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RESUMO
O relato de Helicoverpa armigera no Brasil, até entdo considerada praga quarentenaria ausente,
ocorreu em 2013. A partir de sua ocorréncia, essa espécie altamente polifaga e com relatos de
resisténcia a varios inseticidas, passou a ser objeto de pesquisas visando seu manejo. O objetivo
deste trabalho foi estimar as concentracdes e tempos letais de mortalidade de diferentes estagios
de H. armigera expostas a uma formulacdo de Bacillus thuringienses var. kurstaki. Para tal,
foram testadas cinco concentragdes do bioinseticida correspondentes a 0,2 L/ha, 0,6 L/ha, 1,0
L/ha, 2,0 L/ha e 3,0 L/ha, além dos controles negativo (agua destilada) e positivo (UPMYL
produto comercializado pela UPL, Ituverava/SP na concentracdo de 0,6 L/ha) sobre seis fases
das lagartas: neonatas, 1°., 2°., 3°, 4° e 5°, instares, utilizando 32 repeti¢cdes. Os dados de
mortalidade foram avaliados 24, 48, 72, 96 e 120 h ap06s o tratamento das dietas com as
solugdes. Os dados de mortalidade foram usados para célculo da porcentagem media de
mortalidade + EPM e em andlise de Probit a P >0,05 para estimar as faixas de concentracGes e
tempos letais. Tendo em vista os dados de mortalidade média, a concentracdo requerida para
causar mortalidades aceitaveis e acima de 70% em lagartas neonatas e de 1°. instar foi de 200
mL/ha, enquanto que no caso das lagartas de 2°. e 3°. instares, essa concentracao foi de 600
mL/ha. O TL50 reduziu com o aumento da concentra¢do do produto, independente do instar
avaliado. Em meédia, foram requeridos 4 a 5 dias para que o efeito toxico agudo sobre
aproximadamente 100% das lagartas neonatas, de 1°., 2°. e 3°. instares fossem observados,
quando se utilizaram as concentracdes de 200, 600 ou 1.000 mL/ha. As estimativas obtidas para
as concentracdes letais foram muito variaveis e apresentaram grande amplitude dos intervalos
de confianga. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que as lagartas de H. armigera
devem ser monitoradas frequentemente priorizando o controle das lagartas neonatas, de 1°. e
2°. instares, que sdo mais suscetiveis a acdo da formulacédo e, dentro do prazo normalmente
requerido para acdo do produto, de até cinco dias apds a aplicacdo, serd obtido o efeito de
toxicidade aguda, com consequente mortalidade da praga. Tendo em vista a amplitude dos
intervalos de confianca obtidos, a concentracdo do produto que mais se aproxima daquela a ser
usada nessa circunstancia é a de 600 mL/ha. Entretanto, esses resultados precisam ser validados

em outros ambientes e com outras populagdes.

Palavras-chave: instares, produto bioldgico, bactéria, broca gigante, lagarta das magas.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, tem em uma das suas bases econdmicas, o agronegocio. O setor foi

responsavel por 27,4% do Produto Interno Bruto - PIB brasileiro. Elevou sua participacao
em 8,36% em 2021, a despeito dos resultados adversos do clima sobre a producdo das
safras agricolas. Nos segmentos primario e de insumos sustentaram altas de destaque na
movimentacdo comercial em 2021, de 17,52% e 52,63%, respectivamente (CNA;
CEPEA, 2022). Esses numeros referendam a importancia dos mecanismos de defesa
fitossanitaria e controle das pragas e doencas relacionadas aos sistemas produtivos do
agronegdcio brasileiro.
As espécies exaticas invasoras (EEI) sdo definidas como quaisquer espécies, subespécies
ou tdxons introduzidos a qualquer momento fora de sua area de distribuicdo natural, sejam
eles deliberados ou ndo e que colocam acidentalmente em perigo a agricultura, a
seguranca alimentar e o meio ambiente (CDB, 1992). No mundo contemporaneo é
crescente o nimero de infestagdes bioldgicas causadas pelas mudancas climéticas, perda
da biodiversidade e fragmentacdo dos ecossistemas afetando o potencial de dispersao e
ocorréncia de espécies exaticas invasoras (BEBBER et al., 2014). Nesse sentido, em 2013
a espécie Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) foi excluida da lista
de pragas quarentenéria ausente (A1) do Brasil (BRASIL, 2013a) em virtude do relato de
sua ocorréncia no pais no ano anterior (CZEPAK et al., 2013 a ; SPECHT et al., 2013).
A partir dos relatos iniciais de sua ocorréncia, alguns inseticidas sintéticos foram
registrados em carater emergencial, sendo que muitos ja possuiam relatos de resisténcia
da praga (JORNAL DA USP, 2018). Pouco tempo ap0s o relato inicial de sua ocorréncia
no pais, o inseto ja estava amplamente disseminado nas varias areas agricolas, quando um
amplo padréo de distribuicdo normalmente requer varios meses para ocorrer (BUENO et
al., 2014). Mundialmente, o inseto esta presente em paises da América do Sul, Africa,
Europa, Asia e Oceania (HAILE et al., 2021).

