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immature 2B688Hx and 2B688 corn grains
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RESUMO

Este estudo investigou os aspectos biologicos de
Dichelops melacanthus (Hemiptera: Pentatomidae) em trés
temperaturas (19+1°C, 25+1°C e 31+£1°C), alimentados com grdos
imaturos de milho 2B688Hx (expressa a proteina inseticida CrylF,
para o controle de lepidopteros-alvo) e 2B688. Foi observado
que a temperatura de 19+1°C prejudicou o desenvolvimento de D.
melacanthus, pois, nessa condicdo, foi registrada a maior taxa
de mortalidade das ninfas, menor peso de adultos e as fémeas
ndo ovipositaram. Por outro lado, a duracdo da fase jovem,
mortalidade, peso de adultos, fecundidade e viabilidade de ovos
ndo diferiu entre as temperaturas 25+1°C e 31+1°C. Também
foi demonstrado que os aspectos biologicos dos percevejos
alimentados com grdos imaturos de milho 2B688Hx ndo
diferiram dos que se desenvolveram com a isolinha 2B688. Este
estudo comprova que D. melacanthus desenvolve-se melhor em
condigées de temperaturas mais elevadas (até 31£1°C), e o fato
de se alimentar com grdos imaturos de milho 2B688Hx ndo afeta
o seu desenvolvimento.

Palavras-chave: percevejo barriga-verde, resisténcia varietal,
pragas iniciais, pragas do milho.

ABSTRACT

This study investigated the development of Dichelops
melacanthus (Hemiptera: Pentatomidae) at different temperatures
(19+1°C, 25+1°C and 31£1°C) reared on 2B688Hx (expressing
CrylIF insectice protein to control lepidopterans target) immature
corn grains. The temperature of 19+1°C impaired the development
of D. melacanthus and recorded the highest mortality of nymphs,
lower weight and adult females laid no eggs. Moreover, the length
of the nymphal biology, adult weight, fecundity and viability of
eggs did not differ between temperatures 25+1°C and 31+1°C. It
was also shown that the biological aspects of green belly stink bugs
fed with 2B688Hx immature grains of corn do not differ from that

develop with 2B688 isoline. This study showed that the biological
cycle of D. melacanthus is favored at warmer temperature (until
31£1°C), and the consume of immature corn grain 2B688Hx does
not affect its development.

Key words: green belly stink bug, varietal resistence, initial pests,
corn pests.

INTRODUCAO

O percevejo barriga-verde Dichelops
melacanthus (Hemiptera: Pentatomidae)temcrescido
em importancia recentemente, principalmente em
razdo da capacidade de ocasionar danos na cultura do
milho (ROZA-GOME-Z et al., 2011). No Brasil, essa
espécie encontra-se distribuida principalmente nas
regides produtoras entre o norte do Parana e o Centro-
Oeste, provavelmente, em razdo das temperaturas
mais elevadas. Recentemente, estudos tém indicado
um cenario de elevagdo da temperatura média do
globo terrestre (IPCC, 2014), e esse fato pode impactar
diretamente sobre a biodindmica dos insetos. De
acordo com CHRISTENSEN (2007), sutis altera¢des
na temperatura ja sdo suficientes para comprometer
o desenvolvimento dos organismos mais suscetiveis.
Além disso, a temperatura também apresenta
influéncia sobre a distribui¢do geografica das pragas
(TOUGOU et al., 2009), o que pode justificar a maior
ou menor abundancia de uma determinada espécie
em diferentes regides produtoras.
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Adicionalmente, além da temperatura,
o0 sucesso no desenvolvimento de uma espécie
estd associado com a abundancia e qualidade dos
alimentos. Atualmente, o sistema produtivo de
milho ¢ representado em sua maioria pelo cultivo
de linhagens de hibridos resistentes a pragas, que
expressam o gene da bactéria inseticida Bacillus
thuringiensis (Btf) (JAMES, 2013). No Brasil,
a maioria desses materiais resistentes tem sido
desenvolvida para o controle da lagarta-do-cartucho
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
(SANTOS et al., 2012). No entanto, estudos t€m
indicado que essa tecnologia (cultivo Bt) pode afetar
também o desenvolvimento de organismos nao-alvo
(PONS et al. 2005, VIRLA et al., 2010).

