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To know the impact of Bacillus thuringiensis (Berliner) upon the natural enemies is
a challenge to compatibility of the strategies of the integrated pest management.
Thus, the effect of the B.thuringiensis present in bioinsecticides Agree®,
DipeWG® and Xentari® of Bt proteins on cultivars of transgenic corn
DKB390PRO (VTPRO) and 2B587HX (RI) on adults and larvae of Chrysoperla
externa (Hagen), respectively, was evaluated. Also, the feeding preference of the
larvae of the predator for the nymphs of Schizaphis graminum (Rondani) and
third-instar caterpillars of Spodoptera frugiperda frugiperda (J.E. Smith) fed the
transgenic corn DKB390PRO (VTPRO) and its isohybrid was evaluated. The
biopesticides at their maximum dosage were added to the diet of the adults of the
lacewings evaluating the oviposition, egg survival and longevity. It was observed
that oviposition was influenced by the tested proteins obtaining increased
fecundity when adults were fed diet containing bioinsecticide. The egg survival
was of 76%, longevity was not influenced at all. For the larvae fed the preys
coming from Bt plants, consumption, development time, egg survival, longevity of
adults and length of larvae were evaluated. No differences were found in the
evaluated parameters, when the larvae of C. externa were fed the aphid reared on
the hybrids DKB390PRO (VTPRO), its isohybrid DKB390 and conventional
DKB399; 2B587HX (RI), its isohybrid 2B587 and conventional 30A68m. For larvae
of C. externa when fed caterpillars of S. frugiperda raised on the corn Bt
DKB390PRO (VTPRO) and 2B587HX (RI), no differences in consumption,
development time, egg survival and adults’ longevity were found. As regards the
length of the larvae of C. externa, no significant differences were detected,
obtaining insects within the standard of the species. Relative to the standard

feeding preference in the three instars of larvae of C. externa, utilized as a food.

KEY WORDS: Green lacewing. Aphid. Protein.
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Conhecer o impacto de Bacillus thuringiensis (Berliner) sobre inimigos naturais é um desafio para
compatibilizacéo das estratégias do manejo integrado de pragas. Assim, avaliou-se, em laboratério, o
efeito do B. thuringiensis presentes nos bioinseticidas Agree®, DipelWG® e Xentari® das proteinas Bt
em cultivares de milho transgénico DKB390PRO (VTPRO) e 2B587HX (RI) em adultos e larvas de
Chrysoperla externa (Hagen), respectivamente. Avaliou-se também a preferéncia alimentar das larvas
do predador para as ninfas de Schizaphis graminum (Rondani) e lagartas de terceiro instar de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), alimentadas do milho trangénico DKB390PRO (VTPRO) e seu
isohibrido. Os biopesticidas em sua dosagem maxima, foram adicionados a dieta dos adultos do
crisopideo avaliando-se a oviposicao, viabilidade de ovos e longevidade. Observou-se que a
oviposicéo foi influenciada pelas proteinas testadas, obtendo-se aumento de fecundidade quando
adultos foram alimentados com dieta contendo bioinseticida. A viabilidade dos ovos foi de 76%, sendo

que a longevidade néo foi influenciada. Avaliaram-se para larvas alimentadas

com as presas oriundas de plantas Bt, consumo, tempo de desenvolvimento, viabilidade de ovos,
longevidade de adultos e comprimento de larvas. Nao foram constatadas diferencas nos parametros
avaliados, quando as larvas de C. externa foram alimentadas com o pulgdo criado nos hibridos
DKB390PRO (VTPRO) seu isohibrido DKB390 e convencional DKB399; 2B587HX (RI), seu isohibrido
2B587 e convencional 30A68. Para larvas de C. externa quando alimentadas com lagartas de S.
frugiperda criadas no milho Bt DKB390PRO (VTPRO) e 2B587HX (RI), ndo foram constatadas

diferencas no consumo, tempo de desenvolvimento, viabilidade de ovos e longevidade dos adultos.

Em relacdo ao comprimento das larvas de C. externa, ndo foram detectadas diferencas significativas,
obtendo-se insetos dentro do padréo da espécie. Em relacéo ao parametro preferéncia alimentar nos
trés instares de larvas de C. externa, também nédo foram detectadas diferencas significativas quando
utlizou-se como alimento, ninfas de S. graminum ou lagartas de terceiro instar de S. frugiperda

criadas em plantas das cultivares de milho avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE: Crisopideo. Pulgéo. Proteina
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A preservacdo de inimigos naturais de insetos-praga em qualquer
agroecossistema € de fundamental importancia dentro da filosofia do Manejo
Integrado de Pragas — MIP, possibilitando a reducé&o do uso de inseticidas, o que
acarreta menor desequilibrio biolégico, menor contaminacdo ambiental e reducéo
dos custos de producdo. Diante dessa relevancia, uma das estratégias para
manter as populacées de insetos benéficos dentro de um agroecossistema € a
utilizacdo de compostos inseticidas com baixo impacto sobre organismos
benéficos (FRAGOSO et al.,, 2001; DEGRANDE et al., 2002). Outra estratégia
gue pode ser analisada é a utilizacdo de plantas geneticamente modificadas com
acao inseticida e desenvolvidas pela incorporagcdo dos genes provenientes de
micro-organismos entomopatogénicos nos genomas das plantas de interesse
econdbmico. Essas plantas podem trazer beneficios no controle de determinadas
pragas nas lavouras, como a reducdo do uso de inseticidas, favorecendo o
controle biolégico natural pelos insetos benéficos (RODRIGO-SIMON et al.,
2006).

O Estado do Mato Grosso — MT ocupa a lideranca no mercado quanto a utilizacao
de plantas geneticamente modificadas (GM). Para a cultura do milho nesse
estado na safra verdo 2013/2014, o total de hectares semeados foi de 4,7
milhdes. A area cultivada com milho GM no Brasil foi de 12,5 milhdes de hectares,
com taxa de adocao de 82,7%. Empregando-se a tecnologia RI/TH, isso é genes
combinados; resistentes a insetos e tolerantes a herbicida, ocupa a maior area
cultivada no Pais, onde foram semeados 6,3 milhdes de hectares (CELERES,
2015).
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Durante o desenvolvimento vegetativo a cultura do milho pode sofrer o ataque de
diversos insetos-praga, causando danos severos as plantas cultivadas. Pode-se
mencionar a lagarta-do-cartucho, a lagarta das espigas, curugueré-dos-capinzais,
lagarta-rosca, lagarta-elasmo, broca-do-colmo e entre outros (ZUCCHI et al., 1993).

Assim, os métodos de controle dos insetos-praga nessa cultura sdo os inseticidas.
Nesse contexto, tem-se que a preservacdo dos inimigos naturais em qualquer
ambiente natural é essencial para se obter equilibrio no agroecossistema,
colaborando para a regulacdo populacional de insetos-praga. Assim, destaca-se o
crisopideo Chrysoperla externa (Hagen), um inseto de vasta distribuicdo geografica,
pela capacidade predatoria de suas larvas em varios insetos-praga, tais como,
lagartas e muitas espécies de pulgbes (CARVALHO; SOUZA, 2009). Com esta
pesquisa objetivou-se, entdo: 1. Avaliar o efeito de alguns bioinseticidas sobre os
aspectos bioldgicos de adultos de C. externa alimentados com dieta artificial
contaminada com esses compostos; 2. Avaliar alguns aspectos bioldgicos de larvas
desse crisopideo nos seus trés instares e alimentadas com lagartas de Spodoptera
frugiperda (J.E Smith) e o pulgdo Schizaphis graminum (Rondani) criados em

plantas Bt.

O milho (Zea mays L.) ocupa um lugar representativo no mercado mundial de gréos,
sendo a terceira planta mais cultivada no mundo. O Brasil é o terceiro maior produtor
mundial, com uma éarea total de 15,8 milhdes de hectares, sendo colhidas 80
milhdes de toneladas na safra 2013/2014 (ABRAMILHO, 2015), sendo cultivado em
duas épocas de plantio, de verdo e inverno (BOREM; ALMEIDA, 2011). Esse cereal
€ um dos alimentos mais ricos em nutrientes, sendo utilizado na alimentacéo
humana e de outros animais, devido ao alto teor de carboidratos e qualidades
nutricionais, além de constituir-se em indispensavel matéria-prima para bioenergia
(ROSTAGNO et al, 2005).
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No Brasil, mais de 82,7% do milho plantado é transgénico, ou seja, plantas que
expressam genes de interesse, como as toxinas Cry que controlam as pragas,
principalmente, lepidopteros. Porém, existem as cultivares isolinhas, que sao hibridos
“‘idénticos” ao milho transgénico, nos quais nao foi inserida a proteina Bt e também as
cultivares convencionais, caracterizadas pelos milhos comerciais sem a proteina Cry
(CELERES, 2015).

A planta do milho pode sofrer injarias e/ou danos por insetos nas diferentes fases de
desenvolvimento. Dentre os diversos insetos que atacam a cultura do milho, destaca-se
a lagarta-do-cartucho, S. frugiperda. O controle dessa praga pode ser feito por meio de
agentes biologicos (parasitoides e predadores); por inseticidas e com o uso de
cultivares transgénicas (CRUZ et al., 1996; MENDES et al., 2011). E uma das pragas
de grande relevancia para a cultura, pois pode causar prejuizos em razéo da reducéo
no rendimento de graos da ordem de até 60%. Além disso

, 0s danos provocados em folhas por esse inseto podem variar de acordo com o
estagio fenoldgico da planta, com perdas de 17 a 38,7% na producéo (LIMA et al.,
2008).

Para o manejo da lagarta S. frugiperda existem alguns métodos de controle, sendo
usuais 0s métodos culturais, quimicos e biologicos. O emprego do MIP € uma pratica
consciente que deve ser efetuada nos programas de controle desse inseto com a
finalidade de se

obterem resultados eficientes (FARINELLI; FORNASIERI FILHO, 2006).