A espécie H. armigera é considerada altamente polifaga, sendo capaz de
infestar muitas espécies agricolas e olericolas tais como algoddo, sorgo, girassol, grao de
bico, soja, fumo, milho, tomate, alface, pimenta, varios tipos de feijdo e plantas
ornamentais (ZALUCKI et al., 1986; ZALUCKI et al., 1994). A lagarta de H. armigera
pode se alimentar tanto das folhas quanto das flores e frutos, sendo as caracteristicas do
seu ciclo biolégico otimizadas quando se alimentam das estruturas reprodutivas de seus
hospedeiros (ZALUCKI et al., 1986; LIU et al., 2010) e dai a denominagéo vulgar de
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lagartas das macas, brocas gigantes e semelhantes.Os danos mundiais causados pelas
lagartas de H. armigera nas diversas culturas que ataca foram estimados em US$ 5 bilhGes
por ano (LAMMERS & MACLEOD, 2007).

Todos esses fatos, tornam essa espécie um problema de preocupagdo mundial
(KRITICOS et al., 2015). Desta forma, alternativas ao seu manejo devem ser buscadas.
Atualmente existem indmeros inseticidas sintéticos registrados para o controle da espécie
infestando, por exemplo, a soja (BRASIL, 2022c). Entretanto, os Gnicos produtos que ndo
possuem restricdo de uso, independentemente do cultivo em que sdo usados sdo 0S
bioldgicos, incluindo as formulacgdes a base de Bacillus thuringiensis (BRASIL, 2022c).
As formulagdes a base de Bt agem em varios grupos de inseto, incluindo Lepidoptera. No
Brasil, além de existirem formulag¢fes comerciais a base de Bt, para uso em pulverizacao
(BRASIL, 2022), vérias toxinas dessa bactéria estdo inseridas em plantas geneticamente
modificadas comercializadas no pais (CTNBIo, 2022) e essa estratégia se constitui na
principal medida de manejo adotada para Lepidoptera-praga nos mais diferentes cultivos.
Apesar dessa conjuntura, os trabalhos que tenham testado as concentragfes e tempos
letais de acdo dos produtos a base de Bt, especialmente sobre H. armigera, sao escassos
(HASHEMITASSUJI et al., 2015), ndo existindo relatos anteriores de trabalhos nesse

sentido que ja tenham sido desenvolvidos no Brasil.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v Avaliar a mortalidade e o tempo de letalidade de Bacillus thuringiensis var

kurstaki sobre diferentes instares de Helicoverpa armigera.

2.2 Objetivos especificos

v Estimar as faixas de concentracdo letal de uma formulagdo a base de B.

thuringiensis var kurstaki sobre todos os instares de lagartas de H. armigera;



v' Estimar o tempo de letalidade de uma formulacdo a base de B. thuringiensis var

kurstaki sobre todos os instares de lagartas de H. armigera.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Helicoverpa armigera Hubner(Lepidoptera: Noctuidae)

3.1.1 Ocorréncia no Brasil e no mundo

A espécie Helicoverpa armigera Hibner estava incluida na lista de pragas
quarentenérias Al (ausentes do Brasil) até 2013, quando a Instrucdo Normativa (IN)
MAPA no. 59, de 18 de dezembro de 2013 (BRASIL, 2013a) a excluiu da lista de pragas
quarentenarias ausentes da IN no. 41 de 1°. de julho de 2008 (BRASIL, 2008b). Apesar
deste fato, 0 momento exato de sua chegada ao continente sul-americano é desconhecido:
uma andlise populacional das mariposas de Helicoverpa do estado de Mato Grosso em
2006 ndo detectou sua presenca, sugerindo gque a chegada dessa espécie no Brasil, pode
ter ocorrido apds 2006 (STACKE et al. 2018; JONES et al., 2019).