Embora os danos ocasionados por D.
melacanthus em milho ocorram na fase vegetativa
do milho, a espécie ndo é capaz de completar o
ciclo biolégico alimentando-se apenas com o
colmo das plantas (CHOCOROSQUI & PANIZZI,
2008). Por outro lado, a disponibilidade de
grdos, maduros ou imaturos, permite que os
insetos atinjam a fase adulta e se reproduzam
(CHOCOROSQUI & PANIZZI, 2008). Desse
modo, em uma lavoura de milho B¢, os individuos
podem sobreviver alimentando-se dos graos
maduros que permanecem junto aos restos
culturais, porém os possiveis impactos da ingestao
desse material sobre a espécie D. melacanthus
ainda ndo tem sido estudada. Em razdo da escassez
dessas informacgdes, este estudo objetivou
investigar o impacto de trés temperaturas sobre
os aspectos bioldgicos de D. melacanthus, assim
como possiveis impactos dos grdos de milho Bt
2B688Hx (expressa a proteina inseticida CrylF)
sobre o desenvolvimento da praga nao-alvo.

MATERIAL E METODOS

Criacao e multiplicagcdo de D. melacanthus

As posturas de D. melacanthus para a
realizag¢@o do experimento foram obtidas deuma colonia
pertencente ao laboratério de criagdo de insetos do
Instituto Agrondmico Paranaense (IAPAR - Londrina,
Parand), na qual est4 estabelecida por 19 anos. A criag@o
dos insetos ocorreu com a oferta de uma dieta natural,
composta por grdos de soja, amendoim, girassol e
vagens de feijdo. Esses individuos desenvolveram-se
em condigdes controladas de temperatura (25+1°C),
umidade relativa (60+10%) e fotofase (14h).

Cultivo do milho e preparo do material utilizado
nos bioensaios

Para arealizagdo do estudo, foram utilizadas
isolinhas de milho Bt (Herculex®I -2B688Hx, evento
TC1507) e ndo Bt (2B688). O milho Bt expressa o gene
crylF, que confere acdo inseticida de alta dose a S.
frugiperda e outros lepidopteros que atacam a cultura
(SANTOS et al., 2012). Esses hibridos de milho
utilizados no estudo sdo cultivados para producao de
silagem, porém também sdo afetados adversamente
por infestacdo de pragas (OTA et al., 2011).

O cultivo do milho foi realizado em
duas casas de vegetacdo separadas, para evitar a
polinizagdo cruzada entre os materiais Bt e ndo Bt.
A semeadura foi realizada em vasos de 8L, contendo
terra esterilizada. O manejo nutricional do milho
foi realizado com adubac¢do de acordo com as
recomendacdes técnicas para a regido (FANCELLI
& NETO, 2007). O manejo fitossanitario da cultura
(uso de herbicidas, fungicidas ou inseticidas)
ndo foi realizado, para ndo influenciar no estudo.
A coleta de espigas ocorreu no estadio de grdo
pastoso (R4), sendo imediatamente descascadas
para oferta aos percevejos.

Biologia de D. melacanthus alimentados com milho
2B688Hx e 2B688 em trés temperaturas

O ensaio foi conduzido em delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x2 [3 temperaturas x 2 isolinhas de
milho]. As temperaturas em que os espécimes
foram submetidos foram 19+1, 25+1 e 31+£1°C,
em condi¢des controladas com umidade relativa de
60£20 % e fotofase de 14h. Para alimentagdo dos
insetos, foram ofertados, ad libitum, graos imaturos
de milho Bt (2B688HX) e sua isolinha ndo Bt (2B688)
até atingirem a fase adulta.

Avaliagao dos aspectos bioldgicos da fase ninfal de
D. melacanthus

Ninfas de segundo instar foram
individualizadas em placas de Petri (6cm de
didmetro), com o fundo forrado com papel filtro. A
tampa dessas placas foi perfurada (1cm de didmetro)
para permitir a troca gasosa e reduzir a evaporacdo
dentro da placa. O experimento foi instalado com 14
repeticdes (n=5 individuos/repeti¢do, totalizando 70
ninfas por tratamento).

Dentro de cada placa de Petri, junto ao
alimento, também foi disponibilizada agua para os
insetos, por meio de um algoddo embebido em agua
em um microtubo plastico do tipo Eppendorf®. Para
a manuten¢do de umidade dentro das placas, elas
foram umedecidas diariamente com auxilio de uma
piceta. A troca de alimentos e do papel filtro ocorreu
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em intervalo de até 48h, sendo trocado sempre que
necessario (contaminagdo do alimento). Diariamente,
foi avaliado o instar dos insetos € o nimero de
individuos mortos, para calcular a duracdo da fase
ninfal (dias) e sobrevivéncia (%) em cada tratamento.