Outra praga de importancia para a cultura € o pulgdo-verde S. graminum, sendo
considerada também uma das principais pragas de poaceas (gramineas) como 0 sorgo
e trigo. O inseto pode causar injaria as plantas pela succédo de seiva, injecao de toxinas
e transmissdo de virus como, por exemplo, o mosaico da cana-de-aclUcar (CRUZ;
VENDRAMIN, 1995). As injurias as plantas podem ocorrer desde a emergéncia até a
maturacao. As folhas das plantas apresentam manchas amareladas e, posteriormente,
evoluem para uma cor arroxeada ocorrendo necrose do tecido. Em altas populacdoes

desse inseto, as plantas podem ser totalmente destruidas (CRUZ, 1998).
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O controle biolégico assume importancia cada vez maior em programas de MIP,
visto que € um fendmeno natural, em que ocorre a regulacdo do niumero de plantas
e animais pelos inimigos naturais. Nesse contexto, os insetos predadores formam
um grupo diversificado em um agroecossistema natural, influenciando outra
populacdo de organismo com efeitos na regulacdo do crescimento populacional e,
conseguentemente, mantendo o agroecossistema em equilibrio. Os neurépteros, da
familia Chrysopidae séo predadores polifagos e cosmopolitas. O seu potencial de
predacao € durante a fase larval. Nessa fase alimentam-se de um numero variado
de presas, sendo as mais consumidas aquelas compostas de pulgbes, ovos e
lagartas de lepiddpteros, entre outros pequenos artrépodes (CARVALHO; SOUZA,
2009). Figueira e Lara (2004), ao estudarem a relacdo predador/presa, em
liberagGes inundativas de C. externa, para o controle do pulgéo-verde S. graminum
em sorgo, verificaram que os predadores reduziram a populacdo dos afideos.
Barbosa et al. (2008) avaliaram a eficiéncia de larvas de primeiro instar de C.
externa no controle de Myzus persicae (Sulzer) constataram que as proporgdes
predador/presa 1:5 e 1:10 foram eficientes na reducao populacional do pulgéo,

independentemente da sua densidade inicial.

O Bacillus thuringiensis Berliner € uma bactéria de solo, gram-positiva (NISHIMOTO
et al., 1994), que produz esporos (XU; COTE, 2006) aerobica, isto €, necessita de
oxigénio para sua sobrevivéncia e, quando as condicdes ambientais se tornam
desfavoraveis, podem esporular.

Tanto na sua fase vegetativa quanto na fase de esporulacdo, essas bactérias
produzem toxinas que tém efeito inseticida. Dessas, as mais conhecidas s&o
chamadas de proteinas cristal, com a denominacao Cry, que sao produzidas durante
a fase de esporulacéo.

Em relacdo a nomenclatura, as familias de proteinas sao organizadas por um codigo
numeérico, relacionado, por sua afinidade com grupos de insetos: a familia Cryl atua
sobre lepiddpteros; Cry3 atua sobre coledpteros e Cry4, sobre dipteros (GILBERT et
al., 2005).
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Ja foram identificadas diversas proteinas que apresentam efeito toxico em insetos de
diferentes ordens. Os cristais tém demonstrado acdo téxica para cerca de 130
espécies de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, as quais incluem
importantes pragas agricolas como os lepidopteros S. frugiperda, Diatraea
saccharalis (Fabricius) e Anticarsia gemmatalis Hibner (FATORETTO et al., 2007).
Ha um namero expressivo de proteinas com efeito inseticida que diferem quanto ao
modo de acao e especificidade do alvo. Aquelas que sao expressas por cepas de B.
thuringiensis incluem compostos 3-exotoxinas, proteina inseticida vegetativa (VIP), 6-
endotoxinas, que incluem as proteinas Cry (cristalinas) e as proteinas Cyt (citoliticas)
(HOFTE; WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al. 1998; OECD 2007). S&o conhecidas as
trés etapas para que uma proteina-cristal funcione como inseticida: a ingestéo,
digestao/ativacdo na regido do meséntero e a ligacdo em receptores especificos no
intestino. Somente com essas trés condicdes € que ocorre o potencial inseticida da
proteina. Essa caracteristica torna as proteinas do B. thuringiensis eficientes e
seguras para uso, e o seu modo de acao altamente especifico, uma vez que cada
proteina atua em uma determinada ordem de insetos (GILBERT et al

., 2005). O cristal proteico, apos a ingestdo € solubilizado em pH basico (cerca de
9,5), condicbes comumente encontradas no intestino de lagartas e a protoxina €&
clivada por uma proteina intestinal, produzindo uma toxina ativa denominada ©-
endotoxina (DEACON, 2012). A 0-endotoxina aumenta a permeabilidade das
microvilosidades das células a cations e anions, causando um colapso na diferenca
de potencial. Essas alteracdes propiciam a destruicdo e a ruptura das células do
intestino médio da lagarta e a proliferacdo de bactérias na hemolinfa, causando a
morte das lagartas por septicemia (GILBERT et al., 2005).

Em relacdo aos compostos bioinseticidas, o Dipel® € o mais utilizado no mundo e
possui como principio ativo, o B. thuringiensis subsp. Kurstaki, contendo as proteinas
Cry1lAb, CrylAa, CrylAc, Cry2A, Cry2B (SCHNEPF et al., 1998).
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O produto comercial Agree® foi obtido por meio de uma linhagem hibrida GC91,
fazendo-se a transferéncia conjugada de um plasmideo da linhagem B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD191 dentro da linhagem B. thuringiensis subsp. aizawai HD135.
Esse produto contém ainda as proteinas CrylAc, CrylC, CrylD e Cry2 (LIU et al.,
2004).

O bioinseticida Xentari® € um inseticida que apresenta em sua constituicdo a bactéria
subsp. aizawai, contendo as proteinas CrylAa, CrylAb, CrylC e CrylD (LUCHO,
2004).

A biotecnologia é um ramo da ciéncia que aplica os conceitos da engenharia genética.
Assim, o resultado tecnoldgico € a obtencéo de plantas GM, ou seja, € um organismo
gue recebe um gene de outro organismo doador, e essa alteracdo no seu DNA faz
com que passe a expressar uma caracteristica que nao tinha. O mercado de
transgénicos na agricultura € cada vez mais expressivo, e no caso da cultura do
milho, a cada 100 hectares plantados, 30 sdo de milho geneticamente modificados
(EMBRAPA, 2015).

Os diferentes métodos de transformacao genética do milho podem ser divididos em
dois grupos: metodos indiretos e métodos diretos. A transformacao genética por meio
do método indireto utiliza a bactéria, Agrobacterium tumefaciens Smith & Townsend,
1907 para introduzir o gene de interesse (GDI) no genoma do milho. Na
transformacdo por meio de métodos diretos, o GDI € introduzido no genoma sem a
intervencdo de uma bactéria. O método direto mais usado para a producéo de milho
(GM) é o bombardeamento de células de milho com microparticulas metalicas. Nesse
contexto, os genes Cry que codificam a toxina da bactéria B. thrurigienses tem sido
utilizados na obtencao de plantas (GM) resistentes a insetos.

A atividade de cada toxina Bt atua de forma diferenciada e apresentam alta

especificidade dentro do mesmo grupo de insetos.
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Estudos toxicologicos revelam diferencas significativas em nivel de espécie.
Portanto, a estratégia de piramidacdo de dois ou mais genes Cry, expressando
diferentes toxinas numa mesma cultivar, ndo sO contribui para o0 manejo da
resisténcia, mas também aumenta a eficiéncia no controle de diferentes espécies de
insetos-praga. Nesse contexto, as toxinas Cry 1A(b) e Cry 1F tem atividade em
diferentes lepidépteros como S. frugiperda e D. saccharalis. Assim, uma das

bY

principais vantagens referentes a utilizagcdo de plantas (GM) com resisténcia a
insetos, é a reducdo na aplicacdo de inseticidas, principalmente, os de largo
espectro favorecendo a manutencéo de inimigos naturais. Outro fator relevante é a
reducdo dos custos de producgéo na lavoura. Assim, o uso de plantas (GM) torna-se

uma ferramenta importante para o MIP (CIRCULAR TECNICA, 20009).
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Resumo: Nao se conhecem os efeitos dos compostos a base de Bacillus thuringiensis para
insetos predadores como o crisopideo Chrysoperla externa. Assim, o trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito dos bioinseticidas Agree®, DipelWG® e Xentari® nas dosagens 1,5 gi.alL?; 0,8 g
ia L't e 0,5 g i.a L? respectivamente, sendo adicionada, na dieta para adultos, composta de
lévedo de cerveja + mel (1:1). O experimento foi conduzido em laboratério com temperatura
variando de 18°C no periodo noturno a 26 °C no periodo diurno. O delineamento foi o inteiramente
ao acaso, com cinco tratamentos e dez repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um casal
de insetos adultos. Avaliou-se o efeito dos bioinseticidas sobre a oviposi¢ao, viabilidade de ovos e
longevidade. As dietas, contendo bioinseticidas influenciaram na oviposicdo quando comparados a
testemunha. A viabilidade dos ovos de C. externa que se alimentou de dieta contendo DipelWG®
foi de 73,6%, diferindo significativamente, para o tratamento com Xentari®, sendo de 77,9%. O
tratamento-testemunha e aquele com dieta contendo Agree® nao diferiram entre si, com
viabilidade de 80,9% e 82,2%, respectivamente. Os compostos nédo afetaram a longevidade do
inseto, sendo que o tempo letal (TLs,) médio foi de 60,0 dias e independentemente do composto
utilizado, sendo observada sobrevivéncia de insetos por até 98 dias. Esses compostos nao

influenciaram no potencial reprodutivo de C. externa.

PALAVRAS-CHAVE: Crisopideo. Controle bioldgico. Bioinseticida.
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The effects of the compounds based on Bacillus thuringiensis for predator insects such as the
lacewing Chrysoperla externa are not known. So, the work was intended to evaluate the effect of
the bioinsecticides Agree®, DipelWG® and Xentari® at the dosages 1.5 gi.aL-1;0.8gi.aL-1and
0.5 g i.a L-1respectivelly, beer yeast + honey compound (1:1) being added to the diet for adults.
The experiment was conducted in laboratory with the temperature ranging from 18°C in the night
period to 26 °C in the day period. The design was completely randomized with five treatments and
ten replications, each replication being made up of a couple of adult insects. The effect of the
bioinsecticides upon oviposition, egg survival and longevity was evaluated. The diets containing
bioinsecticides influenced the oviposition when compared with the control. The survival of the eggs
of C. externa which fed on diet containing DipelWG® was of 73.6%, differing significantly for the
treatment with Xentari®, being of 77.9%. The control-treatment and the one with diet containing
Agree® did not differ from each other, with egg survival of 80.9% and 82.2%, respectively. The
compounds did not affect the insect’s longevity, the average lethal time (TL50) was of 60.0 days
regardless of the utilized compound, insect survival for till 98 days being observed. Those

compounds did not influence the reproductive potential of C. externa.

