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Resumo — O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo experimental para avaliar o impacto
do algodoeiro Bt na bionomia e na escolha de plantas para colonizagdo pelo pulgdo-do-algodoeiro (Aphis
gossypii). A bionomia do pulgio foi avaliada em casa de vegetacdo com insetos criados em gaiolas individuais
com plantas de algoddo Bt, da variedade DP 404 BG (Bollgard), ou sua isolinha néo transformada DP 4049.
Gaiolas contendo vasos com plantas de algodoeiro Bt e ndo-Bt foram usadas como arena de escolha, para a
avaliagdo de preferéncia de adultos alados. O periodo pré-reprodutivo e reprodutivo, a longevidade, a curva
de sobrevivéncia, a produgdo de prole total e diaria por fémea e a curva acumulada de produgdo de prole da
populacao ndo apresentaram diferencas significativas. Nao foi observada diferenca na escolha de plantas para
colonizagdo por individuos alados, o que indica taxas equivalentes de colonizagdo nas populagdes iniciais.
O algodoeiro Bt ndo afeta a dinamica populacional de A. gossypii e ndo aumenta seu potencial de risco como
praga.

Termos para indexacao: Aphis gossypii, biosseguranga, organismo geneticamente modificado, praga ndo-alvo,
toxina Cry.

Impact of Bt cotton on the population dynamics
of the cotton aphid in greenhouse

Abstract — The objective of this work was to develop an experimental protocol to assess the impact of
Bt cotton on bionomics and on plant choice for Aphis gossypii colonization. The bionomics of the cotton
aphid was assessed in greenhouse with insects reared in individual cages containing Bt cotton plants of the
variety DP 404 BG (Bollgard) or its nontransformed isoline DP 4049. Cages with Bt cotton and non-Bt cotton
were used as choosing arena for evaluation of winged adults preference. There was no significant difference
for pre-reproduction period (immature phase), reproduction period, longevity, survivorship curve total and
daily production of offspring by female, and curve of accumulated production of offspring by the population.
There was no preference of colonization for any plant by winged adults, which indicates equivalent rates of
colonization of the initial populations. Bt cotton plants do not affect the population dynamics of A. gossypii,
and do not increase its potential risk as pest.

Index terms: Aphis gossypii, biosafety, genetic modified organism, nontarget pest, Cry toxin.

Introducao

O pulgdo-do-algodoeiro — Aphis gossypii Glover
(Hemiptera: Aphididae) — € uma das principais pragas
do algodoeiro em razdo dos danos diretos, causados
pela sucgdo do floema, e indiretos pela transmissdo
de viroses. Além disso, uma substincia agucarada
(“honeydew”), exsudada pelo pulgdo, favorece a
ocorréncia de fungos (fumagina) que prejudicam a
qualidade das fibras do algodoeiro na fase final de seu
ciclo (Fontes et al., 2006).

Essa praga coloniza o algodoeiro desde a fase de
plantula e se reproduz de forma rapida e abundante
por partenogénese telitoca e seu desenvolvimento,
sobrevivéncia e fecundidade sdo afetados por fatores
externos, como temperatura e alimentagdo (Xia et al.,
1999; Liu et al., 2005). Essas caracteristicas permitem
que o afideo produza vérias geracdes e altas densidades
populacionais a cada safra, o que favorece a rapida
selecdo de individuos resistentes a fatores do ambiente
restritivos ao seu crescimento populacional (Liu et al.,
2005).
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O controle de lagartas pela toxina Cry, produzida pelo
algodoeiro Bt, é apropriado para o programa de manejo
das pragas do algodoeiro, por possibilitar a redugdo do
numero de aplicagdes de inseticidas quimico-sintéticos
e por promover controle mais efetivo contra diversas
espécies de lagartas (Fitt & Wilson, 2000; Sharma &
Ortiz, 2000). No entanto, apresenta o risco potencial
de facilitar indiretamente aumento de populagdes do
pulgdo. Diferentes estudos tém avaliado o efeito do
algodao Bt sobre a abundancia de pulgdes e outros
hemipteros e apresentam resultados contrastantes.
Estudos de campo conduzidos nos Estados Unidos
(Sisterson et al., 2004), Africa do Sul (Vaissayre
et al., 2005) ¢ Australia (Whitehouse et al., 2005)
ndo mostraram diferencas na abundancia de afideos.
Por sua vez, avaliagdes das populacdes de pulgdes em
campos de algoddo Bt e ndo-Bt, na China, mostraram
maior abundancia de pulgdes em parcelas de algodao
Bt (Deng et al., 2003). Em trabalho realizado por Wu
& Guo (2003), nas mesmas condi¢gdes, mas em outra
regido da China, ndo foram encontradas diferengas
nas populagdes de pulgdes. Mudancas das interagdes
ecologicas no agroecossistema ou efeitos pleiotropicos,
causados pela transgenia, podem ter tornado essa praga
ndo-alvo do algodoeiro Bt a mais importante da cultura
e representa um fator de biosseguranga a ser analisado
(Sujii et al., 20006).