J& na safra 2011/2012, foi descrito um amplo surto de lagartas de H. armigera na
regido oeste da Bahia, em especial nas lavouras de algoddo. Nesta época, foram
verificadas perdas de até 80% da producao desta lavoura, segundo relatos dos produtores
(AVIALA et al., 2013). Na safra subsequente de 2012/2013 foi estimado que 46% do
valor total gasto para o controle de pragas em lavouras de algodao foi devido as a¢Ges de
controle direcionadas a H. armigera. O numero de pulverizagdes na cultura aumentou
cerca de 10 a 15% e os gastos passaram de US$400 para US$ 800 por hectare, algo ligado
diretamente aos ataques da lagarta e a dificuldade de seu controle (MIRANDA, 2013;
GABRIEL, 2013).

Além do algodoeiro, em 2013, foi relatada a ocorréncia da lagarta em altas
infestacBes no pais, em diferentes estados e atacando vérias culturas (CZEPAK et al.,
2013a; SPECHT et al., 2013). Nesse aspecto, as culturas mais afetadas foram algodéo,
milho, soja, feijdo, tomate e sorgo (AVIALA et al., 2013). Na mesma safra 2012/2013,
ataques de lagartas H. armigera foram observados em lavouras de soja nos estados do
Maranh&o e do Piaui. No Mato Grosso foi observado ataques as culturas de algoddo, soja
e milho e em Goiéas os danos foram mais pronunciados no tomate e na soja (AVIALA et

al., 2013). No estado de Mato Grosso do Sul, foram observadas lagartas de H. armigera,
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prejudicando as lavouras de algodao e soja apenas na regido de Chapaddes (entorno de
Chapadéo do Sul), enquanto na regido sul do Parang, principalmente no entorno de Ponta
Grossa, observou danos severos nos estdgios iniciais de desenvolvimento da soja
(AVIALA et al., 2013).

A safrinha de milho de 2013 foi marcada pela elevada ocorréncia de lagartas de
H. armigera nas regides produtoras referenciais, talvez a maior j& apontada desde o inicio
do cultivo das sementes de milho geneticamente modificado (Bt) (AVIALA et al., 2013).
No inicio, produtores do oeste do Parana observaram que os insetos se alimentavam na
soja tiguera, porém, apos aplicacéo do dessecante na soja, as lagartas se deslocavam para
as plantas de milho. Em algumas localidades dos estados de Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul, os produtores de milho safrinha também observaram a presenca de lagartas de
Helicoverpa sp. em lavouras de milho Bt (AVIALA et al., 2013).

Vale destacar que apesar do registro inicial ter ocorrido apenas em 2013, € muito
provavel que a espécie ja estivesse presente no Brasil anteriormente, tendo em vista que
a distingdo de outras espécies da subfamilia Heliothinae que ocorrem no pais baseada
apenas em caracteristicas morfoldgicas (Helicoverpa zea ou Heliothis virescens) €
limitada (POMARI-FERNANDES et al., 2015). Outro fato que pode confirmar sua
presencga no Brasil mesmo antes dos registros iniciais de sua ocorréncia terem sido feitos
foi sua ampla disseminacdo no pais, logo no primeiro ano de ocorréncia, quando um
amplo padréo de distribuicdo normalmente requer varios meses para ocorrer (BUENO et
al., 2014). Além disso, a espécie se disseminou pela América Latina pouco tempo apés
os relatos de sua deteccédo, onde se tornou estabelecida e deslocou ou hibridizou com H.
zea, algo que sugere multiplas introduc@es a partir de diferentes origens e contribui para
a ampla resisténcia da praga a maltiplos pesticidas (TEMBROCK et al., 2019) e para a
ocorréncia de alta diversidade genética, sem que haja uma estrutura definida para a
populacdo de H. armigera na América do Sul (GONCALVES et al., 2019). A sua faixa
de ocorréncia inclui paises da América do Sul, Africa, Europa, Asia e Oceania (HAILE
etal., 2021). Por esta razdo e tendo por base a rapida ampliacédo de sua faixa de ocorréncia
e a habilidade da praga em migrar grandes distancias auxiliada pelas correntes de ventos,
aliado ao seu grande poder destrutivo e resisténcia a inimeros pesticidas, paises como 0s
Estados Unidos ja adotam programa de monitoramento da praga visando permitir sua
deteccdo precoce e coibir sua introducdo no pais (KRITICOS et al., 2015; HAILE et al.,
2021).



3.1.2 Descricdo e injuria

Helicoverpa armigera é uma praga importante de inUmeras plantas
cultivadas, destacando-se por se adaptar a diversos ambientes e hospedeiros, possuir alto
potencial reprodutivo, diapausa facultativa desencadeada pelo frio em paises de clima
subtropical e temperado e elevada capacidade de dispersdo (FITT, 1989; CABI, 2014).
Em paises tropicais, a proporcdo do inseto que entra em diapausa € muito pequena,
permitindo que varias geracdes se sobreponham ao longo dos ciclos de cultivo (FITT,
1989; CABI, 2014).

