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DEFESA DIRETA INDUZIDA PELO ACARO-RAJADO Tetranychus
urticae EM MILHO BT

RESUMO- As plantas desenvolvem mecanismos de defesa para se protegerem contra injurias
que podem sofrer por diversos herbivoros. Assim, mecanismo de protecdo para se defenderem
destes agentes é um diferencial para a sobrevivéncia e reproducdo. Defesa induzida direta e
indireta contra herbivoros pode manifestar-se em plantas de milho Zea mays. Além das
defesas induzidas direta e indireta, existem as defesas constitutivas, em que as plantas
expressam a resisténcia de forma continua. Uma defesa constitutiva de planta que, nas ultimas
décadas, tem se difundido, sdo as das plantas geneticamente modificadas (GM) que
expressam genes com atividade inseticida. Com a crescente utilizagdo de cultivares
transgénicas de milho com o gene bt, ha uma demanda de estudo de impactos ambientais
dessa tecnologia. O estudo das defesas de plantas e organismos ndo-alvo, como acaros, pode
fornecer informacdes sobre os possiveis efeitos do uso de cultivares transgénicas de milho
sobre 0 agroecossistema. Apesar de ndo ser praga na cultura, o acaro-rajado Tetranychus
urticae é relatado infestando plantas de milho, podendo ser considerado, portanto, como
organismo ndo-alvo. A presente dissertacdo foi realizada com os objetivos (i) Avaliar a
inducdo de defesa induzida direta pelo &caro-rajado T. urticae em milho; (ii) Avaliar a
inducdo de defesa induzida direta pelo acaro-rajado T. urticae em milho Bt e (iii) Avaliar a
presenca da proteina Cry no acaro-rajado T. urticae alimentados com milho Bt e no seu
predador Neoseiulus californicus. A infestacdo prévia de plantas de milho por T. urticae
reduziu a sobrevivéncia das fémeas adultas, reproducédo e sobrevivéncia das formas imaturas
do coespecifico. Os resultados sugerem a inducdo de defesa induzida direta. Este é primeiro
relato de inducdo de defesa direta em milho pelo &caro-rajado T. urticae. A infestacdo prévia
de plantas de milho Bt por T. urticae nao apresentou diferenca nos padrdes de sobrevivéncia
de formas adultas e formas jovens do coespecifico em comparacdo com o milho
convencional. Os resultados sugerem que o fato do milho Bt expressar a toxina inseticida Cry
1F ndo interfere a inducdo de defesa direta pelo acaro-rajado T. urticae. Nos testes de
presenca da proteina Cry, os resultados mostram que a proteina Cry 1F esta presente no
terceiro nivel trofico, ou seja, ha o acimulo da proteina Cry no acaro fitéfago T. urticae e no
predador Neoseiulus californicus. A transgenia nao afeta a inducdo de defesa direta elicitada
pelo acaro-rajado T. urticae em milho.

Palavras-chave: Acari, organismos geneticamente modificados, defesa direta, proteina Bt,
organismos nao-alvo

Comité Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Matiello Fadini— UFSJ (Orientador).



DIRECT DEFENSE INDUCED BY TWO-SPOTTED SPIDER MITE Tetranychus
urticae ON Bt MAIZE

ABSTRACT- Plants develop defense mechanisms to protect themselves against injuries
caused by various herbivores. Therefore, protection mechanisms to defend against these
agents is an advantage for survival and reproduction. Direct and indirect induced defense
against herbivores can manifest itself in Zea mays plants. In addition to direct and indirect
induced defenses, there are constitutive defenses, in which the plants express resistance in a
continuous manner. A constitutive defense that has spread in recent decades is that of
genetically modified (GM) plants that express genes with insecticidal activity. With the
increasing use of transgenic maize cultivars with the bt gene, there is a demand for studies on
the environmental impacts this technology may cause. The study of plant and non-target
organism defenses, such as dust mites, can provide information on the possible effects of the
use of transgenic maize cultivars over the agro-ecosystem. Despite not being a pest for the
culture, the two-spotted spider mite Tetranychus urticae is reported for infesting maize plants,
and can, therefore, be considered as a non-target organism. The present thesis was conducted
with the objectives of: (i) evaluating the induction of direct defense by the two-spotted spider
mite T. urticae in maize; (ii) evaluating the induction of direct defense by the two-spotted
spider mite T. urticae in Bt maize; and (iii) evaluating the presence of Cry protein in the two-
spotted spider mite T. urticae fed Bt maize and in its predator, Neoseiulus californicus. The
previous infestation of maize plants by T. urticae reduced the survival of adult females,
reproduction and survival of immature forms of the conspecific. The results suggest the
induction of direct defense. This is first report of direct defense induction in maize by the two-
spotted spider mite T. urticae. The previous infestation of bt maize plants by T. urticae
showed no difference in survival standards for adult and juvenile forms of conspecific when
compared with conventional maize. The results suggest that the fact that the Bt maize
expresses insecticidal toxin Cry 1F does not interfere with the induction of direct defense by
the two-spotted spider mite T. urticae. In the tests with the presence of the Cry protein, the
results showed that the CrylF protein is present in the third trophic level, i.e., there is an
accumulation of the Cry protein in the phytophagous mite T. urticae and in the predator
Neoseiulus californcus. Transgenics does not affect the induction of direct defense elicited by
the two-spotted spider mite T. urticae in maize.

Keywords: Acari, genetically modified organisms, direct defense, Bt protein, non-target
organisms

Guidance Committee: Prof. Dr. Marcos Anténio Matiello Fadini— UFSJ (Advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

As plantas desenvolvem uma variedade de mecanismos defensivos e modificacdes a
fim de reduzir a perda de tecido pelos herbivoros (Cates, 1975). As defesas de plantas podem
ser constitutivas ou induzidas (Karban & Myers, 1989; Price et al., 2001; Melo & Silva-Filho,
2002). Nas defesas constitutivas, as plantas expressam resisténcia de forma continua e nao
dependem da acdo de herbivoros, enquanto nas defesas induzidas, a resisténcia se expressa
somente apos a injdria, podendo atuar direta ou indiretamente sobre os herbivoros (Price,
1980). Os compostos produzidos pela planta em defesa direta e indireta sdo especificos e
podem variar, pelo menos quantitativamente, entre variedades da mesma espécie e de acordo
com o tipo de indutor (Baldwin et al., 2001).

As defesas constitutivas atuam continuamente e abrangem caracteristicas estruturais
que atuam como uma barreira mecanica, proporcionando dureza e rigidez, dificultando a
locomocgdo e a alimentagdo pelo herbivoro (Becerra, 1994), por exemplo. Nessas, estdo
inclusas estruturas como tricomas, depdsitos cuticulares, epiderme espessada, abundancia de
cristais, espinhos, fibras na folha, dentre outros (Becerra et al., 2001). As defesas constitutivas
sdo metabolitos toxicos elou repelentes, atuam minimizando o dano e reduzindo a
palatabilidade (Arimura et al., 2005). A defesa induzida direta afeta a biologia do herbivoro
(Schaller, 2008) e a defesa induzida indireta afeta os herbivoros, pela a atragdo de inimigos
naturais de tais herbivoros (Arimura et al., 2005; Dicke, 2009).

Na inducdo de defesa direta, estdo envolvidas proteinas que se relacionam com 0s
aspectos digestivos e de consumo dos alimentos pelo herbivoro, como inibidores de proteases
(IPs), enzimas oxidativas (e.g. polifenol oxidase), enzimas que degradam aminoécidos, dentre
outros (Howe & Jander, 2008).

A sinalizacdo de defesa contra herbivoria € iniciada a partir da deteccao por receptores
presentes na membrana plasmatica e, pelas vias de sinalizagdo de transducéao de sinal celular,
ativam a transcricdo de genes especificos contra o estresse. A resposta de defesa vegetal se da
por meio da interacdo de fito-hormonios, fatores de transcri¢do, genes e proteinas (Pandey,
2008). A sinalizagdo da defesa direta esta relacionada & producdo de compostos, como o
jasmonato e a sistemina que, por sua vez, estdo relacionados a producao de IPs, nas células
vegetais, responsaveis pela inativacdo das enzimas que digerem as proteinas no intestino dos

insetos, por exemplo. Os insetos depois de ingerirem IPs apresentam ma digestdo seguida da
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reducdo reprodutiva (Hilder, 1987). O jasmonato, além da inducdo de formag&o de proteinas
relacionadas a defesa, também, é responsavel pela regulagdo do desenvolvimento das plantas,
como a senescéncia ou a formacdo do bulbo, dentre outras (Swamy, 2000). Outros
octadecanoides, como o acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA), o metil jasmonato (MJ) e os
derivados do acido linoleico também séo responsaveis pela sinalizacdo para a producdo de
compostos defensivos (Kessler & Baldwin, 2002).

Os metabolitos secundarios foram considerados por muitos anos como produtos de
excrecdo vegetal, em que ndo estdo diretamente relacionados a fotossintese, respiracdo e
crescimento (Edwards & Wratten, 1981). Algumas destas substancias, embora néo
necessariamente essenciais para as plantas, garantem vantagens para a sobrevivéncia e a
perpetuacdo da espécie (Santos, 2003). A co-evolucdo das plantas, herbivoros e patdgenos
conduzem a sintese de metabolitos secundarios, com funcdo de defesa ou atracdo por parte da
planta, determinada pelas necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas (Rhodes,
1994). As respostas das plantas a herbivoria podem reduzir, substancialmente, uma herbivoria
subsequente. Desse modo, o dano causado, em algumas folhas, resulta em uma resposta
sistémica e na liberacdo de compostos volateis por toda a planta (De Moraes et al., 2000). O
entendimento dos mecanismos de defesa das plantas facilita o desenvolvimento de cultivares
mais resistentes as pragas, bem como a determinacdo de relagfes evolutivas e bioquimicas
entre as plantas e seus respectivos predadores (Walling, 2001; Bale et al., 2008; Chen, 2008).