Adicionalmente, estudos em laboratério mostraram
que pulgdes alimentados por trés geragdes em
algodoeiro Bt que expressa CrylAc e CpT/
apresentaram maior capacidade reprodutiva e maiores
taxas de sobrevivéncia em comparag@o com individuos
alimentados em algodoeiro ndo-Bt, com possivel
impacto sobre a dindmica populacional da espécie
(Liu et al., 2005). Ao se alimentar do floema, o inseto
provavelmente ira ingerira toxina Bt, e essa toxina
pode ter acdo desconhecida sobre sua bionomia, além
de passa-la a niveis troficos superiores por meio da
predacdo ou do parasitismo.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um
protocolo experimental para avaliar o impacto do
algodoeiro Bt na bionomia ¢ na escolha de plantas para
colonizagdo pelo pulgdo-do-algodoeiro.

Material e Métodos

O ciclo de vida e a reprodugdo do pulgdo-do-algodoeiro
foram avaliados em plantas de algodao Bt da variedade
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DP 404 BG (Bollgard) e sua isolinha ndo transformada
DP 4049. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacao, a 25+4°C, em delineamento inteiramente ao
acaso, com 50 repeticdes. Cada parcela experimental foi
constituida por uma gaiola de plastico com 32 cm de
altura e 18 cm de didmetro (capacidade de 6 L) com um
vaso de 10 cm de didmetro e 7 cm de altura (capacidade
de 0,45 L). Na parte superior das gaiolas havia uma
abertura recoberta com tela de nylon (voile), o que
permitiu aeragdo do sistema.

Sementes de algoddo Bt ou sua isolinha
ndo-transformada foram plantadas nos vasos em solo
esterilizado e adubado, com apenas uma plantula por
vaso. As sementes foram doadas pela empresa Delta &
Pine. A rega foi provida por um sistema de gotejamento
individual e a base da planta foi recoberta por uma placa
de isopor para evitar a perda de individuos no solo e
ndo prejudicar sua contagem. Trés ninfas neonatas de
pulgdo (com menos de 24 horas de vida), provenientes
de algodao nao-Bt, foram colocadas em cada planta para
garantir o estabelecimento de pelo menos uma. Quando
as plantas apresentavam duas folhas verdadeiras
estendidas e, apos trés dias, foi deixada apenas uma ninfa
por planta. Os pulgdes foram observados, diariamente,
para determinar o tempo de desenvolvimento na fase
imatura (periodo pré-reprodutivo), o periodo reprodutivo
e a quantidade média e acumulada de prole de cada
individuo, além da longevidade e da sobrevivéncia.
As ninfas recém-emergidas, em cada gaiola, foram
registradas e retiradas, diariamente, para determinar a
fecundidade e o ritmo reprodutivo das fémeas. As gaiolas
em que as fémeas ndo alcangaram a fase reprodutiva
foram retiradas do experimento por ndo permitir avaliar
a durag@o da fase imatura e da fase reprodutiva, além da
quantidade média e acumulada de prole produzida por
fémea. As variaveis medidas foram comparadas pelo
teste t de Student.