Os principais hospedeiros da praga sdo algoddao, amendoim, feijao, fumo,
grédo de bico, soja, sorgo, milho e tomate, além de ornamentais e hortalicas (EPPO, 2007;
CABI, 2014). Na Australia, 35 familia botanicas sdo relatadas como hospedeiras da praga
(ZALUCKI et al., 1986; ZALUCKI et al., 1994) e, no mundo todo, 68 familias botéanicas,
dessas poréem, somente 14 familias possuem registro de conter um hospedeiro em todas
as areas geograficas de ocorréncia (CUNNINGHAM & ZALUCKI, 2014).

A espécie possui desenvolvimento completo ou holometabdlico,
completando seu ciclo biolégico em cerca de 30 dias, do ovo até a emergéncia do adulto,
que pode variar com a alimentacdo e com as condigdes climaticas (GUEDES et al., 2013,
CZEPAK et al., 2013b). As fémeas podem depositar entre 500-1000 ovos dependendo do
hospedeiro e das condi¢des ambientais (MIRONIDIS & SAVOPOULOU-SOULTANI,
2008). As lagartas passam por 5-7 instares e seu desenvolvimento é otimizado em
temperaturas que variam de 31 a 34°C (MIRONIDIS & SAVOPOULOU-SOULTANI,
2008).

A lagarta de H. armigera pode se alimentar de diferentes partes das plantas,
incluindo as folhas de inimeros hospedeiros (ZALUCKI et al., 1986), porém sua
sobrevivéncia, fecundidade e outras caracteristicas do ciclo bioldgico sdo incrementadas
quando se alimentam das flores e frutos (LIU et al., 2010) e dai a denominacdo vulgar de
lagartas das macas, brocas gigantes e semelhantes. Os danos mundiais causados pelas
larvas de H. armigera nas diversas culturas que ataca foram estimados em US$ 5 bilhdes
por ano (LAMMERS & MACLEOD, 2007).

Stacke et al. (2018) destacam que o potencial causador de injuria de H.
armigera quando comparado a outras espécies de lepiddpteros em soja, € maior haja vista

que consome 0s pontos de crescimento da soja e danifica também as estruturas

5



reprodutivas. Os pesquisadores avaliaram os danos causados por essa espécie, definindo
a reducéo de produtividade ocasionada para 1 lagarta/m?, de modo a permitir calcular o
nivel de dano econémico (NDE) e assim realizar o controle no momento correto.
Concluiram que existe variabilidade do dano causado em funcdo do estadio de
desenvolvimento da cultura da soja.

Suzana et al. (2015) e De Souza & Costa (2020) acreditam que o aumento da
populagéo de lagartas do género Helicoverpa e os consequentes danos aos sistemas de
producdo foram causados por um processo cumulativo de praticas de culturais
inadequadas caracterizadas por plantios sucessivos de espécies vegetais hospedeiras
(milho, soja e algoddo), em monocultivos em grandes areas e contiguas, e manejo
inapropriado de agrotoxicos. Isso tornou o agroecossistema progressivamente suscetivel
a doencas e insetos ao longo dos anos, por falta de alimentos, criadouros e abrigo, além

de eliminar seus inimigos naturais.

3.1.3 Controle

Avila et al., (2013) reforcam que o primeiro passo para um efetivo manejo da
praga é o monitoramento ovos, lagartas e adultos de H. armigera, sendo este um fator
chave para o sucesso das estratégias do MIP. Com base nessas informacdes, serdo
definidas decisdes ou taticas de controle, como a necessidade de realizar ou ndo o controle
quimico ou biolégico em um determinado momento, a escolha do agente a ser usado, a
dose a ser empregada, 0 modo de pulverizacdo, dentre outros. Os adultos de H. armigera
sé&o monitorados com o uso de armadilhas luminosas ou armadilhas contendo o feroménio
sexual.