Uma defesa constitutiva de planta que, nas Gltimas décadas, tem se difundido sdo as
das plantas geneticamente modificadas (GM) que expressam proteinas com atividade
inseticida e representam uma alternativa para o controle de insetos pragas, cujo aparelho bucal
é do tipo mastigador (Prokopy, 1994). O milho geneticamente modificado com o gene bt é
amplamente cultivado, essa tecnologia tem sido adotada no mundo todo (Kruger et al., 2012;
Van den Berg, 2013). A bactéria Bacillus thuringiensis € o organismo mais utilizado como
fonte de genes para a transformacdo de plantas visando a resisténcia, principalmente, a
lepiddpteros e coledpteros (Perlak, 2001).

Os principais beneficios do uso de culturas (GM) com o gene bt sdo: reducdo no
namero de aplicagbes de insecticidas sintéticos, ou ambos, favorecendo a manutencdo de
inimigos naturais (Gould, 1998), que auxiliam no controle de pragas e contribuem para
retardar a evolugéo da resisténcia (Mascarenhas & Luttrell, 1997), o que resulta em aumento


http://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0261219413002305#bib11
http://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0261219413002305#bib17

de renda para os agricultores em muitos paises (Raney 2006; Brookes & Barfoot 2008;
Carpenter 2010).

As proteinas de B. thuringiensis sdo expressas em altas doses nos tecidos verdes das
plantas (GM) e podem ser expressas também no pélen, nas sementes, nas raizes e em outras
partes da planta, De acordo com Andow & Hilbeck (2004), isso pode ocasionar efeitos
negativos para herbivoros ndo-alvo, ou seja, artrépodes que ndo sdo alvos da proteina, que se
podem adquirir a mesma direta ou indiretamente, por exemplo, 0s inimigos naturais.
Herbivoros nédo-alvo tém longo prazo de exposic¢do as culturas geneticamente modificadas,
mas nédo sao alvos diretos de toxinas Cry.

Os écaros fitéfagos sdo pragas importantes em diversas culturas agricolas, pois
provocam injurias que resultam em perdas econémicas. O acaro-rajado, Tetranychus urticae
Koch (Acari: Tetranychidae), € um herbivoro polifago, tendo uma gama de hospedeiros com
mais de 1.100 espécies de plantas (Grbic et al., 2011). Apesar disso, a literatura técnica que
recomenda estratégias de manejo de pragas na cultura do milho (Zea mays L.) no Brasil ndo
faz referéncia a registros de populacbes de acaros que alcancaram o status de praga (Fadini et
al., 2010). No Brasil, o levantamento da incidéncia de espécies e estudos sobre acaros como
pragas na cultura do milho s&o escassos. Em revisédo realizada por Moraes & Flechtmann
(2008), a espécie T. urticae foi registrada infestando o milho. Apesar de apresentarem pouca
importancia como pragas do milho no Brasil, j& que ndo sdo abundantes na cultura, os acaros,
principalmente, os da superfamilia Eriophioidea e familia Tetranychidae, estdo presentes de
forma endémica e suas populaces podem evoluir em funcéo do desequilibrio bioldgico (Cruz
et al., 2008).

O é&caro-rajado pode causar infestacGes nas folhas de plantas GM, mas o T. urticae ndo
¢ alvo de plantas modificadas com a proteina Bt, o que pode acarretar modificacdes
adaptativas nos acaros e seus inimigos naturais ao longo das geracdes. Li & Romeis (2010)
avaliaram os possiveis efeitos das proteinas Bt ao longo da cadeia alimentar de T. urticae e
seu inimigo natural o besouro predador Stethorus punctillum Weize (Coleoptera:
Coccinellidae), onde ndo foi encontrado nenhum efeito adverso da proteina Bt expressa em
milho sobre T. urticae e seu predador S. punctillum. As proteinas Bt, presentes em plantas
GM, podem ser adquiridas e concentradas pelos &caros fitéfagos. Dutton et al., (2002)
verificaram que, comparando a outros herbivoros mastigadores e sugadores alimentados com

milho Bt, T. urticae apresentou a maior quantidade da proteina. A proteina permanece
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biologicamente ativa nos &caros de acordo com Obrist et al., (2006). Dutton et al., (2002)
verificaram que ocorreu decréscimo na taxa de crescimento da populagdo de T. urticae
mantidos em milho Bt, comparada com a populacdo mantida na variedade de milho nao Bt. As
plantas transgénicas podem afetar o comportamento dos acaros fitdéfagos, quando submetidos
a estudos de preferéncia. Fémeas adultas de T. urticae preferiram a variedade de berinjela
(Solanum melongena) que expressam a proteina Cry3Bb que a convencional e, além disso, T.
urticae também apresentou maior taxa de oviposicdo nesta variedade transgénica (Rovenska,
2005). Em varios trabalhos (Pilcher et al., 1997; Lozzia et al., 1998; Lozzia, 1999; Dutton et
al., 2002) tém sido estudado, principalmente em insetos, entretanto um numero reduzido de
estudos foram realizados sobre os efeitos de plantas Bt em &caros fitéfagos e predadores.

O éacaro-rajado apresenta susceptibilidade a formulacGes comerciais a base da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt), que contém proteinas Cry 1AB e Cry 1AC e capacidade em
adquirir e manter proteinas Bt da planta hospedeira no seu corpo (Dutton et al., 2002). Assim
questiona-se sobre o possivel efeito dessa proteina sobre seus predadores (Torres & Ruberson,
2008).

As toxinas Cry sdo produzidas constitutivamente pela planta, durante toda a sua
fenologia, apresentam predominancia em determinadas partes das plantas como as folhas. Ao
serem expressas continuamente, as toxinas ficam expostas aos demais herbivoros nédo-alvo e,
consequentemente, aos seus inimigos naturais. Por exemplo, Dutton et al., (2002) observaram
gue a toxina CrylAb, produzida pelo milho Bt, foi adquirida e acumulada por T. urticae em
concentracdes cerca de 10 vezes mais que o0s niveis encontrados nas folhas das plantas, fato
também comprovado por Obrist et al., (2006) para este acaro e, também, pela sua capacidade
em adquirir e manter toxinas Cry da planta hospedeira no seu corpo (Torres & Ruberson,
2008).

E provavel que a proteina possa ser transferida dos &caros para o terceiro nivel trofico,
ou seja, os predadores, além da toxicidade em &caro poder afetar a qualidade nutricional e/ou
o0 comportamento de acaros (Dutton et al., 2002). Entre os principais questionamentos em
relacdo a interacdo tritréfica estd: a possibilidade das plantas GM afetarem 0s organismos
ndo-alvo de diferentes niveis tréficos. Além disso, ha também a possibilidade da transgenia de
plantas afetarem mecanismos de defesas que as plantas adquiriram ao longo da co-evolucéo.
Com uma nova variavel interagindo nos agroecossitemas (proteina Cry), é questionado se essa

variavel implica alteracfes nas defesas que as plantas desenvolvem ao longo da evolucéo.

4



Em estudos anteriores foi relatada a inducdo de defesa direta por T. urticae em plantas,
resultando em reducdo do desempenho desses organismos em plantas que foram previamente
infestadas (Karban et al., 1984; Kant et al., 2004). Li et al., (2002) relatam a inducdo de
defesa direta em tomateiro em resposta a infestacdes de acaro-rajado T. urticae. O acaro
Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae) é o predador de T. urticae
(Drukker et al., 1997; Garthwaite, 2000). Tem sido bem estabelecido que tais espécies
predadoras consigam discriminar entre as plantas infestadas e nao infestadas pelas presas com
base em odores (Dicke et al., 1998; Sabelis et al., 1999).

A introducgéo de tecnologias, como a introducédo de genes que conferem resisténcia a
insetos, ndo deveria prejudicar a inducdo de defesa direta e indireta em plantas geneticamente
modificadas, tais abordagens sdo promissoras para 0 manejo integrado de pragas e para as
futuras geracGes de plantas transgénicas resistentes a insetos (Bates et al., 2005; Ferry et al.,
2006). A avaliacdo das defesas induzidas e defesas constitutivas em milho Bt, poderdo
esclarecer os fatores que afetam o arranjo de espécies fitofagas e predadoras em teias
alimentares naquele agroecossistema. Tais conhecimentos sdo fundamentais para o
entendimento de préticas fitossanitarias como o uso de controle biolégico de pragas e o
aprimoramento do manejo integrado de pragas.

Esta dissertacdo foi realizada com o objetivo de avaliar, no Capitulo I, a inducdo de
defesa direta elicitada pelo acaro-rajado Tetranychus urticae em milho. Para isso, foi avaliado
o efeito da pré-infestacdo de plantas de milho convencional 30F35 por T. urticae sobre seu
desenvolvimento e reproducdo de coespecificos. Infestar plantas e submeté-las a
reinfestacdes, medindo-se parametros biolégicos e reprodutivos dos herbivoros, durante a
reinfestacdo, € um modo de avaliar o surgimento de defesa induzida direta (Karban &
Baldwin, 1997). No Capitulo Il, foram avaliadas as defesas induzidas diretas elicitadas pelo
acaro-rajado T. urticae em milho geneticamente modificado com o gene bt. Para isso, as
cultivares milho convencional 30F35 e transgénica 30F35Hx foram avaliadas quanto a
inducdo de defesa direta pelo &caro T. urticae. No Capitulo 111, foi avaliada a presenca da
proteina Cry no acaro-rajado T. urticae alimentado com milho geneticamente modificado com
0 gene bt e no acaro predador Neoseiulus californicus (McGregor) (Acari: Phytoseiidae).

