**ns: ndo significativo pelo teste F (p>0,05).
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Figura 1. Parasitismo diario (nimero de ovos/dia) e acumulado de Trichogramma pretiosum alimentado com mel e pdlen de diferentes

hibridos de milho Bt e seus isogénicos convencionais. Pelotas-RS, 2012.
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e fecundidade, demonstrando a importancia desse
componente para a nutricdo de Trichogrammatideos.
A inocuidade do polen de milho Bt sobre organismos
ndo alvo, mais especificamente para himenopteros
polinizadores, ¢ relatada por Hanley et al. (2003),
que examinaram os efeitos de polen de milho Bt ex-
pressando as proteinas Cryl Ab e CrylF em larvas de
abelha com quatro a cinco dias de idade e nao obser-
varam efeitos adversos na sobrevivéncia de larvas e
pupas, bem como no peso delas e na emergéncia de
adultos. Para adultos de abelhas, o pélen de milho Bt
e a proteina purificada (Cryl1Ab), nas concentragdes
de 0,1% e 1% (p.v), ndo apresentaram efeito sobre
a sobrevivéncia dos individuos apds serem ofertados
para alimentagdo durante 10 dias (Babendreier et al.,
2005), evidenciando o baixo impacto sobre insetos
benéficos, principalmente da ordem Hymenoptera.

As proteinas expressas no polen dos milhos
transgénicos avaliados ndo interferem no controle
biologico exercido por T. pretiosum, visto que nao
foi observada diferenca no parasitismo total das fé-
meas entre o pdlen dos hibridos transgénicos e con-
vencionais quando estes foram ofertados como ali-
mento ao parasitoide (Tabela 1). Estes resultados se
assemelham aos obtidos por Wang et al. (2007), os
quais verificaram que o parasitismo de ovos de Ostri-
nia furnacalis (Guenée, 1854) (Lepidoptera: Cram-
bidae) por T. ostriniae nao foi prejudicado quando o
parasitoide foi alimentado com suspensdo de mel e
polen oriundo de milho Bt. Da mesma forma, Geng
et al. (2006) também constataram que 7. chilonis ali-
mentados com poélen proveniente de algodao Bt ndo
apresentaram reducdo da capacidade de parasitismo,
longevidade e razao sexual, bem como na longevida-
de de seus descendentes.

A queda gradual do parasitismo verificado para

T pretiosum (Figura 1) ¢ considerada uma caracteris-

tica normal dessa espécie, pois parasitoides do género
Trichogramma concentram suas posturas nos primei-
ros trés dias apds emergéncia (Pratissoli et al., 2006).

A longevidade e taxa de parasitismo de adul-
tos de Trichogramma pratissolii Querino & Zucchi,
2003 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e 7. pretio-
sum alimentados com diferentes isolados Bt ndo foi
afetada, mostrando que estas duas espécies de para-
sitoide e o entomopatogeno B. thuringiensis podem
ser usados conjuntamente no MIP (Polanczyk et al.,
2006). Diferentemente, a espécie 1. pratissolii teve
a emergéncia de sua progénie afetada quando adul-
tos foram alimentados com isolados especificos de
B. thuringiensis, sendo recomendado um aumento no
numero de liberagdes massais do parasitoide para se
alcancar resultados satisfatorios de parasitismo em
programas de controle bioldgico onde os isolados e a
espécie de parasitoide em questdo sdo utilizados (Pra-
tissoli et al., 2006).

Adultos de Trichogramma evanescens West-
wood, 1833 (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
alimentados durante cinco dias com uma solu¢do de
mel contendo 500 pg de B. thuringiensis var. galle-
riac HD-129 ndo tiveram a longevidade de adultos
e capacidade de parasitismo de ovos de Spodoptera
littoralis (Boisduva, 1831) (Lepidoptera: Noctuidae) e
A. kuehniella afetados negativamente (Salama & Zak,
1985). Wang et al. (2007) também observaram taxa
de emergéncia superior a 90%, na progénie de 7. os-
triniae quando fémeas da espécie foram alimentadas
com substrato contendo polen oriundo de milho Bt, o
que evidencia a tolerancia de diferentes espécies do
género Trichogramma a B. thuringienesis.

As razdes sexuais verificadas (Tabela 1) para T
pretiosum exposto ao polen dos trés hibridos de mi-
lho Bt foram consideradas adequadas para programas

de controle bioldgico, uma vez que foram superio-
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res a taxa minima satisfatoria, que € de 0,5 (Navarro,
1998).

Os cristais proteicos presentes nos trés hibridos
de milho Bt avaliados possuem especificidade para
lepidopteros (Frankenhuyzen, 2009; Yu et al., 2011).
A ordem Hymenoptera, que engloba insetos benéficos
como parasitoides e polinizadores, tende a ndo apre-
sentar susceptibilidade a toxinas de B. thuringiensis,
e o controle bioldgico exercido por 7. pretiosum nao
¢ prejudicado em lavouras de milho Bt, visto que os
resultados obtidos com os hibridos transgénicos fo-
ram equivalentes ou superiores aos obtidos com os
respectivos hibridos convencionais.

Cultivares de milho Bt, de uma maneira geral,
ndo apresentam efeitos nocivos diretos sobre orga-
nismos nao alvo (Yaqoob et al., 2016), ¢ a adogdo
desta tecnologia pode levar a consideraveis redugoes
no uso de inseticidas, o que contribui para o MIP em
areas de cultivo de milho onde o controle bioldgico se

faz presente (Romeis et al., 2006).

Conclusoes

O polen das cultivares de milho hibrido Bt AG
8011 YG (CrylAb), AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 +
Cry 2Ab2) e Status Viptera (VIP3Aa20) ndo causam
efeitos adversos na longevidade, no parasitismo, na
emergéncia e razao sexual do parasitoide de ovos T
pretiosum, o que possibilita a integragdo do controle
bioldgico exercido por este parasitoide com a trans-

genia em programas de manejo integrado de pragas.
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