Dentre as ferramentas do Manejo Integrado de Pragas (MIP), o controle
quimico é o mais utilizado para H. armigera na maior parte dos paises onde ela ocorre
(VOJOUDI et al., 2016; FATHIPOUR & SEDARATIAN, 2013). Por se tratar de uma
praga quarentenaria, quando de sua deteccdo inicial no Brasil, ndo havia produtos
registrados para o seu controle, o que fez com que alguns produtos fossem liberados em
carater emergencial até marco de 2016 (BRASIL, 2013a; BRASIL, 2015). Para o controle
da lagarta infestando a soja, estdo registrados 67 formulagdes de produtos sintéticos
distribuidos em diferentes grupos quimicos tais como Avermectina, Carbamato,
Benzoiluréia, Oxadiazina, Diamida, Fosforado, Analogo de Pirazol, Espinosina,

Diacilhidrazina e Piretroide (BRASIL, 2022c). Todavia, essa espécie e reconhecida como
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amplamente resistente a inimeros grupos de inseticidas (WANG et al., 2021). Desta
forma, o manejo baseado exclusivamente no controle quimico ndo é recomendavel.

O uso de plantas geneticamente modificadas é considerado um dos pilares do
manejo de populacGes de Lepidoptera. Plantas transgénicas contendo toxinas de Bt,
principalmente aquelas que expressam mais de uma proteina, sdo uma tecnologia muito
promissora para o controle de larvas de H. armigera (AVIALA et al.,2013). A tecnologia
é considerada eficiente no controle da praga especialmente tendo em vista a inexisténcia
de resisténcia cruzada entre os inseticidas para os quais ha relatos de resisténcia da praga
e algumas toxinas de Bt, a exemplo de Cry2AB (BIRD & DOWNES, 2014).

Em relacdo ao controle bioldgico atualmente, existem 32 produtos comerciais
bioldgicos registrados para o controle da praga em todas as culturas que ela infesta sem
restricdes, com 19 formulagdes a base da bactéria Bacillus thuringiensis, 11 a base do
virus da Poliedrose Nuclear e 2 a base de Isaria fumosorosea (BRASIL, 2022c). No que
concerne 0s inimigos naturais, em Vvarias regides produtoras do Brasil, tem sido relatada
o controle biol6gico natural exercido por predadores tais como 0s besouros da familia
Carabidae (Lebia spp. e Calosoma granulatum Coleoptera: Carabidae) e parasitdides,
principalmente as  vespinhas do género  Trichogramma (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) e moscas da familia Tachinidae (CORREA-FERREIRA et al.,2016).
Entre os agentes de controle, os parasitoides foi 0 grupo que mais colaborou na
diminuicdo da populacdo de Helicoverpa nas lavouras de soja do Parana, representando
no geral 48,9%. Em menor escala observou-se a ocorréncia de patdgenos (11,1%) e
nematoides (0,9%) (CORREA-FERREIRA et al., 2016). Apesar de existirem 13 produtos
a base de T. pretiosum registrados, ndo ha relatos de registro para o controle de H.

armigera, havendo entrentanto, registro para o controle de H. zea (BRASIL, 2022c).

3.4 Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk)

O uso de produtos sintéticos tem levado, ao longo das Gltimas décadas, a
diversos problemas como poluicdo do solo, &gua e fontes de alimentos, e geracdo de uma
pressdo seletiva que causa o surgimento de pragas resistentes (JALLOULI et al. 2020).
Consequentemente, alternativas a esses produtos tém sido buscadas e, em decorréncia
desse fato, tem crescido a importancia e a relevancia dos produtos bioldgicos, que surgem

como alternativa a esses produtos, j& que ndo apresentam tantas restricbes de uso
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(JALLOULI et al. 2020). Bacillus thuringiensis (Bt) € uma das bactérias mais estudadas
em biotecnologia industrial e comercializada como um biopesticida ambientalmente
sustentavel (JALLOULI et al. 2020). A bactéria Bt € um microrganismo encontrado
naturalmente no solo que possui em seu DNA genes que codificam proteinas inseticidas,
conhecidas como cristais Bt ou proteinas Btk (JALLOULI et al. 2020).

A classificagdo dos cristais de proteina Bt é baseada na sua estrutura
(deduzida da sequéncia de DNA) e também na faixa de hospedeiros sobre as quais sdo
ativos (COOPER, 1994).

Formulacbes a base de Bt tém sido utilizadas para o controle de insetos
lepiddpteros, dipteros e coledpteros desde a década de 70 do século passado (KAUR,
2000). No inicio do novo milénio novas cepas de Bt que abrigam novos tipos de genes
inseticidas foram descobertas em todo o mundo, cepas recombinantes com toxicidade
aumentada foram construidas, o espectro inseticida ampliado, e as proteinas cristalinas
inseticidas (ICPs) foram modificadas por mutagénese para melhorar sua agao inseticida
(KAUR, 2000).