Este € o primeiro estudo de defesa direta elicitada por T. urticae em milho no Brasil e
pioneiro, também, em avaliar se a transgenia em plantas afeta a inducdo de defesa direta por

acaros fitofagos em milho.
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Resumo

As plantas podem ser atacadas por uma grande diversidade de herbivoros. Assim, desenvolver
mecanismos de protecdo para se defenderem destes agentes € um diferencial para a
sobrevivéncia e reproducdo. Ao longo da evolucdo, diversos mecanismos de defesa contra
herbivoria foram desenvolvidos pelas plantas. Mecanismos de defesa direta e indireta contra
herbivoros podem manifestar-se em plantas de milho Zea mays. O acaro-rajado Tetranychus
urticae é relatado, infestando plantas de milho, sem causar danos econdmicos. Testou-se a
hipbtese de que plantas de milho seriam capazes de induzir defesas diretas a T. urticae apds o
ataque. Objetivou-se avaliar o efeito da pré-infestacdo em plantas de milho por T. urticae
sobre seu desenvolvimento e reproducdo de coespecificos. As plantas de milho foram
divididas em dois grupos de 30 plantas ndo pré-infestadas (controle) e 30 plantas pré-
infestadas por T. urticae. Cada planta constituiu uma unidade amostral independente. A
infestacdo prévia de plantas de milho por T. urticae reduziu a sobrevivéncia das fémeas
adultas (g.l.= 58; P<0,001), numeros de individuos jovens (g.l.= 58; P<0,001), numeros de
ovos (g.l.= 58; P=0,027) e sobrevivéncia das formas imaturas do coespecifico (g.l.= 58;
P<0,001). Os resultados sugerem a inducdo de defesa induzida direta. Este é primeiro relato
de inducéo de defesa direta em milho pelo acaro-rajado T. urticae.

Palavras-Chaves: Resisténcia de plantas, Zea mays, defesa induzida direta
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Abstract

Plants can be attacked by a wide range of herbivores. Therefore, to develop protection
mechanisms to defend themselves against these agents is an advantage for survival and
reproduction. Throughout evolution, many defense mechanisms against herbivory were
developed by plants. Direct and indirect defense mechanisms against herbivores can manifest
in Zea mays plants. The two-spotted spider mite Tetranychus urticae is reported for infesting
maize plants without causing economic damage. We tested the hypothesis that maize plants
would be capable of inducing direct defense for T. urticae after the attack. We aimed at
evaluating the effect of the pre-infestation of T. urticae in maize plants over its development
and reproduction of conspecifics. The maize plants were divided into two groups of 30 non-
pre-infested plants (control) and 30 pre-infested plants. Each plant constituted an independent
sample unit. The previous infestation of maize plants with T. urticae reduced the survival of
adult females (df = 58, P <0.001), the number of young individuals (df = 58, P <0.001), the
number of eggs (df = 58; P=0.027) and the survival of immature forms of the conspecific (df
= 58, P <0.001). The results suggest the induction of direct defense. This is first report of

direct defense induction in maize by the two-spotted spider mite T. urticae.

Keywords: Plant resistance, Zea mays, induced direct defense
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Introducéo

Uma diversidade de herbivoros artropodes pode atacar as plantas, com isso as mesmas
desenvolveram mecanismos de protecdo para se defenderem desses agentes. Defesas de
plantas, chamadas constitutivas ou induzidas, respondem ao ataque de herbivoros reduzindo a
acao dos mesmos (Price et al 1980, Karban & Baldwin 1997). As defesas constitutivas atuam
continuamente, dificultando a alimentacdo dos herbivoros pelos depositos cuticulares,
epiderme espessada, abundancia de cristais, espinhos, tricomas, fibras na folha, dentre outros.
(Becerra 1994). As defesas quimicas, que sdo metabdlitos toxicos e/ou repelentes, atuam
minimizando o dano e reduzindo a palatabilidade (Arimura et al 2005). As defesas induzidas
podem ser classificadas como defesa induzida direta que afeta diretamente a biologia do
herbivoro (Schaller 2008) e a defesa induzida indireta que afeta os herbivoros, promovendo a
atracdo de inimigos naturais de tais herbivoros (Arimura et al 2005, Dicke 2009). A defesa
induzida direta atua contra herbivoros, por exemplo, por meio da producdo de metabolitos
secundarios e substancias envolvidas nos mecanismos de defesa da planta (Corréa 2007). Por
exemplo, os inibidores da protease e fitoalexinas, afetam diretamente a sobrevivéncia do
herbivoro (Howe & Jander 2008, Ryan 1990). Segundo Rhodes (1994), a coevolucdo das
plantas conduz a sintese de metabdlitos secundarios com funcdo de defesa ou atracdo,
determinada pelas necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas. As respostas das
plantas & herbivoria podem reduzir, substancialmente, uma herbivoria subsequente, desse
modo, o dano causado em algumas folhas, resulta em uma resposta sistémica e na liberacao de
compostos volateis por toda a planta (De Moraes et al 2000). O entendimento dos
mecanismos de defesa das plantas facilitaria o desenvolvimento de cultivares mais resistentes
as pragas, bem como a determinacéo de relagdes evolutivas e bioquimicas entre as plantas e

seus respectivos predadores (Walling 2001, Bale et al 2008, Chen 2008).
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O é&caro-rajado, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), € uma praga
importante em muitas culturas e tem uma gama de hospedeiros com mais de 1.100 espécies de
plantas (Grbic et al 2011). Provocam injdrias que resultam em perdas econdmicas. Apesar
disso, a literatura técnica, que recomenda estratégias de manejo de pragas na cultura do milho
(Zea mays L.) no Brasil, ndo faz referéncia a registros de populacdes de acaros que
alcancaram o status de praga (Fadini et al 2010).

No Brasil, o levantamento da incidéncia de espécies e estudos sobre acaros como
pragas na cultura do milho sdo escassos. Em revisdo realizada por Moraes & Flechtmann
(2008), a espécie T. urticae foi registrada infestando o milho. Apesar de apresentarem pouca
importancia como pragas do milho no Brasil, j& que ndo sdo abundantes na cultura, os acaros,
principalmente os da familia Eriophyidae e Tetranychidae, estdo presentes de forma endémica
e suas populac6es e podem evoluir em funcao do desequilibrio biologico (Cruz et al 2008).

Li et al (2002) relatam a inducdo de defesa direta em tomateiro em resposta as
infestacBes de acaro-rajado T. urticae .O acaro predador Phytoseiulus persimilis Athias-
Henriot (Acari: Phytoseiidae) é o inimigo natural de T. urticae e € comumente usado para
controlar &caros em tomate (Drukker et al 1997, Garthwaite 2000). Tem sido bem
estabelecido que tais espécies predadoras consigam discriminar entre as plantas infestadas e
ndo infestadas pelas presas com base em odores (Dicke et al 1998, Sabelis et al 1999).

O estudo das defesas de plantas é fundamental para o desenvolvimento de métodos de
controle de pragas por meio de resisténcia em sistemas agricolas. Testou-se a hip6tese de que
plantas de milho seriam capazes de induzir defesas diretas a T. urticae depois do ataque.
Objetivou-se avaliar o efeito da pré-infestacdo de plantas de milho por T. urticae sobre seu

desenvolvimento e reproducédo de coespecificos.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido na casa-de-vegetacdo e laboratério de Entomologia da
Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei (UFSJ), na cidade de Sete Lagoas, Minas Gerais,
Brasil. Para avaliar a possibilidade da inducdo de defesa direta em plantas de milho, estudou-
se a biologia de T. urticae sobre plantas de milho pré-infestadas por coespecificos e sobre
plantas ndo previamente infestadas (=controle), denominadas plantas limpas. Infestar plantas
e submeté-las a reinfestacbes, medindo-se parametros biologicos e reprodutivos dos
herbivoros, durante a reinfestacdo, € um modo de avaliar o surgimento de defesa induzida
direta (Karban & Baldwin 1997).

Para a realizacdo do experimento, fez-se necessaria a criacdo e manutencdo do acaro-

rajado, assim como o plantio e manutencdo das plantas de milho utilizadas para as avaliacdes.

Criacdes de estoque

Folhas de plantas de milho infestadas por T. urticae mantidas em casa-de-vegetacdo nas
dependéncias da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais, foram coletadas e
levadas para o Laboratorio de Entomologia da Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei,
Campus Sete Lagoas. Os &caros adultos, visualizados por meio de lupas (40 vezes), foram
coletados individualmente com pincel de pelos de marta e transferidos para plantas de feijao
para manutencdo da criacdo. As plantas de feijdo utilizadas foram plantadas em vasos
plasticos, de 500 gramas, utilizando substrato Terral Solo® e separadas em plantas infestadas
(mantidas isoladas em gaiolas teladas) e plantas ndo infestadas. Conforme observacédo diéria
da necessidade de novas plantas para infestacdo coletavam-se plantas ndo infestadas, que

eram mantidas em casa-de-vegetacédo e adicionava-as ao local de criagdo dos acaros.
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Plantio e manutencdo das plantas de Milho

A semeadura do milho foi feita em vasos plasticos de 500 gramas, utilizando-se
substrato Terral Solo® e mantidas em casa-de-vegetacdo da UFSJ - Campus Sete Lagoas. Dois
tratamentos foram utilizados: plantas limpas e plantas pré-infestadas. Cada tratamento foi
composto por 30 plantas de milho (=repeticdo), resultando num total de 60 plantas. Foram
colocadas duas sementes por vaso e depois de duas semanas foi feito o desbaste, deixando
uma planta de milho por vaso, que foram separados em duas bancadas. Os vasos foram
numerados de 1 a 30, para identificacdo, mantidos no interior de gaiolas teladas, para evitar
contaminacdo com outros artropodes.

Apbs 15 dias da semeadura, as plantas de milho foram adubadas com 0,2 gramas de
sulfato de amonia por vaso. As sementes de milho utilizadas para o plantio dos vasos foram

hibridos comercial Pioneer® 30F35.

Primeira infestacao do grupo das Pré-infestadas

O grupo das plantas pré-infestadas foi composto por plantas de milho, submetidas a
uma primeira infestacdo com 10 fémeas de T. urticae, por um periodo de cinco dias. Deste
modo, realizou-se a infestacdo de 30 plantas de milho, que compuseram o grupo das plantas
pré-infestadas. Infestou-se uma folha de cada uma das 30 plantas com 10 fémeas de T.
urticae, procedentes da criag@o de estoque, que foram transferidas e mantidas em uma barreira
feita, utilizando-se cola entomoldgica Biocontrole® para evitar fuga dos é&caros. As folhas

escolhidas para a pré-infestacdo foram marcadas com fitas azuis para identificacdo futura.