KEY WORDS: Green lacewing. Biological control. Bioinsecticide
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A demanda por aumento na producdo de alimentos é uma das principais
preocupacbes no mundo atual, tornando-se imperativo o uso dos produtos
fitossanitarios para o controle de pragas. Os insetos representam o0 maior
grupamento de animais e estima-se que 0s prejuizos causados as plantas por
insetos-praga, em todo mundo, sdo de aproximadamente 13% (TRIPLEHORN;
JOHNSON, 2005).

Nesse contexto, 0 manejo integrado de pragas — MIP surge como uma ferramenta
fundamental para reducdo do uso indiscriminado dos produtos fitossanitarios,
buscando a sustentabilidade do ambiente e um sistema agricola produtivo, a fim
de reduzir e/ou minimizar os impactos provocados pelo homem na agricultura

(MARTINS et al., 2004).

Pesquisas desde a década de 50 buscam métodos de controle mais eficientes de
insetos-praga e menos nocivos ao ambiente sdo realizadas, como por exemplo, 0
uso de agentes biologicos. Nesse contexto, o emprego do Bacillus thuringiensis
Berliner, € uma alternativa no controle de pragas. No mercado brasileiro estéo
registrados para comercializagdo nove produtos bioinseticidas tendo B.
thuringiensis como principio ativo. A utilizacdo desses produtos, no entanto, ainda
é limitado, em funcdo da perda de estabilidade, auséncia de translocacdo nas
plantas, espectro limitado de acdo e degradacdo rapida pela acdo da luz

ultravioleta (NAVON, 2000).

A toxicidade do B. thuringiensis acontece durante o processo da sua esporulacéo
no sistema digestoério, produzindo inclusbes proteicas cristalinas, as quais séo

responsaveis pela intoxicacdo de varias espécies de insetos.
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Essas proteinas sdo compostos polipeptidicos conhecidos como &-endotoxinas ou
proteinas Cry, sendo altamente toxicas para larvas de diversos insetos-praga (FIUZA,
2010). O B. thuringienses pode produzir varias outras toxinas, como &-exotoxina, -
exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases que também
possuem acdo toxica a insetos (MACEDO, 2012). Entdo, os insetos predadores
formam um grupo diversificado em ecossistemas naturais e agroecossistemas,
atuando na regulacdo populacional de diversos artropodes fit6fagos, como por
exemplo, o crisopideo Chrysoperla externa (Hagen,1861). Para essa espécie
predadora encontrada na Regido Neotropical, ndo se conhece quais sé&o os efeitos
dos bioinseticidas sobre seus aspectos biolégicos. Nesse contexto, o predador C.
externa pode estar exposto aos bioinseticidas quando se alimentam de pdlen de
diversas plantas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a fecundidade, viabilidade
de ovos e longevidade de adultos de C. externa alimentados com dieta artificial

contendo proteinas Cry presentes nos bioinseticidas Agree®, DipelWG® e Xentari®.

Os experimentos foram realizados em laboratorio utilizando-se produtos inseticidas a
base de B. thuriengiensis nas dosagens maximas recomendadas para o controle de
lepidopteros-praga (Tabela 1).

Cada aliquota do bioinseticida ap6s a pesagem foi diluida em 10 mL de agua
destilada, homogeneizada e incorporada a dieta a base de Iévedo de cerveja e mel
(1:1) até a obtencdo de consisténcia pastosa. Os adultos de C. externa foram
alimentados com a dieta fornecida em tiras de parafilm® dispostas no interior das
gaiolas, sendo substituida a cada dois dias para evitar fermentagcdo. O
acondicionamento dos adultos foi em gaiolas de PVC de 10,0 cm diametro x 10,0 cm
de altura, revestidas internamente com papel de filtro-branco, sendo a
extremidadesuperior coberta com tecido tipo organza e a base apoiada em uma
placa de Petri, forrada com papel-filtro. A 4gua foi fornecida por meio de um frasco de

10 mL, com um chumaco de algoddo embebido em agua destilada.
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Tabela 1 Nome técnico, comercial, concentracdo, grupo quimico e proteinas dos

bioinseticidas avaliados.

Técnico Comercial
| Ab, | Aa,
Bacillus . o Silaies Gz
. .. Dipel® 0,008 Biologico CrylAc, Cry2A,
thuringiensis
Cry2B
Bacill CrylAa, CrylAb,
?q.us . Xentari® 0,005 Biologico ryioa, -1y
thuringiensis CrylC, CrylD
Bacillus CrylAc, CrylC,
A 0,015 Biologi
thuringiensis gree® e CryID, Cry2

O ensaio foi formado por cinco tratamentos, sendo trés com cada um dos
bioinseticidas B. thuringiensis, um tratamento-testemunha de dieta pura e o quinto
tratamento complementar composto pela oxadiazina, na dosagem 0,0008g/10,0 ml de
agua, considerado altamente téxico aos adultos de C. externa. Esse tratamento foi
utilizado para se confirmar a alimentacdo dos insetos das dietas contaminadas. O
delineamento foi inteiramente, casualizado com dez repeticdes e cada uma delas
formada por um casal de crisopideos com até 24hs de idade. Avaliaram-se os
parametros: periodo de pré-oviposicao, oviposicdo diaria e total até o 34° dia,
viabilidade de ovos e longevidade durante toda a fase adulta de machos e fémeas.

As unidades de contencdo foram mantidas em laboratério a temperatura ambiente
variando de 18°C no periodo noturno a 26 °C no periodo diurno. Trés dias apos o
confinamento dos adultos, iniciaram as avaliacbes dos parametros biologicos
relacionadas ao potencial reprodutor desse crisopideo durante 34 dias consecutivos.
Em relacdo a viabilidade de ovos, foram coletados diariamente e de forma aleatoria em
todos os tratamentos, 70 ovos os quais foram individualizados em placas de
microtitulacdo cobertas com filme de PVC transparente. As placas foram mantidas em
sala com temperatura em condi¢cdes naturais durante sete dias, considerado tempo

suficiente para iniciar a eclosao das larvas.
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Em todos os experimentos os dados obtidos foram analisados utilizando o software R
(2014). Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de sobrevivéncia
utilizando o pacote Survival (Therneau, 2014) utilizando a distribuicdo de Weibull.
Posteriormente, calcularam-se os valores dos tempos letais médios (LT50) para cada
tratamento. Os dados de fecundidade média foram analisados pela rotina dos modelos
lineares generalizados com distribuicdo de Poisson e funcéo de ligacdo “logit”, sendo
as médias comparadas por meio do contraste entre modelos. Para os dados de
viabilidade dos ovos, esses foram submetidos a rotina dos modelos lineares
generalizados porém, assumindo a distribuicdo binomial e funcéo de ligacéo “logit” com
as médias igualmente comparadas pelo contraste entre modelos.

Constatou-se que no tratamento em que foi usado o composto oxadiazina, os adultos
morreram em até trés dias. Os resultados obtidos nesse tratamento n&o foram
utilizados nas analises estatisticas, mas foram importantes para validar o protocolo

utilizado.

Quando se iniciou a observacdo do periodo de pré-oviposicdo, constatou-se
comportamento semelhante em todos os tratamentos avaliados, sendo que a
oviposicdo foi iniciada no sexto dia apds acasalamento (Tabela 2). Evidenciou-se
acréscimo na quantidade diaria de ovos depositados pelos adultos alimentados com os
bioinseticidas cujo principio ativo era B. thuringiensis, em que os compostos Xentari®,
Agree® e Dipel® contribuiram para um aumento na oviposi¢cao do predador, quando
comparado ao tratamento testemunha, durante os 34 dias de avaliacdo consecutiva
dos bioinseticidas. Adultos que se alimentaram de dieta contendo Dipel® ovipositaram
8,5710,38 ovos/dia e para o Xentari® a oviposicao foi de 10,00£0,40 ovos/dia. Para o
tratamento Agree® o numero de ovos foi de 9,94+0,43 ovos/dia e no tratamento
testemunha a média foi de 8,09+0,37 ovos/dia (Tabela 2). Tabela 2 Oviposicéo diaria,
total, periodo embrionario, pré-oviposicao e viabilidade em % (+ EP) de Chrysoperla

externa alimentada com dieta artificial contendo Bacillus thuringiensis
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Diario* Total

8,57+0,40 b 2915b 6,8+0,49 a 73,611+0,02 c
10,00+0,40 d 3.403 d 6.610,46 a 77,90+0,01 b
9,9410,43 c 3.381 c 6,9+0,28 a 82,23+0,01 a
8,09+0,38 a 2751 a 6,7£0,32 a 80,90+0,01 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo contraste entre
modelos.