Bravo & Soberon (2007) descrevem que as familias de proteinas cry e cyt de
Bt sdo um grupo diversificado de proteinas com atividade contra insetos de diferentes
ordens - Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e também contra outros invertebrados como
nematdides. As proteinas cry compreendem pelo menos 50 subgrupos com mais de 200
membros cuja a¢do primaria é romper as células epiteliais do intestino médio, inserindo-
as na membrana alvo (BRAVO & SOBERON, 2007). A proteina cry ao alcancar o
intestino médio do organismo alvo ¢é degradada parcialmente e uma parte pequena com
atividade toxica é liberada. Essa parte menor somente apresentara toxicidade caso se
acoplar numa regido especifica das células que recobrem o intestino dos animais (receptor
de proteina), sendo que esse receptor so existe em algumas espécies de larvas de insetos
(BRAVO & SOBERON, 2007).

Produtos a base de Bt agem por ingestdo e, desta forma, para agir 0s cristais
proteicos precisam ser dissolvidos no ambiente alcalino do intestino médio do inseto, que
destroi as pontes de sal existentes entre as subunidades proteicas (COOPER, 1994). Como
consequéncia, as toxinas ativadas se ligam as células epiteliais receptoras do intestino
médio do inseto, causando sua ruptura, paralisia do funcionamento do 0rgéo, cessagéo da
alimentacdo e morte do inseto (COOPER, 1994).

Regode et al. (2016) estudaram caracteristicas das proteases bacterianas

intestinais envolvidas na ativacdo da protoxina crylAc inativa (pro-crylAc) em toxina
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ativa em H. armigera. Proteases produzidas por bactérias do intestino médio estdo
envolvidas no processamento proteolitico da protoxina e desempenham um papel
importante na indugdo da patogenicidade de toxinas de B. thuringiensis na lagarta.
Vaérias toxinas de Bt se mostram efetivas contra H. armigera incluindo crylA,
cry2A (GUJAR et al., 2007), VIP3Aa (WEI et al., 2017), dentre outros, no que pese ja
existirem alguns relatos de resisténcia (ZHANG et al., 2021) em funcdo da ampla

disseminacdo dessas toxinas nas espécies vegetais cultivadas.

4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados na Fazenda Simone no laboratério MOARA
Bioestimulantes Agroambientais, localizada no Nucleo Rural Rio Preto, Brasilia (DF),
coordenadas 15°45°56.0”’S e 47°28°57.370. Os experimentos foram conduzidos em
laborat6rio em condicgdes controladas de + 25°C, fotofase de 12 horas e UR de 60%. Os
ovos e a dieta artificial usada na alimentacédo de H. armigera foram comprados no website
pragas.com. Utilizou-se nos bioensaios o bioinseticida Bacillus thuringiensis var. kurstaki
estirpe S1450, cepa pertencente a EMBRAPA.

O produto a base de formulacdo de Bacillus thuringiensis utilizado no ensaio foi
produzido em biorreator com capacidade de 2000 L em escala industrial com
concentragéo 2,0x10° UFC/mL. Essa formulagdo passa por alguns processos, que se inicia
na ativacdo da bactéria preparo do indculo em laboratério, preparo dos equipamentos e
processo de producéo.

Todas as matérias primas utilizadas sdo esterilizadas a 122,5°C por 2 horas,
garantindo um produto final sem contaminantes, esse processo até o produto final leva 48
horas. Todo o processo é automatizado, possui controle de aeracdo, controle de
temperatura e controle de pH. Durante o processo sdo coletadas amostras para o
acompanhamento do desenvolvimento da bactéria. Ap6s o produto ser envasado ele passa
por um controle de qualidade, que é a obteng&o do resultado da concentragdo e da pureza
do produto .

Foram testadas cinco concentragbes do bioinseticida & base de Btk
correspondentes a 0,2 L/ha, 0,6 L/ha, 1,0 L/ha, 2,0 L/ha e 3,0 L/ha, além dos controles
negativo (adgua destilada) e positivo (UPMYL produto comercializado pela UPL,
Ituverava/SP na concentracdo de 0,6 L/ha) sobre seis fases das lagartas: neonatas, 1°., 2°.,

30, 4° e 5° finstares. Utilizou-se como volume de calda 100 L/ha. O delineamento
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experimental foi o inteiramente casualizado com 32 repeti¢des. O pH da solucéao diluente
no caso utilizamos &gua destilada foi pH 7,0, e da formulacgéo a base de Bt foi pH 6,49.
As solucbes foram preparadas no momento da utilizagdo (Figura 1). Cada
repeticdo foi representada por uma célula de 4 por 6 cm (L x C) preenchida com 5 mL
com de dieta artificial conforme (RIBEIRO, 2017). As solucbes de tratamento foram
aplicadas diretamente sobre as dietas contidas nas células e que serviram de alimentacéao
para as lagartas (Figura 2). Apos a aplicacdo, a solugdo de tratamento foi uniformizada
sobre a dieta de tal forma a permitir sua distribuicdo homogénea, conforme representado
na Figura 3. Em seguida, as células tratacdas foram mantidas sob cAmara de fluxo laminar,
até a a secagem da solugdo e, em seguida, procedeu-se a transferéncia das lagartas para

as células, com auxilio de um pincel fino (Figura 4).