Primeira infestacdo do grupo das plantas limpas e reinfestacdo do grupo das pré-

infestadas
19



O controle experimental, ou seja, 0 grupo das plantas limpas foi representado por
plantas de milho que ndo sofreram ataque prévio de T. urticae. Depois de cinco dias da
primeira infestacdo do grupo das plantas pré-infestadas, iniciou-se a primeira e Unica
infestacdo das 30 plantas de milho, que compuseram o grupo das plantas limpas. Infestou-se
uma folha, em sua face abaxial, de cada uma das 30 plantas com 10 fémeas de T. urticae, que
foram mantidas em uma barreira feita, utilizando-se cola entomologica para evitar fuga dos
acaros. As folhas escolhidas para a infestacdo foram marcadas com fitas vermelhas para
identificacdo futura.

Neste mesmo dia fez-se também a reinfestacdo das 30 plantas de milho pertencentes ao
grupo das plantas previamente infestadas. Escolheu-se outra folha, com excecdo da folha que
ja havia sido infestada, de cada uma das 30 plantas, foi feita a reinfestacdo com 10 fémeas de
T. urticae, que foram mantidas em uma barreira feita utilizando-se cola entomoldgica para
evitar fuga dos acaros. As folhas escolhidas para a reinfestacdo foram marcadas com fitas
vermelhas para identificagéo futura.

Decorridos cinco dias, apds a ultima infestacdo, para leitura do experimento, fez-se
sorteio para ambos 0s grupos: plantas pré-infestadas e plantas limpas. Os vasos numerados de
1 a 30 foram sorteados, de maneira que cada vaso com uma planta de milho se tornou uma
unidade amostral independente. A contagem foi feita retirando-se as folhas das plantas
sorteadas previamente identificadas com fita vermelha, cortadas na sua extremidade com
tesoura e levadas ao laboratério para visualizacdo em lupas. As avaliagfes foram realizadas,
durante 15 dias, lendo-se um total de quatro folhas por dia, sendo duas pertencentes ao grupo
das plantas pré-infestadas e duas pertencentes ao grupo das plantas limpas. Diariamente em
cada avaliacdo foi feita a contagem das fémeas de acaros vivas, mortas, numero de individuos

na forma jovem e nimero de ovos.
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Anélises estatisticas

O delineamento estatistico foi o delineamento inteiramente casualizado, com dois
tratamentos e 30 repeti¢des por tratamento. Foram utilizados modelos lineares generalizados
(o= 0,05 %), tendo como variavel independente (x) o tempo, apos a segunda infestacdo, além
da qualidade da planta (limpa ou infestada) e, como variavel dependente (y’s) numero de
fémeas de acaro vivas, mortas, nimero de individuos na forma jovem e nimero de ovos, que
foram avaliados diariamente. Os dados foram submetidos a testes de normalidade e anélises
de residuos para avaliar os pressupostos das analises e a adequacdo dos modelos ajustados.
Utilizou-se o programa R (R Development Core Team 2014) para a anéalise exploratdria dos

dados e andlises estatisticas.

Resultados

A pré-infestacdo T. urticae em plantas de milho convencional reduziu o nimero de
fémeas adultas do coespecifico em reinfestacdo, quando comparado ao nimero de fémeas
mantidas sobre plantas limpas (g.1.= 58; P<0,001). Apesar de tanto em pré-infestadas quanto
plantas limpas o numero de fémeas adultas de T. urticae reduzirem com o tempo, nas plantas
pré-infestadas a reducdo foi maior (Figura 1).

Resultado semelhante foi encontrado para o nimero de individuos jovens. A pré-
infestacdo de T. urticae em plantas de milho convencional afetou o nimero de individuos
jovens do coespecifico em reinfestacdo (g.l.= 58; P<0,001). Plantas pré-infestadas
apresentaram menor numero de individuos jovens (Figura 2). O mesmo foi encontrado para o

numero de ovos produzidos (Figura 3). O nimero de ovos reduziu em plantas pre-infestadas
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(9.1.=58; P =0,027). O nimero de fémeas adultas mortas foi maior nas plantas pré-infestadas
do que nas plantas limpas (g.l.= 58; P <0,001) (Figura 4).

Os dados ndo apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk,
justificando a escolha de modelos lineares generalizados para a andlise dos dados. Este
resultado era esperado por se tratarem de dados de contagem. Nas andlises de residuos
realizadas foram verificadas variacOes aleatorias. Ou seja, fontes de variacdo sistematica
foram explicadas pelos modelos. Isto demonstra que modelos lineares generalizados com
distribuicdo binomial negativa escolhido para analise explicaram de forma significativa a

variacdo sistematica dos dados no experimento.
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Figura 1. Ndmero de fémeas adultas vivas de Tetranychus urticae em plantas de milho
convencional, limpas e pré-infestadas com coespecifico.
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Figura 2. Numero de individuos jovens de Tetranychus urticae em plantas de milho
convencional, limpas e pré-infestadas com coespecifico.
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Figura 3. Nimero de ovos de Tetranychus urticae em plantas de milho convencional, limpas e
pré-infestadas com coespecifico.
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Figura 4. Nimero de fémeas adultas mortas de Tetranychus urticae em plantas de milho
convencional, limpas e pré-infestadas com coespecifico.
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Discussao

A pré-infestacdo de plantas de milho convencional por T. urticae reduziu a
sobrevivéncia e reproducao das fémeas adultas do coespecifico. Além disso, reduziu também
a sobrevivéncia das formas imaturas. Isto demonstra, aparentemente, que as plantas de milho
que sofreram pre-infestacdo de T. urticae alteraram o padrdo de sobrevivéncias de formas
adultas do coespecifico, reduzindo a desempenho da populacdo e sugerindo a inducdo de
defesas diretas. Tais resultados corroboram com a hipotese de que plantas que sofreram
infestacdes prévias por T. urticae sdo capazes de responder as injdrias com maior rapidez em
comparacgao aquelas que ndo foram atacadas (Baldwin & Schmelz 1996).

Karban & Carey (1984) relataram a inducdo de defesa direta por T. urticae em plantas
de algoddo, que resultou em reducdo no desempenho desses acaros fitéfagos em plantas
anteriormente atacadas. Em estudo realizado com folhas de morangueiro, previamente
atacadas por T. urticae, Kielkiewicz (1988) constatou a mudanca na concentracdo de
compostos secundarios, resultando, assim, em defesa da planta contra o herbivoro,
caracterizada por efeitos toxicos ou repelentes.

Em concordancia com a hipdtese de inducdo de defesa induzida direta em plantas de
milho por T. urticae, em estudos realizados com plantas de tomate sugeriu-se que o0 acaro-
rajado T. urticae induz defesa direta regulada por jasmonatos em tomateiro (Li et al 2002,
Kant et al 2004, Smart et al 2013). Szczepaniec et al (2013) verificaram aumento na
expressdo de genes de defesa induzida por &caros fitéfagos, bem como a expressao de genes
relacionados a defesa induzida e reducdo da populacdo do T. urticae em plantas tomate,
milho e algod&o. Este estudo corrobora com os resultados encontrados no presente trabalho,

sugerindo a inducéo de defesa direta elicitada por T. urticae em plantas de milho.
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A pré-infestacdo de T. urticae em plantas de milho convencional afetou a
sobrevivéncia e reproducdo do coespecifico em reinfestacdo. Em Plantas pré-infestadas, a
sobrevivéncia de fémeas adultas foi reduzida e o numero de ovos e individuos jovens
produzidos foi menor. Tais resultados podem estar relacionados ao fato das fémeas adultas de
acaros se alimentarem de plantas para produzir até 50-70% do seu proprio peso em ovos por
dia (Thurling 1980). Assim, a taxa de oviposicdo reduzida de T. urticae foi, provavelmente,
causada pela reducdo da alimentacdo de fémeas adultas vivas de T. urticae em plantas que
foram previamente infestadas. Uma taxa de alimentacdo reduzida ird resultar em menor taxa
de oviposicdo e uma taxa reduzida de crescimento da populagédo (Sarmento, et al 2011).

Assim, A pré-infestacdo por acaros fitofagos T.urticae em plantas de milho altera o
padrdo de sobrevivéncia e reproducdo do coespecifico, este resultado sugere a inducdo de
defesas induzida diretas em milho por T. urticae. Este € primeiro relato de inducdo de defesa
direta em milho pelo acaro-rajado T. urticae e servira como base para estudos futuros. Espera-
se obter informagdes mais conclusivas sobre resisténcia induzida direta por acaros fito6fagos
em milho em trabalhos futuros. A inducdo de defesa em milho por T. urticae pode vir a ser

um componente de manejo de acaros, minimizando perdas provocadas por este fitoéfago.
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Resumo

Mecanismos de defesa induzida direta e indireta contra herbivoros podem manifestar-se em
plantas de milho Zea mays. Além das defesas induzidas direta e indireta existem as defesas
constitutivas, em que as plantas expressam a resisténcia de forma continua. Uma defesa
constitutiva de planta que, nas ultimas décadas, tem se difundido, sdo as das plantas
geneticamente modificadas (GM), que expressam proteinas com atividade inseticida. Com a
crescente utilizacdo de cultivares transgénicas de milho com o gene bt (Bacillus
thuringiensis), hd uma demanda de estudos que avaliem os impactos dessa tecnologia sobre
mecanismos de defesa das plantas. Mesmo ndo causando danos econdmicos, o0 acaro-rajado
Tetranychus urticae é relatado infestando plantas de milho. Testou-se a hipdtese de que
plantas de milho Bt seriam capazes de induzir defesas diretas a Tetranychus urticae apds o
ataque. Objetivou-se avaliar a inducdo de defesa induzida direta por &caro-rajado T. urticae
em plantas de milho geneticamente modificada com o gene Bt. Uma forma de avaliar defesa
induzida direta é realizar pré-infestacdo e medir parametros biolégicos em reinfestacéo.
Assim, plantas de milho com 30 dias foram divididas em dois grupos: 30 plantas do seu
respectivo isogénico nao-Bt (30F35) (=controle) e 30 plantas de milhos hibridos comerciais
(30F35 Hx) que expressam a proteina CrylF. Cada planta constituiu uma unidade amostral
independente. A infestacdo prévia de plantas de milho Bt por T. urticae ndo apresentou
diferenca nos padrdes de sobrevivéncia de formas adultas e formas jovens do coespecifico em
comparacdo com o milho convencional. Os resultados sugerem que o fato do milho Bt
expressar a toxina inseticida Cry 1F ndo interfere na inducdo de defesa direta pelo &caro-
rajado T. urticae quando comparado com plantas de milho convencional.