A fecundidade total durante os 34 dias de avaliacdo dos adultos que se alimentaram de
dieta contendo Xentari®, foi de 3.403 ovos. Para os insetos que se alimentaram de dieta
contendo Agree® foi de 3.381 ovos e, para o tratamento contendo Dipel®, a oviposicao
total foi de 2.915 ovos. Para o tratamento testemunha, a oviposi¢éo foi de 2.751 ovos.
Constatou-se aumento significativo quando comparado ao tratamento testemunha na
porcentagem de oviposicdo dos adultos, sendo de 5,9% em relacéo ao controle quando
a dieta foi Dipel®, 22,9% ao ser usado o Agree® e de 23,7% quando se empregou o
Xentari® (Tabela 2). Em relacdo ao parametro oviposi¢do, quando utilizando outro
inseto, Morse; Zareh (1991) observaram que a fecundidade do tripes Scirtothrips citri
(Moulton, 1909) aumentou significativamente nas folhas de citros que continham
inseticidas, quando comparados com folhas nédo tratadas. Porém, Mason et al (2008)
constataram que a toxina CrylAb causou uma diminui¢cdo do niumero medio de ovos de
Chrysoperla plorabunda (Fitch). Em razdo que possivelmente os cristais proteicos
presentes no Dipel, Xentari e Agree influenciaram no comportamento de oviposicéao
desse crisopideo, fazendo com que se constatasse aumento no numero de 0vos
depositados. Esse aspecto necessita ser melhor investigado e caracterizado para se

determinar qual ou quais fatores interferiram nesse parametro biologico.
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Pode-se imaginar algum fator, por exemplo, hormoligosis. Esse termo é aplicado ao
fendmeno em que quantidades subletais de agentes de stress, tais como produtos
quimicos, antibidticos, horménios, temperatura, radiacdo e etc. sdo estimuladores de
um organismo, proporcionando maior eficiéncia no desenvolvimento de sistemas
metabolicos ou fisiologicos para lidar em um ambiente subotimo. Pode-se considerar
gue a ocorréncia desse fator por meio do empregode inseticidas na agricultura é um
fendmeno comum, mas raramente monitorado. Portanto, avaliacdo cientifica desse
fendmeno sera importante para poder se compreender e entender eventuais surtos de
determinadas pragas e avaliar as eventuais falhas nos programas de controle de
pragas causadas por um aumento drastico nas populacbes de insetos (ABIVARD,
2008).

Em relacdo a viabilidade dos ovos, evidenciou-se reducdo nos tratamentos com Dipel®
e Xentari® sendo que a viabilidade média para ovos de C. externa variou de 73,61%
para Dipel®; 82,23% para Agree® e 77,90% para o Xentari® (Tabela 2). Os
tratamentos testemunha e aquele contendo Agree® nao diferiram entre si, sendo
constatadas viabilidades de 80,90% e 82,23%, respectivamente. Esses resultados
diferiram daqueles obtidos por Tian et al (2013), em que ndo foram detectadas
diferencas na viabilidade de ovos quando fémeas de C.

rufilabris foram alimentadas com uma dieta contendo a proteina Cry 1Ac, Cry 2Ab e Cry
1F. Pode-se inferir que os bioinseticidas Dipel® e Xentari® influenciaram na reducédo
significativa do niamero de ovos de C .externa, uma vez que esses compostos possuem
maiores concentracbes de toxina por grama de produto, isso € 95,0 mg. Quando
utilizado o Agree®, em funcdo da concentracdo 49,0 mg da toxina por grama de
produto junto com a dieta, foi superior em relacdo aos demais compostos e
assemelhou-se a testemunha. Considerando as diferengas encontradas no namero de
ovos e também na viabilidade, torna-se necessario o desenvolvimento de pesquisas
futuras para se avaliar o

efeito dessas proteinas no aparelho reprodutor de C. externa.

Em relacdo a longevidade dos adultos de C. externa alimentados com dietas contendo
bioinseticidas com B. thuringiensis, constatou-se que os compostos ndo afetaram a
longevidade do inseto. O tempo letal (TLs;,) médio foi de 60,02 dias,
independentemente do tipo de Bt empregada, sendo observada sobrevivéncia de

insetos por até 98 dias (Figura 1).
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» Figura 1 Longevidade de Chrysoperla externa alimentada com |évedo de cerveja +
mel (1:1) em associagdo com bioinseticidas.

» Os resultados obtidos diferiram daqueles constatados por Dutton et al (2003), que
ao observarem hospedeiros alimentados com Dipel® verificaram que houve um
prolongamento no tempo de desenvolvimento do predador Chrysoperla carnea
(Stephens).

» Os resultados dessa pesquisa assemelharam-se aos de Bobrowski et al. (2003), os
guais observaram que produtos a base de Bt ndo causaram efeito deletério sobre
predadores e parasitoides. Resultados apresentados por Yamamoto e Bassanezi
(2003) com produtos fitossanitarios para C. externa, evidenciaram que o0 produto
Dipel® mostrou ser indcuo para adultos do predador. De forma semelhante, Bastos
et. al. (2007) constataram que Dipel® também foi in6cuo para C. externa
evidenciando que os resultados do presente trabalho encontram-se de acordo com

agueles constatados na literatura pertinente.

» Adultos alimentados com a dieta contendo os bioinseticidas Dipel®, Xentari® e

Agree® provocaram aumento na fecundidade diaria e total de C. externa.

» A viabilidade dos ovos de C. externa foi afetada quando adultos foram alimentados
com dieta contendo os compostos Dipel® e Xentari®, contudo, nao foi observada
guando se utilizou dieta contendo o composto Agree®.

» A longevidade de machos e fémeas de C. externa nédo foi influenciada quando

foram alimentados com dietas contendo os produtos Dipel®, Xentari® e Agree®.
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Resumo: Objetivou-se avaliar a interacdo entre as cultivares de milho GM DKB390PRO (VTPRO)
expressando as proteinas CrylA105 e Cry2Ab2, seu isohibrido DKB390 e o convencional DKB399;
2B587HX (RI) expressando CrylF, seu isohibrido 2B587 e a cultivar convencional 30A68, com ninfas
de Schizaphis graminum (Rondani) ou lagarta de terceiro instar de Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) e larvas de primeiro, segundo e terceiro instares de Chysoperla externa (Hagen).

Avaliou-se também a preferéncia alimentar das larvas do predador para as ninfas de S. graminum e
lagartas de terceiro instar de S. frugiperda, alimentadas do milho trangénico DKB390PRO e seu
isohibrido. As larvas de C. externa foram individualizadas em placas de Petri de 5 cm de didametro
contendo dois grupos de presas, sendo o primeiro formado por aqguelas oriundas de plantas Bt e o
segundo por seu isohibrido. Avaliaram-se a preferéncia pela presa, o tempo de busca e manuseio de
larvas de C. externa. Para o teste de interacdo entre as cultivares de milho com larvas de C. externa
quando alimentadas com hospedeiros mantidos em milho Bt, foram individualizadas 30 larvas por
instar mantidas em tubos de vidro de 2,5 cm de didmetro x 8,5 cm de altura. O delineamento foi
inteiramente ao acaso com seis repeticdes e cada repeticdo, com cinco larvas para cada instar. Para
as larvas de C. externa, foram ofertadas ninfas de S. graminum ou lagartas S. frugiperda como
alimento avaliando-se o consumo de presas, desenvolvimento, viabilidade dos ovos, longevidade dos
insetos oriundos de larvas alimentadas com as presas mantidas nas cultivares de milho. Observou-
se que nao ocorreu diferenca significativa no consumo e tempo de desenvolvimento dos estagios do
predador alimentado com ninfas de S. graminum. Também nao foram observados efeitos negativos
na viabilidade dos ovos e longevidade das larvas de C. externa alimentadas com os afideos,
oriundas de milhos transgénicos, isohibridos e convencional. Quando alimentadas com S. frugiperda
oriundas das diferentes cultivares de milho, observou-se que o consumo de presa por C. externa ndo
foi afetado. Verificou-se que ndo houve diferenca significativa para os parametros: tempo de
desenvolvimento, viabilidade dos ovos e tamanho das larvas de C. externa que se alimentou de
lagartas mantidas em cultivar Bt, assim como pelo seu isohibrido e a cultivar convencional. Para a
longevidade dos adultos oriundos de larvas alimentadas com lagarta S. frugiperda o tempo letal
(TLsp) foi de 59,66 dias, sendo observada a sobrevivéncia de insetos por até 90 dias. N&o foram
observadas diferencas preferenciais alimentares entre S. graminum e S. frugiperda. Constatou-se
que o tempo de busca e manuseio da larva de C. externa nao foi influenciado pela proteina Cry.

PALAVRAS-CHAVE: Predacao. Presa. Transgénico
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The present work intended to evaluate the interaction among the cultivrs of corn
GM DKB390PRO (VTPRO) expressing proteins CrylA105 and Cry2Ab2, their
isohybrid DKB390 and the conventional DKB399; 2B587HX (RI) expressing
CrylF, its isohybrid 2B587 and a conventional isohybrid 30A68, with third or
fourth-instar nymphs of Schizaphis graminum or third-instar caterpillar of
Spodoptera frugiperda and first, second and third instar larvae of the predator
Chysoperla externa. Also the feeding preference of the larvae of predator for the
nymphs of S.graminum (Rondani) and third-instar caterpillars of S. frugiperda
(J.E. Smith), fed the transgenic corn DKB390PRO and its hybrid was also
evaluated. The larvae of C. externa were singled on Petri dishes 5 cm in diameter,
containing two groups of preys, the first one being formed by those coming from
Bt plants and the second one by its isohybrid. Preference for the prey, searching
time, the handling of larvae of C. externa were evaluated. For the test of
interaction among the corn cultivars with larvae of C. externa when fed hosts kept
on Bt corn, 30 larvae of the predator were singled per instar, evaluated in glass
tubes 2.5 cm in diameter x 8.5 cm in height. The design was completely
randomized with six replications in each replication with five larvae for each instar
of the predator. To the larvae of C. externa were given nymphs of S. graminum or
caterpillars S. frugiperda as food and were evaluated the consumption of preys by
the predator, the developmental time, egg viability, the longevity of the insects
coming from larvae ffed the preys kept on the corn cultivars. It was found that no
significant difference took place in the consumption and developmental time of the
stages of the predator fed nymphs of S. graminum. Also, no negative effects on
the egg viability and longevity of larvae of C. externa fed the aphids coming from
transgenic isohybrid and conventional corns were observed. When fed S.
frugiperda, coming from the different corn cultivars, it was found that the prey
consumption by C. externa was not affected in a Bt corn did not influence the

biological and predation aspects of C. externa.

KEY WORDS: Predator. Prey. Transgenic
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O emprego de plantas geneticamente modificadas (GM) traz beneficios para os
produtores que necessitam fazer o controle de pragas. Esses visam reduzir os
custos de producdo com o uso de inseticidas que contribuem de forma indireta,
com a fauna de organismos benéficos associados as plantas -cultivadas
(RODRIGO-SIMON et al., 2006).