A colonizagdo de plantas de algodao, pela forma
alada do pulgdo 4. gossypii, foi comparada em gaiolas
de 30x30 cm e 50 cm de altura, que serviam como arenas
de escolha para a colonizagdo pelos insetos de uma
planta Bt ou uma planta ndo transformada. Cada gaiola
formava uma replicagdo com dois vasos de 10 cm de
diametro e 7 cm de altura (capacidade de 0,45 L), com
uma planta com duas folhas verdadeiras expandidas.
O experimento teve dez repetigdes e foi conduzido
em casa de vegetacdo nas mesmas condi¢cdes acima
descritas. Grupos de dez pulgoes alados foram liberados
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por gaiola em um frasco de plastico posicionado no
centro da gaiola e deixado aberto para que os individuos
tivessem chance de escolha. Os pulgdes alados foram
provenientes de colonia pré-estabelecida do Laboratorio
de Ecologia, Semioquimicos ¢ Biosseguranga do Nucleo
Tematico de Controle Biologico da Embrapa Recursos
Genéticos ¢ Biotecnologia, onde foram mantidos em
plantas de Gossypium hirsutum L. sob luz artificial e
em folhas dessa espécie em agar. Depois de trés dias as
gaiolas foram abertas e o nimero de pulgdes por planta
foi contabilizado para determinar se 4. gossypii possui
algum padrdo de preferéncia pelo algoddo Bt ou nao-Bt.
As médias foram comparadas pelo teste t com o auxilio
do programa SigmaStat.

As amostras foliares para quantificagdo da proteina
Cryl Ac por imunodetec¢ao foram preparadas de acordo
com Holt et al. (2002). O nivel de expressdo de CrylAc
em 1 g de tecido foliar, recém-coletado e congelado em
nitrogénio liquido, foi estimado pela técnica de ELISA
indireta (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)
utilizando-se anticorpos monoclonais contra-CrylAc
e anticorpos secundarios conjugados a peroxidase,
revelados com substrato cromogénico Tetrametil
benzidina (TMB). Os anticorpos monoclonais foram
produzidos pelo Laboratorio Célula B da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Dez unidades
experimentais foram utilizadas, sendo cada estimativa
realizada em triplicata. Para a constru¢do da curva de
calibragdo, foram utilizados padrdes de proteina CrylAc
pura nas concentragdes de 15,6,31,2, 62,5, 125,250, 500
e 1.000 ng mL™". A proteina CrylAc pura foi importada
da Case Western Reserve University SOM, Department
of Biochemistry, Cleveland — OH/USA. As reagdes
foram paradas com 4cido sulftirico 1 N antes da leitura
da absorbancia a 450 nm, em espectrofotometro
BenchMark Plus Microplate (Bio-Rad).

Resultados e Discussio

Apenas 5% dos insetos ndo alcangaram a fase adulta
—dois em plantas Bt e trés em plantas ndo-Bt. As plantas
amostradas (n = 10) em casa de vegetacdo expressaram,

emmédia, 0,51£0,08 pg de toxina Cry1 Ac por grama de
tecido foliar fresco, de acordo com estimativas obtidas
pelo teste de ELISA. As folhas ndo apresentaram
sintomas visiveis de danos, como enrolamento e
clorose, causados pela alimentagdo continua dos
pulgdes durante o experimento, o que permitiu que os
possiveis efeitos da toxina, sobre a bionomia do pulgao,
fossem avaliados sem interferéncia dos proprios insetos
na qualidade nutricional do alimento.

Os pulgdes apresentaram taxas de sobrevivéncia
elevadas (95%) nas gaiolas, ¢ apenas 3% dos insetos
nao alcancaram a fase reprodutiva — dois em planta
Bt e um em planta ndo-Bt —, além de fecundidade em
torno de 47 ninfas por fémea. Esse dado equivale ao
melhor desempenho reprodutivo obtido em outros
experimentos com a mesma espécie apos trés geragoes
(Liu et al., 2005). As varaveis biologicas avaliadas
apresentaram boa padronizagdo com coeficiente de
variagdo inferior a 45% e permitiram o uso de testes
paramétricos.