Palavra Chave: Resisténcia de plantas, Zea mays, defesa induzida direta, organismos

geneticamente modificados
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Abstract

Direct and indirect induced defense mechanisms against herbivores can manifest in Zea mays
plants. In addition to the direct and indirect induced defenses, there are constitutive defenses,
in which plants express resistance in a continuous manner. A constitutive defense that has
spread in recent decades is that of genetically modified (GM) plants that express proteins with
insecticidal activity. With the increasing use of transgenic maize cultivars with the bt
(Bacillus thuringiensis) gene, there is a demand for studies that evaluate the impacts caused
by this technology over plant defense mechanisms. Even not causing economic damage, the
two-spotted spider mite Tetranychus urticae is reported for infesting maize plants. We tested
the hypothesis that Bt maize plants would be capable of inducing direct defenses to
Tetranychus urticae after the attack. We aimed at evaluating the induction of direct defense
by the two-spotted spider mite T. urticae on maize plants genetically modified with the bt
gene. One manner of evaluating the induced direct defense is to perform pre-infestation and
measure the biological parameters in reinfestation. Thus, maize plants with 30 days were
divided into two groups: 30 plants of their respective non-Bt isogenic (30F35) (control) and
30 plants of commercial maize hybrids (30F35 Hx) that express the CrylF protein. Each plant
constituted an independent sampling unit. The previous infestation of Bt maize plants by T.
urticae showed no difference in survival standards of adult and young forms of the
conspecific when compared with the conventional maize. The results suggest that the fact of
Bt maize expressing the CrylF insecticidal toxin does not interfere in the induction of direct
defense by the T. urticae two-spotted spider mite when compared with conventional maize
plants.

Keywords: Plant resistance, Zea mays, induced direct defense, genetically modified

organisms

33



Introducéo

As plantas podem sofrer injarias por uma grande diversidade de herbivoros artrépodes.
Com isso, ao longo do tempo evolutivo, mecanismos de defesas foram desenvolvidos pelas
plantas em que sdo capazes de reconhecer o ataque e reagir com inducdo de respostas de
defesa direta e indireta contra o ataque de tais herbivoros. Por exemplo, a biossintese e
acumulacdo de compostos toxicos, chamado de defesa induzida direta, e emissdo de volateis
que atraem predadores, chamado de defesa induzida indireta (Kessler & Baldwin 2001,
Mithdofer et al 2009). As especificidades das defesas induzidas podem depender da planta e as
espécies de herbivoros que as atacam (De Moraes et al 1998, Stout et al 1998, Leitner et al
2005). As defesas induzidas direta afetam a biologia do herbivoro, por exemplo, a producao
de metabdlitos secundarios, tais como inibidores de proteases e fitoalexinas, que afetam a
sobrevivéncia dos herbivoros (Schaller 2008, Howe & Jander 2008, Ryan 1999).

Além das defesas induzidas, as plantas desenvolveram também as defesas
constitutivas, que atuam continuamente, dificultando a alimentacdo dos herbivoros, pelos
depdsitos cuticulares, epiderme espessada, abundancia de cristais, espinhos, tricomas, fibras
na folha, dentre outros. (Becerra 1994). Uma defesa constitutiva de planta que, nas Gltimas
décadas, tem se difundido sdo as das plantas geneticamente modificadas (GM) que expressam
genes com atividade inseticida e representam uma alternativa para o controle de insetos
pragas mastigadores (Prokopy 1994). Entre as plantas cultivadas, o milho geneticamente
modificado com o gene Bt é o mais amplamente cultivado no mundo (Kruger et al., 2012;
Van den Berg, 2013).

A bactéria Bacillus thuringiensis € o organismo mais utilizado como fonte de genes
para a transformacdo de plantas visando a resisténcia, principalmente, a lepidopteros e

coledpteros (Perlak 2001). As proteinas de B. thuringiensis sdo expressas nos tecidos verdes
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das plantas geneticamente modificadas e podem ser expressas também no pdlen, nas
sementes, nas raizes e em outras partes da planta (Koziel et al 1993). Isso pode ocasionar
efeitos negativos para herbivoros ndo-alvos bem como inimigos naturais de diferentes
maneiras, por exemplo, sugadores podem adquirir a proteina expressa na seiva das plantas
transgénicas, quando se alimentam, uma vez que, em muitas plantas, a expressdo da proteina é
feita pelo promotor CaMV/35s (Jouanin et al 1998, Sims & Berberich 1996) ativo em todos
os tecidos da planta. Alguns herbivoros podem ter longo prazo de exposicdo as culturas
geneticamente modificadas, mas nao sdo alvos diretos de proteinas Cry (Andow & Hilbeck
2004).

O é&caro-rajado, Tetranychus urticae, € um herbivoro polifago, tendo uma gama de
hospedeiros com mais de 1.100 espécies de plantas (Grbic et al 2011). Apesar disso, a
literatura técnica que recomenda estratégias de manejo de pragas na cultura do milho (Zea
mays L.) no Brasil ndo faz referéncia a registros de populacdes de acaros que alcancaram o
status de praga. Os &caros fitdfagos na cultura do milho podem ser estudados também como
indicadores do impacto de milho Bt sobre organismos néo alvos. (Fadini et al 2010)

A coevolugdo de plantas e herbivoros conduz a sintese de metabolitos secundérios
com funcdo de defesa, determinada pelas necessidades ecoldgicas e possibilidades
biossintéticas (Rhodes 1994). A liberacdo de compostos em resposta a herbivoria séo
provenientes de processos bioquimicos complexos e parecem ser comuns em varias espécies
de plantas (Fadini et al 2010). Os compostos mais comuns sdo o0s alcoois, aldeidos,
monoterpenos, sesquiterpenos. (Turlings et al 1998, Ferry et al 2004).

As respostas das plantas a herbivoria podem reduzir uma herbivoria subsequente
(Karban et al 1984 e Agrawal 2000). Assim, o dano causado em parte da planta resulta em

resposta sistémica e na liberacdo de compostos volateis por toda a planta (De Moraes et al
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2000). Em estudos anteriores foi relatada a inducdo de defesa direta por T. urticae em plantas,
resultando em reducdo do desempenho desses organismos em plantas que foram previamente
infestadas (Karban et al 1984, Kant et al 2004). O entendimento dos mecanismos de defesa
das plantas facilitaria o desenvolvimento de cultivares mais resistentes as pragas, bem como a
determinacdo de relacBes evolutivas e bioquimicas entre as plantas e seus respectivos
predadores (Walling 2001, Bale et al 2008, Chen 2008).

A introducdo de tecnologias, como a introducdo de genes exdgenos que conferem
resisténcia a insetos em plantas (GM), ndo deve prejudicar a inducdo de defesa direta e
indireta em plantas geneticamente modificadas, tais abordagens sdo promissoras para o
manejo de pragas e para as proximas geracOes de plantas transgénicas resistentes a insetos
(Bates et al 2005, Ferry et al 2006).

Foi estudado se a transgenia de plantas de milho interferiria na capacidade de indugéo
de defesa induzida direta. Testou-se a hipotese de que plantas de milho Bt seriam capazes de
induzir defesas diretas a T. urticae ap6s o ataque, assim como as plantas de milho
convencional. Objetivou-se avaliar o efeito da pré-infestacdo de plantas de milho Bt por T.

urticae sobre seu desenvolvimento e reproducdo de coespecificos.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na casa-de-vegetacdo e laboratério de Entomologia da
Universidade Federal de S&o Jodo Del Rei (UFSJ), na cidade de Sete Lagoas, Minas Gerais.
Para a avaliagéo da possibilidade da inducdo de defesa direta em plantas de milho Bt, estudou-
se a biologia de T. urticae sobre plantas de milho Bt pré-infestadas por coespecificos e sobre
plantas pré-infestadas de milho convencional. Infestar plantas e submeté-las a reinfestacoes,

medindo-se parametros bioldgicos e reprodutivos dos herbivoros, durante a reinfestacdo, € um
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modo de verificar o surgimento de defesa induzida direta (Karban & Baldwin 1997). Para a
realizacdo do experimento, foi necessaria a criacdo e manutencao do acaro-rajado, bem como
o plantio e manutenc¢éo das plantas de milho utilizadas para as avaliacdes.

Criacdes estoque

Folhas de plantas de milho infestadas por T. urticae mantidas foram coletadas em casa-
de-vegetacdo nas dependéncias da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais, e
levadas para o Laboratorio de Entomologia da Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei,
Campus Sete Lagoas. Os acaros adultos, visualizados por meio de lupas (40 vezes), foram
coletados individualmente com pincel de pelos de marta e transferidos para plantas de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.) para manutencdo da criacdo. As plantas de feijao utilizadas foram
plantadas em vasos plasticos de 500 gramas, utilizando substrato Terral Solo® e separadas em
plantas-infestadas (mantidas em gaiolas teladas) e plantas ndo infestadas. Conforme
observacao diaria da necessidade de novas plantas para infestacdo, coletavam-se plantas ndo
infestadas, que foram mantidas em casa-de-vegetacdo e adicionava-as ao local de criagdo dos
acaros.

Plantio e manutencao das plantas de Milho

As cultivares de milho avaliados quanto a inducdo de defesa direta pelo acaro T. urticae
foram: hibrido comercial Pioneer®. (30F35 Hx) que expressa a proteina CrylF e seu
respectivo isogénico nao-Bt (30F35) como controle. A semeadura foi realizada em vasos
plasticos de 500 gramas, utilizando-se substrato Terral Solo® e mantida em casa-de-
vegetacdo. Dois tratamentos foram utilizados, plantas de milho convencional (30F35) e Bt
(30F35 Hx) ambos pré-infestados.