Nas plantas transgénicas a concentracao de proteinas Cry € variavel em funcao da
fenologia da planta. Assim, o uso de plantas (GM) pode, em tese afetar o controle
biolégico natural por meio de efeitos diretos e indiretos sobre inimigos naturais
(BOREM; ALMEIDA, 2011).

Pesquisadores e ambientalistas tem exteriorizado preocupacdo em relacdo ao uso
de milho Bt e as consequéncias ecoldgicas sobre organismos nao alvos, entre eles
0s que desempenham importante papel no controle de pragas (ROMEIS et al.,
2006). As plantas (GM) foram regulamentadas no Brasil pela Lei N° 11.105/2005
gue estabelece normas de seguranca e mecanismos de fiscalizacdo de atividades
gue envolvam organismos geneticamente modificados (OGM) e seus derivados.
Seguem também o Decreto 5.591/2005 que regulamenta essa Lei (BRASIL,
2005a,b). Dentre as grandes culturas produzidas no Brasil sdo comercializadas
sementes transgénicas de soja e milho, resistentes a herbicidas e insetos (JAMES,
2010).

Estima-se que a producdo global de milho transgénico e convencional na safra
2015/16 podera atingir o recorde de 1,0 bilhdo de toneladas. Na safra 2014/15, a
producdo mundial foi estimada em 999,4 milhdes de toneladas. . O Brasil ocupa
lugar representativo no mercado de milho, sendo o terceiro maior produtor mundial
desse cereal (ABRAMILHO, 2015).

Foram colhidos 80 milhdes de toneladas na safra 2013/2014 cultivados em 15,8
milhdes de hectares e rendimento de 5.057 kg/ha (CONAB, 2014).
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Para a safra 2014/15 estima-se producao de 82,1 milhdes de toneladas, com uma area
de milho geneticamente modificado de 12,5 milhGes de hectare, e uma taxa de adoc¢ao
e tecnologia de 82,6% (ABRAMILHO, 2015).

Durante o ciclo de desenvolvimento, a cultura do milho pode sofrer injurias/danos de
insetos-praga, causando perdas econdmicas ao produtor. A identificacdo das espécies
gue sao nocivas a cultura é essencial para a adocdo de medidas de controle quando
necessario. Assim, destacam-se 0s insetos relacionados a cultura do milho a lagarta
do cartucho, lagarta da espiga, curugqueré-dos-capinzais, lagarta-rosca, lagarta-
elasmo, broca-do-colmo, pulgdo-do-milho, entre outros (ZUCCHI et al., 1993).

Nesse contexto, os insetos predadores formam um grupo diverso no ecossistema e
muito importante no MIP. Dentre os predadores de importancia para o controle de
pragas no ambiente agricola, os insetos pertencentes a familia Chrysopidae, entre eles
Chrysoperla externa (Hagen, 1861), destacam-se pela sua ampla distribuicao
geografica, ocorréncia em varios agroecossistemas, assim como seu potencial de
predacdo dos insetos-praga tais como, pulgdes, moscas-brancas, cochonilhas e
lagartas entre outros (CARVALHO; SOUZA, 2009). Para essa espécie predadora
encontrada na Regidao Neotropical ndo se conhece quais sédo os efeitos das toxinas
presentes nas plantas Bt. Assim, o trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de
lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E.Smith) e o pulgdo Schizaphis graminum
(Rondani) criados em plantas de milho (GM) DKB390PRO expressando as proteinas
Cry1A105, Cry2Ab2, 2B587HX com a proteina CrylF, os isohibridos DKB390, 2B587;
as cultivares convencionais DKB399 e 30A68.

Os insetos-praga criados nessas plantas foram utilizados como presa avaliando-se a
preferéncia alimentar das larvas de C. externa nos trés instares em ensaio de livre

escolha.

Para realizacdo dos bioensaios, foram semeados o cultivar de sorgo DKB550 Dekalb e
do milho Bt da cultivar DKB390PRO contendo CrylA105 e Cry2Ab2; e também da
cultivar 2B587HX contendo CrylF, sendo semeadas em vasos de 20 cm de diametro
com 25 cm de altura, mantidos em casa de vegetacdo e adubados com NPK, na

formulacdo 04-14-08 + 0,3% de Zn, na proporcao de trés kg/1000kg de solo.
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Quando as plantas de sorgo e milho atingiram 15 cm de altura, foram transferidas
para camaras climaticas mantidas a 22° + 2 °C, UR 70 = 10% e fotofase 12 horas em
gaiolas de acrilico de 40 cm de lado x 60 cm de altura revestidas com cartolina branca
para melhor visualizacao dos insetos.

Os pulgbes utilizados foram criados em plantas de sorgo mantidas nessas camaras
climaticas durante um periodo de 15 dias e transferidos para as folhas dos milhos Bt
DKB390PRO e 2B587HX, os isohibridos e milho convencional. Nessas plantas os
pulgbes foram mantidos durante um periodo de 20 dias para, posteriormente, com
auxilio de um pincel, serem retirados e fornecidos as larvas de C. externa que
estavam sendo mantidas em tubos de vidro de 2,5cm de didmetro x 8,5 cm de altura
vedados com filme de PVC laminado. Em relacdo a obtencdo de lagartas de S.
frugiperda, essas foram criadas em dieta artificial e mantidas a 25 + 2 °C, 70 + 10%
UR e fotofase de 12 horas, conforme metodologia utilizada por Sa et al. (2009).

Para a montagem dos bioensaios foram realizados testes preliminares visando
determinar a susceptibilidade das lagartas a proteina contida nas cultivares dos
milhos Bt. Para esse procedimento empregou-se em cada condi¢cdo, 20 lagartas
recém-eclodidas e lagartas com 24; 72 e 96 horas de idade. ApGs dez horas foi
observado mortalidade de 100 % das lagartas recém-eclodidas. Usando lagartas com
24 horas de idade, observou-se mortalidade de 80%. Quando as lagartas estavam
com 72 horas a mortalidade foi de 75% e com lagartas de 96 horas de vida, 80% de
individuos sobreviveram nas 10 primeiras horas de avaliacdo. Assim, estabeleceu-se
que a idade ideal e comprimento das lagartas a serem oferecidas as larvas de
primeiro, segundo e terceiro instares C. externa seria com 70 horas. Lagartas com 60
horas de idade foram mantidas alimentando-se das folhas de milho Bt por 10 horas,
obtendo-se sobrevivéncia de 60%. Para as cultivares de milho isohibrido e
convencional foram observados sobrevivéncia de 99% de individuos. Para constatar
gue as lagartas haviam ingerido as folhas de milho, forneceu-se apenas lagartas que
apresentavam a coloracéo esverdeada, sendo o indicativo de que haviam alimentado
das folhas dos cultivares. Visando atender os objetivos propostos, foram realizados os
ensaios nas cultivares de milho, sendo: 1. Avaliacdo do consumo e duracéo do

desenvolvimento de larvas de C. externa alimentadas com S. graminum 2.
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Avaliagédo da longevidade de machos, fémeas e viabilidade dos ovos oriundos dos
adultos cujas larvas foram alimentadas com pulgdes. 3. Avaliagdo do consumo e
duracdo do desenvolvimento de larvas de C. externa alimentadas com S.
frugiperda. 4. Avaliacdo da longevidade de machos, fémeas e viabilidade dos ovos
oriundos dos adultos cujas larvas foram alimentadas com lagartas de S. frugiperda.
5. Avaliacdo do tamanho das larvas do predador quando alimentadas com pulgdes
elou lagartas de S. frugiperda. Em todos os ensaios utilizou-se o delineamento
inteiramente ao acaso e cada tratamento constituido de seis repeticdes com cinco
larvas por repeticao por instar do predador. O registro do comprimento de larvas foi
feito utilizando-se equipamento fotografico Nikon D3000, recurso manual,
velocidade 1/15, abertura 5.6 e iso 1800. As larvas foram colocadas em uma folha
de papel milimetrado, e imediatamente realizadas as fotografias em 10 larvas de
primeiro, segundo e terceiro instares de C. externa de cada tratamento, dois dias do
inicio da alimentacdo com as lagartas S. frugiperda, obtendo-se o comprimento das
larvas do predador. Para a determinagéo da viabilidade dos ovos foram formados
casais oriundos do experimento proveniente das larvas de C. externa mantidas em
condi¢cdes semelhantes aos ensaios realizados anteriormente. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos e 10
repeticbes, sendo cada parcela constituida por um casal. Em cada tratamento
foram coletados aleatoriamente 70 ovos diariamente, 0s quais eram
individualizados em células de placas de microtitulacdo cobertas com filme de PVC
para determinacéo da viabilidade.

Para realizacdo dos ensaios de preferéncia alimentar, as plantas de milho das
cultivares avaliadas foram mantidas em condi¢des climaticas de forma semelhante
aos ensaios precedentes e inoculadas com os pulgdes. Simultaneamente, lagartas
de S. frugiperda de até 60h de idade foram criadas em dieta artificial. Apos esse
tempo foram transferidas para as plantas de milho, com as mesmas condicbes
climaticas e alimentadas durante o periodo de 10 horas.

Larvas de primeiro instar de C. externa provenientes da criagdo de manutencao,
foram individualizadas em tubos de vidro de 2,0 cm de diametro x 8,5 cm de altura,
mantidos a 25 + 2°C, e 70 + 10% de umidade e 12 horas de fotofase. Para

obtencao de larvas de segundo e terceiro instares de C.
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externa, e mantidas nas mesmas condic¢des foi necessario alimenta-las com ovos de
Anagasta kuehniella (Zeller).

O delineamento foi inteiramente casualizado com 30 repeticbes com uma larva por
repeticdo por instar do predador; e com duas combinagdes de cultivares de milho Bt
DKB390PRO e o isohibrido DKB390, as combinac¢des dos insetos S. frugiperda e S.
graminum para os testes de preferéncia, tempo de busca e manuseio das larvas do
predador. As combinacdes foram: lagartas S. frugiperda mantidas em milho
DKB390PRO e DKB390; S. graminum mantidos em milho DKB390PRO e DKB390;
S. frugiperda mantidos em DKB390PRO e S. graminum mantidos em DKB390; S.
frugiperda mantidos em DKB390 e S. graminum mantidos em DKB390PRO; S.
frugiperda mantidos em milho DKB390PRO e S. graminum mantidos em milho
DKB390PRO; S. frugiperda mantidos em DKB390 e S. graminum mantidos em
DKB390.