Figura 1. Preparo das solugdes de tratamento. Foto: Pelicioli, D.
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Figura 3. Uniformizacao das solugcfes de tratamento sobre a dieta. Foto: Pelicioli,
D.
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Figura 4. Transferéncia das lagartas para células. Foto: Pelicioli, D.

As bandejas tratadas e contendo as lagartas sob teste foram mantidas sob temperatura
de £25°C, fotofase de 12 horas e UR de 60%. As avalia¢gdes da mortalidade das lagartas
foram feitas 24, 48, 72, 96 e 120 h apds o contato das lagartas com os tratamentos. A
lagarta foi considerada morta quando ndo exibia nenhum movimento. Os dados de
mortalidade ap6s 96 h do tratamento para as diferentes concentragdes testadas foram
convertidos em porcentagem de mortalidade e utilizados para plotagem da média em um
grafico, acompanhado do erro padrdo da média (EPM), utilizando o Sigma Plot para a
montagem do grafico. Tendo em vista que a mortalidade ocorrida na testemunha de todos
os instares testados foi em média inferior 2%, a mortalidade ocorrida nos tratamento ndo
foi corrigida para a mortalidade ocorrida na testemunha.

Os dados de namero de lagartas mortas foram submetidos ainda a analise de Probit a
P > 0,05 para determinar as concentra¢es (mL/ha) que causavam mortalidade em cada
tempo de avaliacdo e para cada um dos estagios do inseto testado. Semelhantemente, os
tempos de mortalidade (min) associados as diferentes probabilidades foram testados para
cada concentragdo avaliada e para os diferentes estagios do inseto testados. Foram
representadas apenas as CLso e as TLso dos dados que se ajustaram a distribuicdo de
Probit. As analises foram realizadas no SAS System (SAS, 2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da mortalidade média das diferentes fases das lagartas de H. armigera
submetidas as diferentes concentracdes da formulacéo de Bt, 4 dias apds o tratamento,
permitem observar que no caso das neonatas e das lagartas de 1°. instar, a menor
concentracdo de 200 mL/ha ja foi capaz de proporcionar mortalidade significativa e acima
ou bem proxima de 80% (Figura 5). J& no caso das lagartas de 2°. e 3°. instares, foi
necessario uma concentracdo maior e equivalente a 600 mL/ha, para proporcionar
mortalidades iguais ou acima de 75% (Figura 5). J& no caso das lagartas de 4°. e 5°.
instares, mesmo a maior concentracdo, de 3.000 mL/ha, proporcionou mortalidades
abaixo de 70% (Figura 5). Os resultados obtidos sdao compativeis com o esperado e
explicados pelos efeitos do produto, que age de maneira mais eficiente sobre individuos
mais jovens quando comparado aos individuos mais velhos (SANAHUJA et al., 2011).
Nesse sentido, Li & Bouwer (2012) ao testarem a toxicidade de toxinas cry de Bt para
lagartas neonatas e de segundo instar de Bt também observaram menor suscetibilidade

das lagartas de 2°. instar, quando comparadas as neonatas.
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Figura 5. Porcentagem de mortalidade de Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) 96 h (4 dias) ap6s o tratamento com diferentes concentracdes de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki.

De modo geral, o tempo requerido para causar mortalidade em 50% das lagartas de
H. armigera (TLso em min) reduziu mediante aumento da concentracdo da formulagdo a
base de Bt, independentemente do instar testado (Tabela 1). Entretanto, de maneira geral,
0 tempo requerido para causar a mortalidade de 50% das lagartas aumentou, a medida
que elas ficaram mais velhas (Tabela 1). A Gnica excec¢do foram os TLses estimados para
0 2°. e 3°. instares que foram bem proximos entre si (Tabela 1). A partir do 4°. e 5°. instares
0s TLsos aumentaram consideravelmente, sendo que mesmo nas concentragdes mais altas,
de 2.000 e 3.000 mL/ha, respectivamente, seriam requeridos sete e seis dias, para matar
aproximadamente 100% das lagartas de 4°. e 5°. instar (Tabela 1). No caso das lagartas
neonatas e de 1°. instar, mesmo utilizando as concentra¢cdes mais baixas, de 200 mL/ha e