Cada tratamento foi composto por 30 plantas de milho (=repeticéo), resultando em um

total de 60 plantas. Foram colocadas duas sementes por vaso e depois de duas semanas foi
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feito o desbaste, deixando uma planta de milho por vaso, que foram separados em duas
bancadas e numerados de 1 a 30 para identificacdo. Apds 15 dias da semeadura as plantas de
milho, foram adubadas com 0,2 gramas de sulfato de amoénia por vaso e colocadas em gaiolas
teladas, colocaram-se 30 plantas por gaiola para evitar possiveis infestagdes com outros
artropodes.

Pré-infestacao

As plantas de milho convencional (30F35) e as plantas de milho geneticamente
modificadas com o gene bt (30F35HX) foram submetidas a primeira infestacdo com 10
fémeas de T. urticae por um periodo de cinco dias. Deste modo, realizou-se a infestacdo das
30 plantas de milho convencional e Bt. Infestou-se uma folha de cada uma das 60 plantas com
10 fémeas de T. urticae, procedentes da criacdo de estoque, que foram transferidas e mantidas
em uma barreira feita utilizando-se cola entomolégica para evitar fuga dos acaros. As folhas
escolhidas para a pré-infestacdo foram marcadas com fitas azuis para identificacéo futura.

Reinfestacéo

Apos cinco dias, as plantas de milho convencional (30F35) e as plantas de milho
geneticamente modificadas com o gene bt (30F35HX) que foram previamente infestadas
foram reinfestadas. Escolheu-se outra folha, com excecdo da folha que j& havia sido infestada,
e fez-se a reinfestacdo com 10 fémeas de T. urticae, que foram mantidas em uma barreira feita
utilizando-se cola entomolégica para evitar fuga dos acaros. As folhas escolhidas, para a
reinfestacdo, foram marcadas com fitas vermelhas para identificacdo futura.

Decorridos cinco dias ap6s a Ultima infestacdo, para leitura do experimento, fez-se um
sorteio para ambos os grupos: Cultivar (30F35) e (30F35HX). Os vasos devidamente
numerados de 1 a 30 foram sorteados, de maneira que cada vaso com uma planta de milho se

tornou uma unidade amostral independente. A contagem foi feita retirando-se as folhas das

38



plantas sorteadas previamente identificadas com fita vermelha, cortadas na sua extremidade
com tesoura e levadas ao laboratério para visualizacdo em lupas. As avaliacbes foram
realizadas diariamente durante 15 dias, lendo-se duas folhas pertencentes ao grupo das plantas
de milho convencional (30F35), e duas pertencentes ao grupo das plantas de milho
geneticamente modificadas com gene bt (30F35HX). Diariamente, em cada avaliacdo, foi
realizada a contagem das fémeas de acaros vivas, mortas, numero de individuos na forma
jovem e nimero de ovos.

Anélises estatisticas

O delineamento estatistico foi o delineamento inteiramente casualizado, com dois
tratamentos e 30 repeti¢Bes por tratamento. Foram utilizados modelos lineares generalizados
(0= 0,05 %), tendo como variavel independente (x) o tempo apds a segunda infestacdo, além
da qualidade da planta, convencional (30F35) e Bt (30F35HX). Como variavel dependente
(y’s) nimero de fémeas de 4caro vivas, mortas, nimero de individuos na forma jovem e
namero de ovos, que foram avaliados diariamente. Os dados foram submetidos a testes de
normalidade e analises de residuos, para avaliar os pressupostos das analises e a adequacgéo
dos modelos ajustados. Utilizou-se o programa R (R Development Core Team 2014) para a

analise exploratoria dos dados e analises estatisticas.

Resultados

A pré-infestacdo de T. urticae em plantas de milho Bt (30F35HX) ndo apresentou
diferenca significativa quanto ao nimero de fémeas adultas do coespecifico em reinfestacéo,
quando comparado com sua isolinha ndo Bt (30F35) (g.l.= 57; P=0,118) (Figura 1). Esse
resultado sugere que o fato das plantas de milho Bt que expressa a proteina Cry 1F nédo

interferiu na sobrevivéncia de fémeas adultas de acaro-rajado T. urticae, quando comparado a

39



plantas de milho convencional em pré-infestacdo. De maneira semelhante, a pré- infestacéo de
T. urticae em plantas de milho Bt Cry 1F, ndo apresentou diferenca significativa para o
numero de individuos jovens (g.l.= 57; P =0, 587) (Figura 2), e 0 numero de ovos (g.1.=57; P
=0,087) (Figura 3). A pre-infestacdo em plantas de milho Bt ndo apresentou diferenca
significativa para o numero de fémeas adultas mortas do coespecifico, em comparacdo com
plantas de milho convencional. O numero de fémeas adultas mortas aumentou com o tempo
em plantas de milho (GM), assim como nas plantas de milho convencional que foram
previamente infestadas (g.l.= 57; P =0,934) (Figura 4). Assim, a pré-infestacdo em plantas de
milho Bt (30F35HX) por T. urticae ndo alterou a sobrevivéncia e reproducao das fémeas
adultas do coespecifico e sobrevivéncia das formas imaturas e ovos quando comparada a
plantas isolinha ndo Bt (30F35).

Os dados ndo apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk,
justificando a escolha de modelos lineares generalizados para a analise dos dados. Este
resultado era esperado por se tratarem de dados de contagem. Nas andlises de residuos
realizadas foram verificadas variacGes aleatdrias. Ou seja, fontes de variacdo sistemaética
foram explicadas pelos modelos. Isto demonstra que modelos lineares generalizados com
distribuicdo binomial negativa escolhido para analise explicaram de forma significativa a

variacdo sistemética dos dados no experimento.
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Figura 1 Numero de fémeas adultas vivas de Tetranychus urticae em plantas de milho
convencional e Bt pré-infestadas com coespecifico.
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Figura 2 Numero de individuos jovens de Tetranychus urticae em plantas de milho
convencional e Bt pré-infestadas com coespecifico.
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Figura 3 Numero de ovos de Tetranychus urticae em plantas de milho convencional e Bt pré-
infestadas com coespecifico.
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Figura 4 Numero de fémeas adultas mortas de Tetranychus urticae em plantas de milho
convencional e Bt pré-infestadas com coespecifico.
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Discussao

A pré-infestacdo em plantas de milho geneticamente modificadas com o gene bt por T.
urticae ndo apresentou diferencas para a sobrevivéncia das fémeas adultas do coespecifico,
comparando com as plantas de milho convencional. Entretanto, nas duas cultivares de milho
(Bt e convencional) a reproducdo e sobrevivéncia das formas imaturas foram afetadas pelo
tempo. Estes resultados indicam que as plantas de milho (GM) expressando Cry 1F, que
sofreram pré-infestacdo por T. urticae, o padrdo de sobrevivéncia de formas adultas do
coespecifico ndo apresentaram diferencas no desempenho da populacdo em compara¢do com
as plantas de milho convencional. Tais resultados suportam a hipétese de que plantas de
milho geneticamente modificadas com o gene Bt que sofreram infestacdes prévias por T.
urticae, nao diferem de plantas de milho convencional quanto a inducdo defesas diretas em
respostas as injurias de T. urticae.

Hagenbucher et al (2014) verificaram que plantas de algoddo Bt e ndo Bt nao
diferiram em niveis de terpenoides, em ambos os tipos de plantas, a inducéo de terpenoides
em respostas ao tratamento com jasmonatos se mostraram com padrdes comparaveis. Esse
resultado corrobora com os resultados encontrados no presente trabalho, em que a transgenia
em plantas de milho n&o afetou a inducéo de defesa induzida direta por T.urticae. No entanto,
Wau et al (2000) relataram que o contetdo de taninos condensados e teor de acidos fenolicos
totais foram significativamente menores em algoddo Bt R93-1 e R93-4 comparando-se com
suas variedades parentais ndo Bt. O contetdo de taninos condensados em algoddo Bt foi
significativamente menor comparando-se a plantas de algodao néo Bt (Zhang & Guo 2000).

Feng et al (2007) constataram que pode haver sinergismo entre gene bt e defesa
induzida direta desencadeada por jasmonatos. Ou seja, 0 gene bt pode potencializar a defesa

induzida direta desencadeada por jasmonatos em plantas de milho. Em milho Bt, os autores
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verificaram que a expressdo de genes relacionados a resposta induzida direta foi
significativamente maior que em plantas convencionais.

Plantas de milho Bt Cry 1F, previamente infestadas, ndo alteraram no numero de
individuos jovens e ovos de T. urticae quando comparadas a plantas de milho convencional.
A qualidade da planta hospedeira é fator determinante para o desempenho de um herbivoro,
alteracdes na fisiologia e bioguimica da planta afetam diretamente a fecundidade desses
(Awmack & Leather 2002). Rovenska et al (2005) verificaram que T. urticae preferiu plantas
transgénicas de berinjela (Solanum melongena L.) expressando a toxina Cry3Bb, e depositou
maior quantidade de ovos, em relacdo a planta ndo-Bt. Esse fato indica que o comportamento
de acaros pode ser influenciado pela planta hospedeira, e o tipo de toxina expressada pela
planta.

Assim, a defesa da planta, conferida pela toxina do milho Bt Cry 1F, ndo afeta o
padrdo de sobrevivéncia e reproducdo do coespecifico, comparando com plantas de milho
convencional. Este resultado sugere que a expressdo da proteina Cry em plantas de milho Bt
ndo altera na inducédo de defesa induzida direta por acaro-rajado T. urticae nessas plantas.