Avaliagao dos aspectos bioldgicos da fase adulta de
D. Melacanthus

Os adultos foram pesados 24h apos
a emergéncia, com o auxilio de uma balanga
analitica com precisdo de quatro casas decimais.
Posteriormente, realizou-se a separag@o por sexo e a
formacdo de casais para a avalia¢do dos pardmetros
reprodutivos das fémeas. Em razdo da maior
emergéncia de fémeas, foi colocada a propor¢do
de duas fémeas para cada macho em cada caixa
tipo Gerbox®. Assim como as placas de Petri, essas
caixas acrilicas também foram forradas com papel
filtro e foram realizadas duas perfura¢des na tampa
(para permitir o fluxo de ar e impedir o excesso de
umidade). Apos a perfuracao, foi colocada uma tela
milimétrica sobre cada orificio, para evitar a fuga
dos individuos.

A manutencdo dos casais adultos (troca
do alimento e a troca do papel filtro) seguiu a mesma
metodologia estabelecida para as ninfas. No total,
foram utilizadas oito repeticdes, sendo que cada
repeticdo foi constituida por uma caixa Gerbox®.
As avaliacdes dos parametros da fase adulta foram
realizadas no intervalo de até 30 dias apds a primeira
oviposicao. Os parametros avaliados foram: peso do
adulto (mg), fecundidade das fémeas (nimero total
de ovos) e viabilidade dos ovos (%). Dentro de cada
Gerbox®, foi colocado um chumago de algodao
que serviu como substrato para oviposicdo das
fémeas, facilitando a coleta de ovos. Os ovos foram
coletados a cada 48h e imediatamente quantificados,
para posterior acondicionamento em placas de Petri
(6cm de diametro). Apds isso, as placas foram
colocadas novamente em suas respectivas condi¢des
de temperatura, para averiguar a eclosao de ninfas e
calcular a viabilidade (%) dos ovos.

Analise estatistica

Todos os dados foram inicialmente
submetidos aos testes de normalidade e
homogeneidade, para verificar se atendiam aos
pressupostos da estatistica paramétrica. A partir disso,
realizou-se a analise de variancia (ANOVA) pelo teste
de Tukey. A diferenca foi considerada significativa
quando P<0,05 (SAS Institute, 2001). Todos os dados
de porcentagem foram transformados utilizando-se a
formula arcsen [(x/100)"2].

RESULTADOS

Neste estudo, foi observado que as
temperaturas 25+1°C e 31+1°C favoreceram o
desenvolvimento ninfal de D. melacanthus, pois
reduziram a duragao da fase jovem e proporcionaram
as maiores taxas de sobrevivéncia (Tabela 1). Porém,
os individuos submetidos a temperatura de 19+1°C
foram prejudicados, pois tiveram um prolongamento
da duragdo da fase ninfal ¢ um elevado indice de
mortalidade (Tabela 1). Os adultos desenvolvidos
nas temperaturas de 25+1°C e 31+1°C apresentaram
semelhanga de peso (Tabela 2), assim como na
fecundidade média (70 ovos fémea™') e viabilidade
dos ovos (aproximadamente 79%). Por outro lado, os
adultos oriundos da temperatura de 19+1°C tiveram
a biologia prejudicada, pois, além do menor peso, as
fémeas ndo ovipositaram (Tabela 2).

Quando comparada a influéncia do
alimento sobre a biologia de D. melacanthus, os
resultados ndo indicaram diferenca entre os dois
tratamentos em nenhuma temperatura avaliada
(Tabelas 1 e 2). Adicionalmente, foi observado que
a duragdo da fase ninfal e a sobrevivéncia também

Tabela | - Influéncia da temperatura sobre os aspectos biologicos
da fase ninfal de Dichelops melacanthus alimentados
com graos imaturos de milho Bt 2B688Hx e ndo Bt

2B688.

------- Parametros da fase ninfal------
Tratamento

Duragao (d) Sobrevivéncia (d)
19+1°C 62,83 +1,0la 2643+180a
25+1°C 2540+049b 67,86+3,76b
31£1°C 18,48 +0,46b 72,86 +3,29Db
Milho Bt (2B688Hx) 35,53 +£3,08™  56,67+3,73™
Isolinha ndo Bt (2B688) 35,61 +3,11 54,76 + 4,42
CV (%) 10,25 26,06
GL temp. 2 2
GL isol. 1 1
GL temp. x isol. 2 2
F temp. 1198,17 47,70
F isol 0,01 0,18
F temp. x isol. 2,73 1,18
P-valor temp. <0,01 <0,01
P-valor isol. 0,92 0,67
P-valor temp. x isol. 0,07 0,31

"Médias = EPM seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem
entre si pelo teste de t (P<0,05). Ns - ndo significativo. Obs.:
devido a ndo haver diferenca na biologia de D. melacanthus
quando alimentados com o milho 2B688Hx e 2B688, apresentou-
se apenas a média geral (das trés temperaturas).