As plantas de algodoeiro Bt ndo afetaram o
desenvolvimento das ninfas e a fecundidade do
pulgdo em todas as variaveis testadas (Tabela 1).

As curvas de sobrevivéncia das populacdes criadas
em algodoeiro Bt e ndo-Bt apresentaram o mesmo
padrdo com aumento da mortalidade a partir de
16 dias de vida e longevidade maxima em torno de
38 dias (Figura 1). A curva de sobrevivéncia do tipo I,
atipica para insetos (Begon et al.,, 1996), pode ser
explicada pela exclusdo de predadores e parasitdides
no experimento e pela auséncia de outros possiveis
fatores de mortalidade como a interagdo inseto-planta.

A taxa reprodutiva liquida da populagdo, expressa
pela produgdo média de prole total por fémea, nao
diferiu significativamente nas fémeas criadas na planta
geneticamente modificada, em relacdo as plantas
ndo-Bt (Tabela 1). Da mesma forma, a taxa intrinseca
de aumento populacional diario (Begon et al., 1996) foi
der_=0,3711, para a planta geneticamente modificada,
bastante semelhante aquela observada para o controle,
r_ = 0,3841. Liu et al. (2005) verificaram um padrdo
similar na China onde individuos de A. gossypii

Tabela 1. Bionomia (média+desvio-padrao) do pulgdo-do-algodoeiro (4Aphis gossypii) em algoddo Bt (DP 404 BG) e sua
isolinha ndo transformada (DP 4049) em casa de vegetagdo (25+4°C).

Algoddo Periodo pré-reprodutivo (dias) Periodo reprodutivo (dias) Longevidade (dias) Prole total por fémea
DP 404 BG 7,25+1,45 16,35+5,91 20,47+6,56 47,26+19,20
DP 4049 7,12+1,24 16,18+6,66 20,98+7,29 46,98+21,31
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mantidos em algoddo Bt apresentaram r = 0,326
er_= 0,391 em plantas ndo-Bt, durante a primeira
geragdo. Mesmo apds trés geragdes, os valores de r
mantiveram-se semelhantes, o que confirma o padrdo
apresentado na primeira geragdo desses afideos.

As curvas de produgdo média diaria de ninfas
por fémea em algodoeiro Bt e ndo-Bt (Figura 2)
e de producdo acumulada de ninfas por fémea em
algodoeiro Bt e ndo-Bt (Figura 3) ndo apresentaram
diferencas significativas. A curva de fecundidade média
das fémeas iniciou em torno de 6 dias, com pico de
fecundidade entre 12 e 14 dias, e reducdo gradativa até
os 34 dias. A auséncia de alteragdes bruscas na dinamica
de produgdo de prole confirma que fatores de estresse
como oscilagdes bruscas na qualidade nutricional do
alimento ndo ocorreram durante o experimento.

Apesar de este trabalho ter sido conduzido em casa
de vegetacdo, a 25+4°C, o ciclo de vida — considerando-se
a fase imatura, periodo reprodutivo e longevidade

Sobrevivéncia (%)

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Dias

‘* Algodao Bt —=— Controle ‘

Figura 1. Curva de sobrevivéncia da populagdo do
pulgdo-do-algodoeiro (4Aphis gossypii) criada em algodoeiro
Bt (DP 404 BG) e ndo-Bt (DP 4049), em casa de vegetagao
(25+4°C).
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‘ —*— Algodio Bt —#— Controle ‘