A inducéo de defesa por T. urticae em milho pode vir a ser um componente de manejo
integrado de &caros, minimizando perdas provocadas por este fitofago, bem como serem
organismos indicadores de ocasionais efeitos de cultivares transgénicas sobre organismo néo-
alvo na comunidade de artrépodes.
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Resumo

O milho geneticamente modificado (GM) com o gene do Bacillus Thuringiensis &
amplamente utilizado em todo o mundo. As plantas GM contendo proteinas de Bt interagem
com os organismos ndo-alvo dos diferentes niveis tréficos, pois em ambiente natural, as
culturas abrigam ndo somente pragas, mas também outros artropodes, 0s quais desempenham
a regulacdo dessas populacdes. As proteinas presentes nas plantas geneticamente modificadas
podem ser adquiridas e concentradas em acaros fitofagos e em seus predadores. Mesmo nao
causando danos econdmicos, 0 acaro-rajado Tetranychus urticae € relatado infestando
culturas de milho. E provéavel que a proteina possa ser transferida dos acaros fitofagos para o
terceiro nivel tréfico, ou seja, os predadores. Avaliou-se a presenca da proteina Cry 1F
expressa em plantas de milho Bt no acaro fitéfago T. urticae e no seu predador Neoseiulus
californicus. Foi realizado o teste com o Kit Bt-Cry1lF ImmunoStrip® Test para deteccio de
proteina Cry 1F. Os testes mostraram que a proteina Cry 1F presente no milho Bt estava
presente no terceiro nivel trofico, ou seja, ocorre o acimulo da proteina Cry presente no milho
Bt no &caro-rajado T. urticae e no seu predador N. californicus. Entretanto, apesar da presenca
da proteina, ndo h& alteracdo de pardmetros bioldgicos dos A&caros. Isto em razdo,
possivelmente, da inexisténcia de receptores especificos para proteina no trato digestivo dos

acaros.

Palavras-Chaves: Interacdo tritréfica, organismos ndo-alvo, acaros, plantas geneticamente

modificadas
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Abstract

The maize genetically modified (GM) with the Bacillus thuringiensis gene is widely used
throughout the world. GM plants containing Bt proteins interact with non-target organisms of
different trophic levels, given that, in the natural environment, cultures harbor not only pests,
but also other arthropods, which regulate these populations. The proteins present in
genetically modified plants can be purchased and concentrated in phytophagous mites and
their predators. Even without causing economic damage, the two-spotted spider mite
Tetranychus urticae is reported for infesting maize crops. It is likely that the protein can be
transferred from phytophagous mites to the third trophic level, that is, the predators. We
evaluated the presence of the CrylF protein expressed in Bt maize plants in the phytophagous
mite T. urticae and its predator, Neoseiulus californicus. We conducted the Bt-CrylF
ImmunoStrip® Test for detecting the CrylF protein. The tests showed that the CrylF protein
present in the Bt maize was present in the third trophic level, i.e., the accumulation of the Cry
protein present in Bt maize occurs in the two-spotted spider mite T. urticae and its predator,
N. californicus. However, despite the presence of the protein, there is no change of biological
parameters of the mites. This is possibly due to the lack of specific receptors for protein in the
digestive tract of the mites.

Keywords: Tritrofic interaction, non-target organisms, mites, genetically modified plants
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Introducéo

O uso de culturas geneticamente modificadas resistentes a insetos (GM) com o0 gene
do Bacillus thuringiensis (Bt) que expressam proteinas tdxicas € um eficiente meio de
controle de pragas. Desde 1996, plantas GM que expressam genes Cry que conferem
resisténcia a pragas, sao cultivadas em areas em todo o mundo, resultando em reducdo de
aplicacdes de inseticidas (Shelton et al 2002, Wilson et al 2004, Wu e Guo 2003). Entre estes,
o milho Bt é o mais amplamente cultivado no mundo (Ramirez-Romero et al 2008).

A bactéria B. thuringiensis € o organismo mais utilizado como fonte de genes para a
transformacéo de plantas visando a resisténcia, principalmente, a lepidopteros e coledpteros
(Perlak 2001). Culturas como soja, milho, algoddo, batata e fumo, tém sido modificadas
geneticamente, para expressar as proteinas derivadas da bactéria B. thuringiensis e sdo
utilizadas em escala comercial em varios paises (James 2006). As proteinas de B.
thuringiensis sdo expressas em altas doses nos tecidos verdes das plantas GM (Koziel 1993).
Quando sdo expressas, as proteinas ficam expostas aos demais herbivoros ndo-alvo e aos seus
inimigos naturais (Dutton et al 2003). Embora Herrero (2001) discuta que tais proteinas sdo
altamente toxicas e especificas, por isso indcua para maioria dos outros organismos, incluindo
insetos benéficos. As plantas GM contendo proteinas de B. thuringiensis interagem com os
organismos ndo-alvo dos diferentes niveis tréficos, pois, em ambiente natural, as culturas
abrigam ndo somente 0s insetos pragas, mas também outros artropodes, 0s quais
desempenham papel na regulacéo das populagdes de pragas (Schuler 1999). A interagéo entre
planta, fitéfago e predadores é denominada interacdo tritréfica, em que a planta representa o
primeiro nivel tréfico, o fitéfago ou inseto praga, o segundo nivel e os inimigos naturais, 0

terceiro nivel (Schuler 1999). O nivel em que diferentes herbivoros podem ingerir proteinas
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Cry depende do local e tempo da expressdo da proteina nas plantas, 0 modo da alimentacéo
dos herbivoros e da quantidade de material vegetal que ingerem (Romeis et al 2009).

Herbivoros considerados ndo-alvo da proteina do milho Bt, como o &caro-rajado
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), € uma das mais importantes pragas
polifagas de plantas como algod&o e soja (Moares & Flechtmann 2008, Capinera 2001, Opit
et al 2004, Liburd et al 2007). O acaro-rajado T. urticae é conhecido como uma das maiores
pragas em muitas culturas, ele pode ser encontrado em plantas de numerosas espécies
(Bolland et al 1998). As proteinas presentes em plantas GM, modificadas podem ser
adquiridas e concentradas pelos acaros fitofagos. Dutton et al (2002) verificaram que ocorreu
decréscimo na taxa de crescimento da populagédo de T. urticae criada em milho Bt, comparada
com a populacdo mantida na variedade de milho ndo Bt.

Em varios trabalhos (Dutton et al 2002, Lozzia 1999, Lozzia et al 1998, Pilcher et.al
1997) tem sido estudado, principalmente em insetos, entretanto um ndmero reduzido de
estudos foram realizados sobre os efeitos de plantas Bt em &caros fitéfagos e predadores. O
acaro-rajado apresenta susceptibilidade a formulacbes comerciais de Bt e capacidade em
adquirir e manter proteinas Bt da planta hospedeira no seu corpo (Dutton et al 2002). Tem-se
questionado sobre o possivel efeito dessa proteina sobre seus predadores (Torres & Ruberson
2008).

E provavel que a proteina possa ser transferida dos acaros para o terceiro nivel tréfico,
ou seja, os predadores, além da possivel toxicidade em acaro poder afetar a qualidade
nutricional e/ou o comportamento de acaros (Dutton et al 2002). O Neoseiulus Californicus
McGregor (Acari: Phytoseiidae) € um acaro predador especialista em &caros da familia
Tetranychidae (McMurtry & Croft 1997) e pode adquirir a proteina Cry pela ingestdo do

acaro T. urticae gque se alimenta de plantas Bt (Dutton et al 2002,0brist et al 2006).
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Entre os principais questionamentos em relacdo a interacdo tritrofica esta: a
possibilidade das plantas GM afetarem os organismos nédo-alvo de diferentes niveis troficos.
Vaérios estudos foram conduzidos para determinar os possiveis efeitos de plantas Bt nas
interacdes entre insetos predadores e herbivoros presas (Dutton et al 2002, Ponsard et al
2002), porém, poucos estudos com plantas Bt foram conduzidos com acaros predadores e
acaros fitéfagos (Rovenska et al 2005, Obrist et al 2006). Assim, objetivou-se avaliar a
presenca da proteina CrylF, expressa em plantas de milho geneticamente modificadas, no

acaro fitéfago T. urticae e no seu predador N. californicus.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na casa-de-vegetacdo e laboratério de Entomologia da
Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei (UFSJ), Sete Lagoas, Minas Gerais. Para verificar
a presenca da proteina Cry 1F no acaro-rajado Tetranyhchus urticae, alimentados com milho
Bt, e no &caro predador Neoseiulus californicus, fez-se necesséria a criagdo e manutencao do
acaro-rajado T. urticae, assim como o plantio e manutencdo das plantas de milho. Os acaros
predadores, utilizados no experimento, foram adquiridos do produto comercial utilizado em
programas de controle biologico NEOMIP MAX®.

As cultivares de milho utilizados para avaliar o acimulo da proteina Cry 1F no &caro T.
urticae e no predador N. californicus foram: hibridos comerciais Pioneer® (30F35 Hx) que
expressa a proteina CrylF e seu respectivo isogénico ndo-Bt (30F35) como controle. A
semeadura foi realizada em vasos plasticos de 500 gramas, utilizando-se substrato Terral
Solo® e mantidos em casa-de-vegetacdo. Dois tratamentos foram utilizados, plantas de milho

convencional (30F35=controle) e Bt (30F35 HXx).
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Cada tratamento foi composto por 10 plantas de milho, resultando em um total de 20
plantas. Foram colocadas duas sementes por vaso e apds duas semanas foi feito o desbaste,
deixando uma planta de milho por vaso, que foram separados em duas bancadas. Depois de
15 dias da semeadura, as plantas de milho foram adubadas com 0,2 gramas de sulfato de
amonia por vaso e colocadas em gaiolas teladas, foram colocadas 10 plantas por gaiola para
evitar possiveis infestagdes com outros artropodes.

Apbs 30 dias do plantio do milho convencional e Bt, na base do caule de cada planta de
milho foi feita uma barreira com cola entomologica para evitar a fuga dos acaros, em seguida
foi realizada a infestacdo com T. urticae. As folhas das plantas de milho, pertencentes ao
grupo de milho convencional e Bt, foram infestadas com 20 fémeas de T. urticae cada. Apds
15 dias da infestacdo com T. urticae, foi feita a infestacdo com os acaros predadores N.
californicus, em cada planta de milho adicionaram -se cinco fémeas de N. californicus para se
alimentarem do T. urticae mantidos sobre plantas de milho convencional e Bt.