Ciéncia Rural, v.46, n.2, fev, 2016.



257 Bortolotto et al.

Tabela 2 - Influéncia da temperatura sobre o peso de adultos, nimero de ovos e viabilidade de ovos de Dichelops melacanthus alimentado

com milho Bf 2B688Hx e nao Bt 2B688.

Tratamento Peso de adultos (mg) Fecundidade Viabilidade de ovos (%)
19£1°C 340+ 1,76 - -

25+1°C 412+15a 70,16 £7,73 ™ 79,77 +3,83 "™
31x1°C 382+09a 68,81 + 5,35 79,48 £ 4,16
Milho Bt (2B688Hx) 380+£14™ 62,22 +£6,48™ 75,70 £ 4,62 ™
Isolinha ndo Bt (2B688) 37,6 £2,1 76,75 £ 6,27 83,54 +293
CV (%) 11,48 37,80 17,84

GL temp. 2 1 1

GL isol. 1 1 1

GL temp. x isol. 2 1 1

F temp. 10,23 0,02 0,04

F isol 0,01 2,45 1,30

F temp. x isol. 2,08 0,29 0,97

P-valor temp. <0,01 0,89 0,84

P-valor isol. 0,92 0,13 0,26

P-valor temp. x isol. 0,14 0,59 0,33

"Médias + EP seguidas pela mesma letra na coluna, temperatura e cultivar, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey e teste t (P=0,05). NS nio
significativo. Obs.: devido a ndo haver diferenga na biologia de D. melacanthus quando alimentados com o milho 2B688Hx ¢ 2B688,

apresentou-se apenas a média geral (das trés temperaturas).

foram similares (Tabela 1). Essa semelhanca dos
parametros bioldgicos foi observada também para os
insetos adultos, onde o peso de adultos, fecundidade e
viabilidade dos ovos ndo diferiu entre os tratamentos
(Tabela 2).

DISCUSSAO

Apesar de o fendmeno “aquecimento
global” ainda ser muito contestado, estudos
ja tém indicado que a sua possivel ocorréncia
podera favorecer ou prejudicar o desenvolvimento
e a biodinAmica de muitas pragas agricolas
(KARUPPAIAH & SUJAYANAD, 2012). Nesse
sentido, em uma suposta condi¢cdo de elevagdo da
temperatura média global, a espécie D. melacanthus
pode ser favorecida no agroecossistema, pois nosso
estudo demonstrou que a biologia da espécie ndo
¢ afetada mesmo na condigdo de temperatura
constante de 30°C.

Por outro lado, este trabalho indica que,
em condi¢des de temperaturas mais baixas, essa praga
podera ser prejudicada. Isso foi evidenciado pelo alto
indice de mortalidade das ninfas desenvolvidas na
condicdo de 19°C. No estudo de CHOCOROSQUI
& PANIZZI (2002), os autores verificaram que
as temperaturas de 15°C e 20°C prejudicaram
o desenvolvimento ninfal de D. melacanthus,

assemelhando-se ao presente estudo. Nesse mesmo
trabalho, os autores evidenciaram que a condigdo
Otima para a biologia das ninfas foi a 25°C. Apesar
disso, os autores ndo avaliaram a biologia dos adultos,
¢ também ndo investigaram o impacto de temperaturas
acima de 25°C sobre o desenvolvimento da praga.
Nesse sentido, o presente estudo comprovou que, na
condigdo de 31°C, o ciclo bioldgico da praga néo foi
afetado, justificando porque esta espécie distribui-se
em regides produtoras onde ocorrem as temperaturas
mais quentes. De forma similar ao registrado para
D. melacanthus, o percevejo-marrom Euschistus
heros (Hemiptera: Pentatomidae) também ndo ¢
afetado mesmo em temperatura constante de 30°C
(CIVIDANES & PARRA, 1994a). Entretanto,
o percevejo-verde Nezara viridula (Hemiptera:
Pentatomidae) apresenta melhor adaptacdo as
temperaturas mais amenas (25°C), sendo que as fémeas
ndo ovipositam quando submetidas a temperatura de
30°C (CIVIDANES & PARRA, 1994b).