Figura 2. Fecundidade média diaria do pulgdo-do-algodoeiro
(Aphis gossypii), criado em algodoeiro Bt (DP 404 BG) ¢
nao-Bt (DP 4049), em casa de vegetacdo (25+4°C).
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total — de A. gossypii apresentou média e amplitude de
variagdo semelhante aos resultados apresentados em
outros trabalhos conduzidos em camaras climatizadas
com menor amplitude de variagdo (Vendramin &
Nakano, 1981; Xia et al., 1999; Micheloto & Busoli,
2003; Liu et al., 2005). A taxa de sobrevivéncia em
ambos os tratamentos foi elevada (acima de 98%).
Essa taxa e a fecundidade média de aproximadamente
47 ninfas por fémea, além do ritmo de producao
de prole pelo conjunto de fémeas medido pela
fecundidade média diaria e fecundidade acumulada
(Figuras 2 ¢ 3), sdo similares aos resultados obtidos
por Liu et al. (2005) e Vendramin & Nakano (1981) e
ligeiramente menores que os resultados de Micheloto
& Busoli (2003), que obtiveram fecundidade média de
5,7£0,26 ninfas por dia, para um periodo reprodutivo
médio de 15,5+0,93 dias em camaras climatizadas.
Esses dados indicam a qualidade do protocolo proposto
para a realizacdo de bioensaios com 4. gossypii.

O numero de pulgdes alados em algodoeiro
Bt = 1,08+0,39 e ndo-Bt = 1,53+0,44, assim como
o numero total (alados e ninfas) em algodoeiro
Bt =7,92+2,78 e ndao-Bt = 8,63+2,49, observados nas
arenas de preferéncia, aos trés dias apds a liberag¢ao dos
alados, ndo diferiu significativamente, o que permite
inferir que o algodoeiro Bt ndo interferiu nas taxas de
estabelecimento dos adultos alados de A. gossypii ¢ na
formacao inicial das coldnias.

Todas as variaveis testadas confirmam a biosseguran-
cado evento DP 404 Bollgard, em relagao aos efeitos da
toxina Cryl Ac, na bionomia do pulgdo-do-algodoeiro,
uma espécie-praga ndo-alvo da tecnologia. A insergado
de um gene exogeno, que poderia ocasionar efeitos
epistaticos ou pleiotropicos sobre os nativos e que altera

Fecundidade média
acumulada (prole por fémea)

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
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Figura 3. Fecundidade acumulada diaria do pulgdo-do-
algodoeiro (Aphis gossypii), criado em algodoeiro Bt
(DP 404 BG) e ndo-Bt (DP 4049), em casa de vegetagdo
(25+4°C).
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o fenotipo vegetal hospedeiro, ndo afetou os parametros
que poderiam alterar a capacidade de crescimento
intrinseco das populagdes de pulgao (Sujii et al., 2006).
Além disso, foi observado em trabalhos de campo
que o algodao Bt pode preservar maior densidade de
predadores e menor densidade de 4. gossypii, quando
comparado a parcelas com aplicagdo de inseticidas
para o controle de lepidopteros (Wu & Guo, 2003).
Isso demonstra a alta especificidade dessa tecnologia
para o controle de organismos-alvo, sem causar efeitos
positivos ou negativos em populagdes ndo-alvo, como
as do pulgdo-do-algodoeiro. Entretanto, os padrdes
observados podem variar de acordo com a regido.
Este trabalho comprova a biosseguranga do
algodoeiro Bt (DP 404 BG Bollgard) em relagdo
ao pulgdo A. gossypii, em razdo da ndo detec¢do de
impacto significativo em sua dindmica populacional.
No entanto, outros fatores como efeito da toxina em
inimigos naturais ou o uso correto de inseticidas devem
ser aprofundados caso ocorram surtos populacionais do
pulgdo-do-algodoeiro em plantios comerciais, como ja
observado em outros paises (Deng et al., 2003). Além
disso, o protocolo utilizado pode ser aplicado a outros
insetos sugadores nao-alvo em estudos de biosseguranga
de plantas Bt e para estudos com interagdes em outros
niveis troficos como para predadores e parasitoides.

Conclusoes

1. O algodoeiro Bt, que expressa a proteina Cry 1Ac,
ndo apresenta acao deletéria ou favorece positivamente
alteracdes no ciclo de vida, sobrevivéncia, fecundidade
e formagdo de colonias do pulgdo Aphis gossypii, em
condi¢des de casa de vegetagio.

2.0 protocolo desenvolvido ¢é eficiente para a
avaliagdo do efeito de algodoeiros transgénicos que
expressam a toxina Bt, em insetos sugadores ndo-alvo,
como Aphis gossypii.
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