As lagartas com 70 horas e os pulgdes,que estavam sendo mantidos nas cultivares
DKB390PRO e DKB390 foram retirados das folhas do milho com um pincel de ponta
fina e colocados em uma placa de Petri e levados ao congelador por um periodo de 1
minuto para serem imobilizados. Em seguida foram transferidos para uma arena
constituida por uma placa de Petri de 5,0 cm de didametro contendo os dois grupos de
presas para livre escolha. Durante o periodo de observacbes dos ensaios foi
constatado que as presas permaneciam imoéveis durante quatro minutos e vinte
segundos. Ao mesmo tempo as larvas de C. externa de primeiro, segundo e terceiro
instares foram mantidas em jejum durante um periodo de 24 horas e posteriormente
foram colocadas no centro da arena com um pincel de ponta fina. Os tempos eram
tomados com auxilio de um cronémetro, avaliando-se: a presa escolhida, tempo de
busca e manuseio das presas pelas larvas de C. externa. O tempo de busca
correspondeu ao periodo em que a presa ficou exposta ao predador, até a sua
captura. O periodo de manuseio correspondeu ao tempo em que o predador ficou em

contato com a presa, durante o processo de alimentacao.
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As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (2014). Nas
avaliagoes de longevidade, de adultos de C. externa os dados de mortalidade
foram analisados utilizando o pacote Survival (THERNEAU, 2014) assumindo a
distribuicdo de Weibull, sendo os diferentes tratamentos comparados por meio do
contraste entre modelos. Posteriormente, calculou-se os tempos letais médios
(TLgy). Os dados de consumo total de presas (pulgdo ou lagarta) foram
analisados utilizando a rotina de modelos lineares generalizados com distribuicéo
de Poisson e funcao de ligacdo “log”. Naquelas situacdes onde houve diferenca
significativa, os tratamentos foram comparados por meio do contraste entre
modelos com posterior calculo das médias + erro padrdao. Onde foi apresentado o
consumo de presa e a duracdo dos instares do predador, calcularam-se somente
os valores médios seguidos dos respectivos erros padrdo. A viabilidade dos ovos
foi submetida a rotina de modelos lineares generalizados com distribuicdo
Binomial e funcéo de ligacdo “logit”, sendo as médias comparadas por meio do
contraste entre modelos. Na avaliagdo onde se mensurou o comprimento das
larvas de C. externa, os dados foram analisados pela rotina de modelos lineares
generalizados com distribuicdo de Poisson e funcao de ligacao “identity”. De igual
maneira, as meédias de cada tratamento foram comparadas por meio de contraste
entre modelos. Para o estudo de preferéncia alimentar, utilizou-se o teste de
homogeneidade de qui-quadrado o qual tem como objetivo verificar se uma
variavel aleatOria apresenta comportamento similar entre as duas condi¢fes
impostas. Nos estudos de tempo de busca da presa e tempo de manuseio da
primeira presa, os valores de tempo em horas, foram submetidos a analise
estatistica, assumindo a rotina de modelos lineares generalizados com
distribuicdo normal e funcao de ligacédo “identity”. Como as comparacdes foram
realizadas entre pares, os quais eram formados pelas diferentes condicoes,
somente o resultado da ANOVA foi suficiente para avaliar a diferenca estatistica
entre cada tratamento. Posteriormente, calcularam-se as meédias e 0s erros

padréo.
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Da observacdo dos experimentos de consumo e tempo de desenvolvimento de C.

externa quando alimentadas com pulgdes S. graminum

mantidos nos cultivares DKB390PRO e 2B587HX, constatou-se que n&o houve
diferenca entre os tratamentos, ao se comparar o consumo em funcdo do instar
(Tabela 1). Foi observado que para larvas de primeiro instar ocorreu uma média de
consumo de 13,27 pulgdes com um tempo de desenvolvimento de 2,53 dias. Para
larvas de segundo instar observou-se uma média de consumo de 31,42 pulgdes e um

tempo de desenvolvimento de 5,46 dias e para larvas de terceiro instar

obteve-se um consumo médio de 95,88 pulgdes com uma duracdo de 8,85 dias. Foi
constatado também que o consumo total de afideos por larvas de C. externa variou de
52,1842,13 a 53,25+2,24 pulgbes, ndo diferindo quando o predador se alimentou dos
afideos nos diferentes tratamentos (Tabela 1). Com base nesses resultados, uma
hipotese a ser considerada € que o pulgdo tenha ingerido uma quantidade de seiva
contendo baixo teor de proteina toxica, a qual foi insuficiente para provocar algum tipo
de dano as larvas de C. externa. Pode-se também considerar que o predador ndo seja
sensivel as proteinas e isso pode ser um dos fatores de néo ter sido causado nenhum

dano ao predador quando ingeriu pulgbes mantidos em cultivares Bt.

Tabela 1 Consumo, tempo de desenvolvimento em dias (x EP), consumo total e a
viabilidade (%) de larvas de Chrysoperla externa alimentada com Schizaphis
graminum mantidos em cultivares DKB390PRO, DKB390 e DKB399; 2B587HX, 2B587
e 30A68.
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Tempo de Tempo de Tempo de
Consumo* desenvolv Consumo* desenvolv Consumo* desenvolv

imento* imento* imento*
13,19+0,4 2,38+0,10 31,37+0,5 5,29+0,08 93,86+0,9 8,82+0,11 52,18+2,1 86,47+
3a a 0a a 5a a 3a 0,01 a

13,15+0,4 2,55+0,10 31,92+1,4 5,51+0,08 96,55+0,6 8,89+0,12 52,69+2,1 84,49+
0a a 0a a la a 9a 0,01 a

13,02+0,4 2,66+0,10 32,36+1,5 5,57+0,09 96,00+1,0 9,11+0,12 53,17+2,2 84,76+
0a a 0a a 2a a 0a 0,01 a

13,37+0,5 2,59+0,10 30,66+1,1 5,53+0,07 95,92+1,1 8,89+0,11 53,09+2,2 86,74+
0a a 6 a a la a 5a 0,01 a

13,43+0,4 2,47+0,10 31,18+0,9 5,42+0,07 96,14+1,0 8,64+0,11 52,29+2,2 87,71+
4 a a la a 3a a 4 a 0,01 a

13,50+0,4 2,53+0,10 31,03+1,9 5,49+0,07 96,81+0,8 8,80+0,11 53,25+2,2 84,68+
7 a a la a 4 a a 4 a 0,00 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo contraste
entre modelos.

Os resultados da presente pesquisa assemelharam-se aqueles de Mota et al (2012),
gue analisaram o efeito da toxina CrylAc sobre o predador C. externa alimentado com
pulgdo Aphis gossypii (Glover) mantidos em algodao Bt (NUOPAL) e convencional
(DeltaOPAL). Os resultados observados revelaram que a biologia e o desenvolvimento
de larvas de C. externa ndo foram afetados quando se alimentaram de pulgdes
mantidos em plantas Bt quando comparados com plantas nao Bt.

Os resultados aproximam-se dos de Torres et al (2006), em que nao observaram
nenhum efeito nas caracteristicas bioldégicas do predador Chrysoperla rufilabris
(Burmeister) quando alimentou-se de afideos que estavam em algodao contendo a
proteina CrylAc.

O presente estudo corrobora com os resultados observados por Romeis et al (2014),
evidenciados em uma compilacdo de trabalhos com afideos, na qual o predador C.
carnea nao é afetado pelo milho contendo Cry 1Ab. Esses resultados podem ser
positivos para o uso associado de plantas Bt e o inimigo natural para o controle de

pragas no campo.
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Ainda em relacdo ao parametro consumo, foi observado uma diferenga gradativa do
consumo de pulgdes por de larvas de primeiro, segundo e terceiro instares de 13,19;
31,37 e 93,86 pulgdes, respectivamente. Os resultados da pesquisa assemelharam-
se aos de Maia et al. (2004), que estudando o consumo de C. externa em
Rhopalosiphum maidis (Fitch), observou um aumento proporcional em funcao do
estagio de desenvolvimento da larva do crisopideo, sendo 0 consumo maior no
terceiro instar do predador. As observacdes do aumento do consumo de larvas de C.
externa relacionam-se com os trabalhos de Alcantra et al. (2008); Auad et al. (2007) e
Souza et al. (2008), em que larvas do terceiro instar sGo as mais vorazes,
representando cerca de 66% do total dos alimentos consumidos pelo predador nessa
fase. Assim, os resultados observados do aumento de consumo de pulgbes por
larvas de C. externa deve-se a maior necessidade nutricional & medida que mudam
de instar, aliado ao seu crescimento corporal propriamente dito. Ao se avaliarem as
viabilidades dos ovos de C. externa quando oriundos de adultos alimentados com S.
graminum mantidos nos diferentes cultivares de milho, observou-se que ndo houve
diferencas significativas, com médias entre 84,5+0,01 a 87,7+0,01% (Tabela 1). Os
resultados obtidos no presente trabalho sdo semelhantes aos de Guo et al. (2008),
0S quais observaram que pulgdes A. gossypii mantidos em algoddes transgénicos
GK12 e NUCOTN99B e oferecidos a Chrysopa pallens (Rambur) ndo causou
diferenca na viabilidade dos ovos oriundos de fémeas do predador que se alimentou

de plantas transgénicas.

Em relagéo a longevidade, verificou-se que ndo houve diferenca significativa para C.
externa alimentadas com S. graminum mantidos nos diferentes cultivares na fase
larval. O tempo médio foi de 53 dias, sendo registrada a morte do ultimo inseto aos

98 dias ap6s a emergéncia dos adultos (Figura 1).
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Figura 1 Longevidade de Chrysoperla externa alimentados na fase larval com pulgéao
Schizaphis graminum.

Assim, pode-se mencionar que as larvas de C. externa parecem néo sofrer efeito de
nenhuma das proteinas Bt nas condi¢cées observadas no presente estudo, e isso é
um fator positivo para utilizagdo do controle biol6gico com esse crisopideo associado

ao uso de plantas Bt.