Desse modo, em uma simulagdo de
projecdo futura de elevacdo da temperatura média
global, é provavel que espécies menos suscetiveis ao
calor, como € o caso de D. melacanthus, tenham uma
vantagem adaptativa em relagdo as espécies menos
tolerantes. Adicionalmente, ¢ importante enfatizar
que essa condicdo podera alterar a distribuicdo
geografica da praga, com migragdo para regides onde
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atualmente ndo ocorrem. Isso ja foi evidenciado no
Japdo, onde a espécie Nezara antenatta (Hemiptera:
Pentatomidae) esta se deslocando das regides mais
quentes para locais com temperaturas mais amenas
(TOUGOU et al., 2009).

Neste estudo, foi demonstrado que a
proteina CrylF expressa nos graos de milho do
hibrido 2B688Hx ndo afeta o desenvolvimento e
os parametros reprodutivos de D. melacanthus. A
biologia de D. melacanthus em graos imaturos de
milho ja foi estudada por PANIZZI et al. (2007), em
que os autores registraram que as ninfas demoraram
aproximadamente 22 dias para atingir a fase
adulta, com 27% de mortalidade. Esses resultados
assemelham-se aos obtidos no presente estudo, para o
hibrido de milho Bt 2B688Hx e sua isolinha ndo Bt. A
semelhanca dos pardmetros da fase adulta comprova
que a ingestdo do evento Bt ndo afetou a biologia
de D. melacanthus. Isso ¢ refor¢ado pelo fato de
ambos os tratamentos terem apresentado viabilidade
e fecundidade praticamente duas vezes superiores ao
obtido por PANIZZI et al. (2007).

Embora o milho B¢ seja desenvolvido
principalmente para o controle de lepiddpteros,
algumas pesquisas tém demonstrado que insetos
sugadores também podem ser afetados. Por exemplo,
KIM et al. (2012) evidenciaram que o pulgdo-do-
colmo Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae)
apresentou maior fecundidade quando desenvolvidos
em milho Bt com expressdo da proteina inseticida
CrylF. Dentre as possiveis razdes para explicar
essa relacdo, destaca-se um possivel desequilibrio
nutricional no tecido da planta, que pode alterar a
concentragdo de aminoacidos (FARIA et al., 2007).
Uma outra evidéncia similar foi reportada para a
cigarrinha Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae),
onde se verificou maior abundancia dessa praga em
lavouras de milho Bt (VIRLA et al., 2010). Entretanto,
no presente estudo, a expressdo da proteina CrylF
pelo hibrido 2B688Hx ndo alterou o desenvolvimento
de D. melacanthus, sugerindo-se que a composi¢cao
nutricional dos grios imaturos do evento Bf e sua
isolinha ndo Bt 2B688 é semelhante. Essa observagao
assemelha-se ao verificado para outras pragas nao-
alvo, conforme reportado para Apolygus lucorum
(Hemiptera: Miridae) em algodao Bt (expressdo da
proteina CrylAc) (L1etal., 2012) e Nilaparvata lugens
(Hemiptera: Delphacidae) em genoétipos de arroz Bt
com expressdo das proteinas Crylc e Cry2A (LU et
al., 2014). Esses resultados demonstram que a relagdo
artrépode-planta é bastante peculiar, e generalizagdes
devem ser evitadas em razdo do comportamento de
cada taxon e o evento estudado.

Os resultados obtidos neste estudo
podem sugerir que a biologia da praga ndo ¢
afetada quando os percevejos se alimentam da
seiva do colmo da planta, em razio da menor
longevidade quando se alimentam da estrutura
vegetativa (CHOCOROSQUI & PANIZZI, 2008).
Em um estudo recente, NETTO (2013) relatou
menores injurias ocasionadas por D. melacanthus
em genotipos de milho Bt, porém essa relagdo
ainda ndo ¢ bem compreendida. Nesse sentido,
o presente trabalho demonstra que a espécie
D. melacanthus consegue completar o ciclo
alimentando-se de graos de milho 2B688Hx sem
ser afetada pelo gendtipo modificado. Desse modo,
principalmente em casos de sucessdo milho-milho,
o monitoramento da lavoura deve ser realizado
previamente a semeadura, para o estabelecimento
ou ndo de alguma estratégia de controle de
acordo com os niveis de a¢do de D. melacanthus
recomendados para a cultura subsequente.

CONCLUSAO

A biologia de D. melacanthus ¢
prejudicada na temperatura constante de 19°C,
enquanto, em temperaturas mais elevadas (até 31°C),
o ciclo biolégico ¢ favorecido. A proteina inseticida
CrylF, expressa no milho Bt 2B688Hx, nao afeta o
desenvolvimento de D. melacanthus.
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