Depois de quatro dias da infestacdo do predador N. californicus, as plantas de milho
convencional e Bt foram levadas para o laboratério de entomologia da UFSJ e foram
coletadas as amostras de folhas de milho convencional e Bt, &caros T. urticae mantidos em
plantas de milho convencional e Bt, e os predadores N. californicus que se alimentaram de T.
urticae mantidos sobre plantas de milho convencional e Bt. As amostras foram armazenadas
em Eppendorf Tubes® 1,0 mL. Cada amostra foi constituida por 15 eppendorfs representando
0 grupo de plantas Bt e 15 eppendorfs representando o grupo das plantas convencional
(controle). Dessa forma, as amostras foram compostas da seguinte maneira:

Milho Bt

Cinco eppendorfs com discos de folha de milho Bt.

Cinco eppendorfs, com 15 fémeas de T. urticae.
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Cinco eppendorfs com cinco fémeas de N. californicus.

Milho convencional (Controle)

Cinco eppendorfs com discos de folha de milho convencional.

Cinco eppendorfs com 15 fémeas de T. urticae.

Cinco eppendorfs com cinco fémeas de N. californicus.

As amostras foram identificadas e armazenadas em freezer a -20°C, durante dois meses.
Para avaliar a presenca da proteina Cry 1F nos acaros fitofagos T. urticae e no seu predador
N. californicus, utilizou-se o kit Bt-CrylF ImmunoStrip® Test, desenvolvido para extrair e
detectar a presenca da proteina Bt CrylF em milho HERCULEX®. As amostras foram
retiradas do freezer e esperou-se atingir a temperatura ambiente. Em cada eppendorf,
contendo as amostras de folhas, T. urticae e N. californificus, foi adicionado 0,4 ml do tampé&o
de extracdo (SEB4), em seguida com pistilo descartavel as amostras foram maceradas para
misturar a solucdo tampao com o material de cada amostra (i.e. discos de folhas de milho Bt,
T. urticae e N. californicus) e para as amostras do grupo controle (i.e. discos de folha de
milho convencional, T. urticae e N. californicus). Em seguida, os eppendorfs foram fechados
e agitados cuidadosamente por aproximadamente 30 segundos. Posteriormente os tubos foram
colocados em um suporte e adicionou-se uma tira ImmunoStrip® Cry 1F em cada eppendorf,
as tiras foram mantidas no interior de cada eppendorf por dez minutos para interpretacdo dos
resultados. As amostras com a presenca da proteina CrylF, uma segunda linha (i.e. linha de
teste) foi desenvolvida na regido entre a linha de controle e a extremidade inferior da tira. Se o

extrato foi de uma amostra negativa, a tira somente desenvolveu a linha de controle.

Resultados

57



Os resultados foram negativos para as amostras do grupo controle [i.e. discos de folhas
de milho convencional (30F35), T. urticae e N. Californicus], ou seja, houve a formacéo de
uma linha (linha de controle) nas tiras ImmunoStrip® Cry 1F como esperado, 0 que confirma
a auséncia da proteina Cry nesse grupo (Figura 1).

Os resultados foram positivos para as amostras com os discos de folhas de milho Bt
(30F35 HX), em que uma segunda linha (linha de teste) foi desenvolvida na regido entre a
linha de controle e a extremidade inferior da tira. Esse resultado confirma a presenca da
proteina Cry 1F nas folhas de milho hibrido comercial 30F35 HX (Figura 2). Nas amostras
com os acaros fitdfagos T. urticae, que se alimentaram com o milho Bt, ap6s a adi¢édo das tiras
Immunustrip® Cry 1F, houve a formacdo da linha de controle e a linha de teste, indicando a
presenca da proteina Cry 1F nestes &caros (Figura 3). De maneira semelhante, as amostras
com o predador N. californicus que se alimentaram de T. urticae, mantidos em folha de milho
Bt (30F35HX), o resultado foi positivo, 0 que indica a presenca da proteina Cry nos acaros
predadores N. californicus (Figura 4).

Os resultados s@o provenientes de teste qualitativo que constata a presenga ou auséncia
da proteina Cry 1F. Desta forma, indicam que a proteina Cry 1F presente no milho Bt é

transferida e acumulada no acaro-rajado T. urticae e no seu predador N californicus.
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Discussao

Os resultados indicam que a proteina Cry 1F, expressa em plantas de milho 30F35
HX, é transferida para o segundo nivel tréfico, ou seja, os acaros fitéfagos T. urticae. Esses
herbivoros, apesar de ndo serem alvos da proteina Cry, acumulam a proteina expressa em
plantas de milho Bt. Dutton et al (2002) verificaram que ocorreu decréscimo na taxa de
crescimento da populacdo de T. urticae, criada em milho Bt, comparada com a populagéo
mantida na variedade de milho ndo Bt. A expressao da proteina Cry em plantas Bt pode afetar
0 comportamento dos acaros. Segundo esses autores, fémeas adultas de T. urticae preferiram
a variedade de berinjela (Solanum melongena) que expressam a proteina Cry3Bb que a
convencional e, além disso, T. urticae também apresentou maior taxa de oviposi¢do nesta
variedade transgénica.

Os resultados encontrados mostram que a proteina Cry 1F é transferida do segundo
para o terceiro nivel tréfico, os acaros predadores N.californicus. Ao se alimentarem de
T.urticae, que se alimentaram de plantas de milho 30F35 HX, os predadores N. californicus
apresentaram a proteina Cry 1F proveniente de plantas de milho Bt. O &caro predador
Phytoseiulus persimilis, em teste de livre escolha, consumiu menos T. urticae que se
alimentou com a berinjela transgénica contendo a toxina Cry3Bb do que aqueles que tinham
consumido a variedade ndo transgénica (Rovenska 2005). Os autores argumentam que essa
mudanga pode ser em razdo de mudancas na qualidade nutricional da presa causada pela
planta hospedeira ou por causa do reconhecimento da toxina na presa, ou ambos. E
igualmente possivel que o efeito pode ndo ser em decorréncia da presenca da toxina Bt.

Entretanto, Li & Romeis (2010) avaliaram os possiveis efeitos das proteinas Bt ao
longo da cadeia alimentar de T. urticae e seu inimigo natural o besouro predador Stethorus

punctillum Weize (Coleoptera: Coccinellidae), onde ndo foi encontrado efeito adverso da
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proteina Bt expressa em milho sobre T. urticae e seu predador S. punctillum. Esteves Filho et
al 2010 estudaram os efeitos do algodao Bt expressando a Toxina CrylAc (Acala DP 90B) e
sua isolinha (Acala DP 90) e compararam a biologia e comportamento de T. urticae e seu
predador Phytoseiulus macropilis (Banks) e ndo encontraram  efeito nos estagios de
desenvolvimento, sobrevivéncia, reproducédo e comportamento dos predadores. Em um estudo
realizado com &caro predador Neoseiulus cucumeris, Obrist et al (2006) observaram que nao
houve efeitos de a toxina CrylAb sobre os parametros bioldgicos quando alimentados com T.
urticae mantidos em milho Bt (Bt11). Castro et al (2013), avaliaram o risco de toxinas Cry de
Bacillus thuringiensis sobre os &caros predadores Euseius concordis e Neoseiulus californicus
(Acari: Phytoseiidae) e obtiveram como resultados que proteinas Cry de B. thuringiensis
estudados, nas concentracfes utilizadas no campo ou expresso em plantas transgénicas, nao
afetou estes acaros predadores. Esses resultados indicam que, apesar de ocorrer 0 acimulo da
proteina Cry no acaro fitéfago T. urticae e no predador N.californicus como encontrados neste
estudo, a proteina ndo deve afetar esses acaros.

A proteina Cry presente nas variedades de milho Bt (30F35 HX, 30F35 yg e impacto
viptera) ndo afetou a abundancia de &caros fitofagos em campo, assim como a taxa
instantanea de crescimento e preferéncia alimentar de T. urticae ndo diferiu em milho Bt e
convencional (Ferreira, 2014). Tais resultados demonstram que, apesar da exposi¢do via
aquisicdo da proteina e a presenca em seu corpo como encontrado neste estudo, acaros,
aparentemente, ndo sdo susceptiveis a proteina (Van Der Geest et al 2000). Este resultado
pode ser em virtude da especificidade da proteina Cry contra insetos mastigadores, onde a
proteina Cry se liga a receptores especificos na superficie celular no epitélio do intestino
médio dos insetos. Essa ligacdo leva a formacéo de poros nas membranas, causando lise no

intestino e, consequentemente, a morte dos insetos (Glare & O’Callaghan 2000). Este fato

62



sugere que os acaros fitofagos ndo apresentam receptores especificos para a Proteina Cry. Ao
se alimentarem diretamente da planta, a Proteina Cry ndo deve causar efeitos deletérios em

acaros em razao de sua especificidade.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho permitiu avaliar o efeito da expressao da proteina Cry em plantas de milho
sobre a defesa induzida direta por acaros fitéfagos.

A pré-infestacdo por acaros fitéfagos Tetranychus urticae em plantas de milho afeta o
padrdo de sobrevivéncia e reproducdo do coespecifico. Este resultado sugere a inducdo de
defesas induzidas diretas em milho por T. urticae.

A defesa da planta, conferida pela proteina do milho Bt, ndo afeta o padrdo de
sobrevivéncia e reproducdo do coespecifico, comparando com plantas de milho convencional.
Este resultado sugere que a expressdao da proteina Cry, em plantas de milho geneticamente
modificada com o gene bt, ndo altera a inducdo de defesa induzida direta por acaro-rajado T.
urticae nessas plantas.

A proteina Cry, expressa em plantas de milho Bt, é transferida para os acaros fitdéfagos
T. urticae e seu predador N. californicus. No entanto, a presenca da proteina Cry 1F ndo causa
efeitos deletérios em virtude de sua especificidade.

Este € o primeiro relato de inducdo de defesa direta em milho pelo &caro-rajado T.
urticae, no qual permitiu avaliar que a transgenia em plantas de milho ndo afeta a inducéo de

defesa induzida direta por acaros fitofagos.
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