As observagbes da susceptibilidade das lagartas de S. frugiperda as proteinas
contidas nas cultivares dos milhos avaliados no estudo, observou-se que essas
quando recém-eclodidas sdo muito sensiveis a proteina toxica, ocorrendo 100% de
mortalidade nas primeiras 24 horas. Para lagartas com 24 horas de idade, 80% de
individuos morreram nas dez primeiras horas de avaliagdo. Quando as lagartas
estavam com 72 horas de idade, observou-se 75% de sobrevivéncia e com lagartas
com 96 horas de vida, 80% dos individuos sobreviveram nas 10 primeiras horas de
avaliacdo. Os resultados obtidos foram semelhantes as de Duton et al. (2005), onde
lagartas de Spodoptera littoralis (Biosduval) criadas em plantas de milho Bt N4640,
apresentaram maior sensibilidade nos primeiros instares as proteinas téxicas,
enquanto que aquelas em instares mais avancados apresentaram menor

mortalidade.
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Em relagdo ao consumo e tempo de desenvolvimento de larvas de C. externa
alimentadas com lagartas S. frugiperda mantidos nos cultivares DKB390PRO e
2B587HX, constatou-se que ndo houve diferenca entre os tratamentos ao se comparar
o consumo em funcao do instar (Tabela 2). Foi observado que para larvas de primeiro
instar ocorreu uma média de consumo de 7,67 lagartas com um tempo de
desenvolvimento de 3,43 dias. Para larvas de segundo instar observou-se uma média
de consumo de 20,78 lagartas e um tempo de desenvolvimento de 3,00 dias e para
larvas de terceiro instar obteve-se um consumo meédio de 52,78 lagartas com uma
duracado de 4,37 dias. O consumo total de lagartas S. frugiperda por C. externa variou
entre 26,49+1,45 a 28,09+1,31, ndo diferindo quando o predador alimentou-se das
lagartas nos diferentes tratamentos (Tabela 2).

Para o parametro viabilidade média das larvas de C. externa que foram alimentadas
com lagartas criadas nas cultivares de milho, constatou-se que essa porcentagem
variou de um minimo de 68,12+0,02% até um maximo de 76,781£0,04% nas cultivares
DKB390PRO e 2B587, respectivamente (Tabela 2). Tabela 2 Consumo, tempo de
desenvolvimento em dias (x EP), consumo total e a viabilidade (%) de larvas de
Chrysoperla externa alimentada com Spodoptera frugiperda mantidos em cultivares
DKB390PRO, DKB390 e DKB399; 2B587HX, 2B587 e 30A68.
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Tempo
Tempo Tempo P

de
Consumo de Consumo de Consumo
desenv
& desenvol k desenvol * .
. . olvimen
vimento* vimento*
to*
6,92+0,34 2,60+0,25 20,44+0,6 3,27+0,10 50,05+1,7 4,44+0, 26,49+1,45 68,12+0,0
a a 7a a 9a 18 a a 2b
7,71+0,27 3,68+0,11 20,76+0,5 2,87+0,10 52,45+1,7 4,45+0, 27,81+1,36 70,00+0,0
a a 8a a 4 a 12 a a 2b
7,60+0,23 3,66+0,09 20,21+0, 2,84+0,09 52,78+1,7 4,48+0, 27,92+1,35 68,91+0,0
a a a a la 13 a a 1b
7,65+0,31 3,06+0,22 21,15+0,6 3,10+0,20 53,83+1,9 4,50+0, 27,15+1,50 74,55+0,0
a a 4 a a 3a 23 a a 3a
7,80+0,25 3,80+0,10 20,92+0,5 2,90+0,08 53,71+1,8 4,30+0, 27,27+1,38 76,78+0,0
a a 7a a 3a 11a a 4a
8,34+0,25 3,83+0,08 21,22+0,5 3,03+0,03 53,90+1,6 4,10+0, 28,09+1,31 72,11+0,0
a a 2a a 8 a 09 a a 3a

*Medias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo contraste
entre modelos.

Os resultados do presente trabalho assemelharam-se aos de Hilbeck et al. (1998) em
milho GM contendo a proteina Cry 1Ab e alimentando lagartas de Ostrinia nubilalis
(Hubner) e S. littoralis e aqueles de Simon et al (2006) em que nao foram
evidenciados efeitos prejudiciais a C. carnea quando lagartas de Helicoverpa
armigera (Hubner) ingeriram as proteinas CrylAc, CrylAb e Cry2Ab. Os resultados
do presente trabalho também néo diferiram daqueles de Sharma et al. (2007) em que
ao avaliarem plantas de algodao Bt contendo a proteina CrylAc néo constatarm efeito
deletério dessa cultivar na abundéncia de predadores de C. carnea, por exemplo,
aranhas e coccinelideos. Contudo, foram divergentes daqueles mencionados por
Lawo et al. (2010), os quais constaram que larvas de C. carnea foram sensiveis a
proteina e apresentaram efeitos adversos quando ingeriram H. armigera que estava
em algodao Bt.

Torres et al (2006) relacionaram que os teores de proteinas Cry em diferentes
predadores, entre eles Chrysoperla rufilabris (Burmeister), é variavel. Como exemplo,
tem-se essa espécie de crisopideo que foi alimentada com lagartas de lepidopteros

gue estavam sendo mantidas em algodao contendo a toxina CrylAc.
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Assim, pode-se também observar que os teores de proteinas variam conforme o
estagio e tipo de planta, influenciando na ingestdo e absorcdo da proteina pelo
predador. Nguyen; Jehle (2007) mostraram que os teores de CrylAb variam
fortemente entre individuos de diferentes plantas e também dos estagios de
desenvolvimento da cultura. Os resultados referentes ao tempo de
desenvolvimento dos instares de C. externa divergiram das observacdes
realizadas por Tian et al. (2013) em que foi observada a duracdo média de 15
dias para o desenvolvimento larval do predador C. rufilabris alimentado com
lagartas S. frugiperda expostas a proteina CrylAc, Cry2Ab e CrylF e milho néo
Bt. Nessa situacao, deve-se considerar que foi avaliado inseto do mesmo grupo,
contudo, trata-se de outra espécie e também oriunda de outra regido
zoogeografica.

Pode-se considerar que os resultados referentes ao tempo de desenvolvimento
dos instares de C. externa foram decorrentes da temperatura do laboratorio que
variou de 17°C no periodo noturno e 26°C no periodo diurno. Outros fatores que
podem ter contribuido foram a idade de 70 horas de S. frugiperda, a qualidade
nutricional da presa, a populagéo, a variabilidade genética, o comportamento e
ao tamanho do hospedeiro, uma vez que todos esses fatores podem interferir no
desenvolvimento do predador (CANARD, 1970).

Para o parametro viabilidade média dos ovos de C. externa cujas larvas foram
alimentadas com lagartas mantidas nas cultivares de milho, variou de
68,12+0,02% a 76,78+0,04% (Tabela 2). As diferencas ndo foram significativas
entre os cultivares de milho DKB390PRO, DKB390 e no DKB399. Porém,
ocorreu uma diferenca significativa nas cultivares, 2B587HX, 2B587 e 30A68
guando comparados as demais, com viabilidades de 74,55+0,03%, 76,78+0,04%
e 72,11+0,03%, respectivamente. Os resultados desse estudo divergem daqueles
constatados por Tian et al (2013) nos quais observaram que o0s hospedeiros
Trichoplusia ni (HUbner) e S. frugiperda alimentados com plantas contendo as
proteinas CrylAc, Cry2Ab e CrylF e oferecidas as larvas de C. rufilabris, ndo
apresentaram diferencas na viabilidade dos ovos, obtendo-se uma variacéo de
81,94% para ndo Bt e 84,72% para milho Bt. Os resultados referentes ao
parametro viabilidade também sao discrepantes das observacdes realizadas por

Mason et al.
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(2008) em que o numero médio de ovos de Chrysoperla plorabunda (Fitch) foi
significativamente menor para aquelas alimentadas com pélen contendo Cry 1Ab em
comparacao com as fémeas alimentadas com pdlen da planta néo Bt.

No presente estudo quando ofertadas ao predador lagartas que se alimentaram das
diferentes cultivares, ndo houve influéncia na longevidade do inseto, sendo o tempo
letal (TLgp,) médio de 59,66 dias e independente da cultivar, observando-se insetos

sobreviventes por até 90 dias (Figura 2).
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Figura 2 Longevidade de Chrysoperla externa alimentada com lagartas criadas em

diferentes cultivares de milho.

Em relacdo ao tamanho das larvas de C. externa nos seus trés instares e
alimentadas com lagartas de S. frugiperda criadas nas cultivares de milho
DKB390PRO, DKB390, DKB399, 2B587HX, 2B587 e 30A68, contatou-se que nao
houve diferencas significativas no comprimento das larvas (Tabela 3), ja que
constatou-se que o comprimento médio das larvas de primeiro, segundo e terceiro

instar foi de 3,18; 5,07 e 9,05mm, respectivamente.
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Tabela 3 Comprimento mm (£ EP) de larvas de primeiro, segundo e terceiro instares de
Chrysoperla externa alimentadas com Spodoptera frugiperda nas cultivares
DKB390PRO, DKB390, DKB399, 2B587HX, 2B587 E 30A68.

Comprimento (mm)

Cultivares
1° instar* 2° instar* 3° instar*

DKB 390PRO 2,95+0,05 a 5,05+0,05 a 9,05+0,05a
DKB390 3,30+0,11 a 5,10+0,06 a 9,10+0,06 a
DKB399 3,30+0,13 a 5,05+0,05 a 9,10+0,06 a
2B587HX 2,85+0,07 a 5,10+0,10 a 9,05+0,05a
2B587 3,30+0,11a 5,10+0,06 a 9,00+0,00 a
30A68 3,40+0,12 a 5,05+0,05a 9,05+0,05a

+ Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo contraste

entre modelos.

Foi observado para esse parametro que as larvas de primeiro, segundo e terceiro
instares de C. externa ndo apresentaram diferencas significativas entre o0s
tratamentos, ndo sendo constatada preferéncia do predador quando submetido ao

teste de escolha, alimentando-se do pulgéo ou de lagartas (Figura 3).
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Esses resultados, entdo, diferiram daqueles constatados por Nordlund e Morrison
(1990) os quais observaram preferéncia alimentar de C. rufilabris quando alimentada
com lagartas de H. virescens (Fabricius) e em comparacdo com o pulgdo A. gossypii.
e que esse afideo foi a presa preferida do crisopideo quando comparado a ovos do
noctuideo utilizados como presa.

Os resultados obtidos na presente pesquisa foram semelhantes aqueles constatados
por Meier e Hilbeck (2001) em que larvas de primeiro e segundo instares de C.
carnea nao apresentaram preferéncia na escolha entre Rhopalosiphum padi
(Linnaeus) alimentado no milho Bt ou alimentado com milho n&o Bt. Entretanto, os
resultados diferiram daqueles constatados pelos Autores, para larvas de terceiro
instar, em que se observou que o predador C. carnea apresentou preferéncia
significativa por lagartas de S. littoralis que estavam sendo alimentadas com

hospedeiros que foram mantidos no milho néo Bt.

Larvas de primeiro instar de C. externa
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Larvas de segundo instar de C. externa
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Figura 3 Preferéncia alimentar de Chrysoperla externa em funcédo da presa em
cultivares de milho DKB390PRO e DKB390. Graus de liberdade = 4 / X? tabelado
=9,487729. A - Lagarta e Pulgdo em isolinha; B - Lagarta em isolinha + Pulgdo em
DKB390PRO; C - Lagarta em DKB360PRO + Lagarta em isolinha; D - Lagarta em
DKB360PRO + Pulgdo em isolinha; E - Lagarta em DKB360PRO + Pulgdo em
DKB360PRO; F - Pulgdo em DKB390PRO + Pulgdo em isolinha. Preferéncia

alimentar pelo teste de homogeneidade de qui-quadrado.
Quando se avaliou o tempo de busca da primeira presa, pulgdo ou lagarta, nos
diferentes tratamentos por larvas de primeiro instar de C. externa, observou-se

nao haver diferenca significativa entre as diferentes condictes (Tabela 4).
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Para o tempo de busca de larvas de segundo instar de C. externa, constatou-se
uma diferenca significativa na condicéo da lagarta mantida em milho transgénico e
pulgdo mantido em milho n&o transgénico, quando comparado as demais
condicdes; enquanto os outros tratamentos nao diferiram entre si (Tabela 4). Para
larvas do terceiro instar do crisopideo, constatou-se uma diferenca no tempo de
busca de lagartas mantida em milho transgénico e dos pulgbes mantidos em milho
transgénico. Porém, ndo ocorreram diferencas com as demais combinacdes

avaliadas.
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Tratamentos

52
0,048+ 0,049+ 0,039+ 0,049+0 0,045=% 0,037+0 0,035 0,046+ 0,046+0 0.040+0 0,036+0

0,02 0,02ns 0,01 ,02ns 0,02 52' ,01 0,0lns 0,02 ,02ns ,01 ,02ns

ns
1,3
1,41+0, 0,79+0, 1,43+0, 0,82+0, 1,37+0, 9+ |,47+0, 0,830, 1,47+0, 0,910, 0,71x0, 0,86%0,

68 52k 74 | 7% 87 0,6 10 67% 74 | 5% 13 26%*
Sns
Tratamentos
A B C D E F
L + L + L + L + L + P +
P P L P P P
0,0
20
0,022+ 0,020 0,018 0,017x 0,018x +0 0,019 0,014 0,019 0,019 0,016 0,015
0,01 00Ins 050 0,06ns 0,07 65’ 0,07 0,03* 0,07 0,05ns 0,05 0,07ns
ns
0,5
V=
0,58+0 0,300 0,54+0 0,33£0, 0,56x0 0 0,590, 0,33+0, 0,56x0, 0,340, 0,310, 0,31x0,
75 ,67* ,40 61* 59 5’n 13 54% 70 79% 44 5éns
s
Tratamentos
L + L + L + L + L + P +
P P L P P P
0,0
0,014 0,011+ 0,012+ 0,011x0 0,014% '3 0,011+£0 0,009+ 0,016+ 0,012+0 0,008%+0 0,010+0
0,07 0,02ns 0,04 ,04ns 0,02 54' ,04 0,03ns 0,01 ,03%* ,04 ,06ns
ns
0,3
0,32+0, 0,10+0, 0,31£0, 0,08+0, 0,32+0, 4+ 0,30+0, 0,10x0, 0,32+0, 0,090, 0,09+0, 0,090,
53 24 43 22% 60 0,2 50 24 29 22% 24 22ns
3ns

* = Significativo pela comparagio de média em
amostras pareadas (F=0,05)
ns = ndo significativo

C - Lagarta em DKB390PRO + Lagarta em DKB390

E - Lagarta em DKB390PRO + Pulgio em
DKB360PRO
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Ao considerar o efeito neutro constatado no tempo de busca para as larvas de primeiro
instar de C. externa, pode-se acreditar que as proteinas Cry presentes no hospedeiro
nao foram suficientes para provocar qualquer distirbio a essa espécie de crisopideo.
Assim, ndo foram constatadas diferencas significativas entre os tratamentos.

Os resultados observados para as larvas do segundo e terceiro instares de C. externa
evidenciaram diferencas significativas, podendo ser atribuido ao aspecto
comportamental, tamanho do hospedeiro, quimio reconhecimento, e cor dentre outros.
Esses fatores possivelmente influenciaram na busca pela presa, sem desconsiderar
gue um parametro dessa natureza esta sempre ligado ao acaso. Ainda nesse mesmo
contexto Nordlund e Morrison (1990) observaram em teste de laboratério que as larvas
de C. rufilabris que receberam Uroleucon ambrosiae (Thomas) nos dois primeiros
instares, o tempo de busca foi significativamente menor quando comparado ao das
larvas que receberam apenas ovos de Sitotroga cereallella (Olivier). Assim, constatou-
se no presente trabalho que ao alimentar as larvas de segundo e terceiro instares de
C. externa com ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) podera ser um dos fatores que
influenciou na capacidade de busca do predador.

Quando observado o tempo de manuseio foram constatadas diferencas significativas
no primeiro, segundo e terceiro instares, e nas combinacdes lagarta mantida em milho
DKB390 e pulgdo mantido em milho DKB390; lagarta mantida em milho DKB390 e
pulgdo mantido em milho DKB390PRO; lagarta mantida em milho DKB390PRO e
pulgdo mantido em milho DKB390 e lagarta mantido em milho DKB390PRO e pulgao
mantido em milho DKB390PRO.

Entretanto, nas demais combinag¢des nao se detectou diferencas significativas (Tabela
4).

Foi observado tempo maior de manuseio de larvas de C. externa de primeiro instar
guando comparado ao segundo e terceiro instares. Resultados semelhantes, foram
constatados por Sultan e Khan (2014) que estudaram resposta funcional em condi¢des
de laborat6rio e observaram menor tempo de manuseio para larvas de terceiro instar
do predador C. carnea seguido do segundo e primeiro instares do predador, sendo os
tempos de 1,5; 1,7 e 1,9 horas, respectivamente, quando estavam predando a praga

da cana-de-acucar Aleurolobus barodensis (Maskell).
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O maior tempo de manuseio para larvas de primeiro instar, quando comparado aos
demais instares de desenvolvimento de C. externa, pode ser atribuido ao volume
corporal da larva do crisopideo, sendo menor que o afideo e o lepiddptero.

Para a condicdo de pulgdo alimentado em milho transgénico e em milho nédo
transgénico, sugere-se que os afideos possam ter adquirido baixas quantidades de
proteinas, dessa forma, ndo ocorrendo danos ao predador e conseguentemente,
diferenca significativa entre os tratamentos. Para a condi¢cédo lagarta alimentada com
milho transgénico e com milho ndo transgénico, acredita-se que o predador tenha
ingerido a proteina quando se alimentou do hospedeiro, porém, a quantidade da
proteina ingerida pode ter sido baixa. Assim, os teores de proteinas variam conforme

0 estagio e tipo de planta e isso pode influenciar na aquisi¢ao da proteina pelo
hospedeiro e consequentemente o predador.

De acordo com os resultados, observou-se que em relagcdo ao tempo de manuseio
das larvas do primeiro instar de C.externa houveram cinco, condicdes com
diferencas. E, para larvas de segundo e terceiro instares ocorreram quatro
diferencas. A dinamica predador-presa, tamanho e cor, pode ter influenciado nas
diferentes condicbes de manuseio. Para a condicdao pulgdo mantido em milho
transgénico e em milho n&o transgénico onde néo ocorreu diferenga, sugere-se que o
afideo, possa ter adquirido baixas quantidades de proteinas. Para a condicdo lagarta
oriunda de planta transgénica e nédo transgénica, acredita-se que o predador ingeriu a
proteina quando se alimentou do hospedeiro, porém, a quantidade da toxina ingerida,
pode ter sido pequena. Entdo, ao explorar as observacdes feitas no trabalho e
associa-las para condigcbes de campo, vé-se que os resultados obtidos nos ensaios
de busca e manuseio com C. externa indicaram que o predador ndo consegue
distinguir hospedeiros oriundos de milho com e sem Bt. 0 que pode ser Gtil em
programas de MIP, para utilizagdo em controle biolégico associado ao uso de plantas

transgénicas.
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N&o foram observadas influéncia das proteinas no consumo, duracéo das larvas,
longevidade de adultos e viabilidade de ovos de C. externa alimentada com S.
graminum, consequentemente, ndo houve influéncia das proteinas no inimigo

natural.

N&o foram constatadas diferencas significativas no consumo das larvas de C.
externa quando alimentadas com S. frugiperda mantidas em milho Bt, isohibrido e
convencional. Larvas de C. externa alimentadas com lagartas de S. frugiperda

nao influenciaram na longevidade dos adultos do predador.

A viabilidade de ovos de C. externa nado foi influenciada quando larvas foram

alimentadas com S. frugiperda em milho Bt, isohibrido e convencional.

O comprimento das larvas de C. externa n&o foi influenciado quando se

empregou lagartas de S. frugiperda com a proteina toxica.

N&do se constatou influéncia das proteinas CrylA105 e Cry2Ab2 quanto a

escolha da presa e tempo de busca das larvas de C. externa.
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