600 mL/ha, repectivamente, seriam requeridos cerca de quatro e cinco dias para que 100%
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das lagartas morressem (Tabela 1). A partir do 2°. instar, a expectativa de morte de100%
das lagartas dentre desse intervalo de tempo de cerca de 5 dias, se da apenas mediante a
exposicao a concentracdo de 1.000 mL/ha (Tabela 1).
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Tabela 1. Tempo que causa mortalidade (min.) em 50% da populacdo (TLso) de diferentes instares de Helicoverpa armigera (Lepidoptera:

Noctuidae) expostos a diferentes concentracdes de formulacdo a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki.

instar Concentragdo GL? n° Inclinacio + EPM® TLso (95% IC)¢ % Valor de P
(mL/ha)

Neonata 200 3 160 3,64 0,51 49,83 (41,92 + 57,55) 4,40 0,22
600 3 160 3,32+0,51 39,05 (31,10 £ 46,14) 5,90 0,12
1000 3 160 2,74+0,73 38,78 (3,75 + 62,82) 7,29 0,06

Primeiro 200 3 160 6,44 + 0,93 66,43 (59,63 £ 72,90) 3,24 0,36
600 3 160 561%0,76 57,91 (51,16 £ 64,37) 2,16 0,54
2000 3 160 7,45+1,14 50,36 (44,46 £ 55,53) 0,75 0,86
3000 3 160 7,98 £1,25 45,54 (40,35 + 50,32) 2,03 0,57

Segundo 200 3 160 6,19 + 1,42 73,52 (49,51 + 99,36) 7,14 0,07
600 3 160 7,32 +1,06 71,47 (65,01 £ 77,77) 3,14 0,37
1000 3 160 6,77 £ 0,98 56,18 (49,83 + 61,89) 1,49 0,68
2000 3 160 559+0,74 56,09 (49,37 £+ 62,46) 2,41 0,49
3000 3 160 579%0,79 64,54 (57,58 + 71,39) 591 0,12

Terceiro 200 3 160 4,46 + 0,64 62,77 (54,57 £ 70,80) 5,19 0,16
600 3 160 5,97 £ 0,80 48,08 (41,85 + 53,77) 4,89 0,18
1000 3 160 6,09 £ 0,82 46,89 (41,00 + 52,38) 1,86 0,60
2000 3 160 593+0,78 45,52 (39,63 + 51,02) 4,42 0,22
3000 3 160 5,03 +£0,98 41,16 (24,58 + 56,35) 6,52 0,09
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...continuacdo Tabela 1

instar Concentragdo GL? n° Inclinacio + EPM® TLso (95% IC)¢ % Valor de P
(mL/ha)

Quarto 200 3 160 525+1,31 127,74 (110,98 £ 176,29) 2,27 0,52
600 3 160 483+1,16 124,96 (108,16 + 170,83) 1,96 0,58
1000 3 160 7,56 1,57 110,00 (101,00 +£125,27) 151 0,68
2000 3 160 5,48 + 0,89 84,38 (75,90 £ 94,10) 1,43 0,71

Quinto 200 3 160 3,49 £ 1,02 165,10 (126,58 + 389,19) 0,64 0,89
600 3 160 2,56 = 0,60 125,41 (99,38 + 206,22) 2,71 0,44
1000 3 160 4,47 +1,00 120,03 (103,80 + 159,43) 0,29 0,96
2000 3 160 4,67 £0,86 98,55 (87,53 £ 115,99) 0,66 0,88
3000 3 160 3,59 + 0,56 69,83 (60,11 + 80,86) 0,46 0,93

3Graus de liberdade; ®niimero de insetos tratados; Sinclinacéo da curva dose-mortalidade e seu erro padrdo da média (EPM); %valores de tempo

letal e seu respectivo intervalo de confianga (IC a 95%).



As concentragdes que causaram 50% de mortalidade nas lagartas neonatas, de 1°., 2°.
e 3°. instares de H. armigera assumiram valores desproporcionalmente elevados quando
os intervalos de avaliagdo foram inferiores a trés (72 h) ou quatro (96 h) dias (Tabela 2).
A concentracdo requerida para matar aproximadamente 100% das lagartas neonatas trés
dias apds a exposic¢do (72 h) foi de 170,64 mL/ha (Tabela 2); no caso das lagartas de 1°.,
2°. e 3°. instares essas concentra¢@es foram de 110,3, 123,4 e 71,9 mL/ha, aos quatro dias
apos a exposicdo (96 h) (Tabela 2). A concentracdo estimada para matar 100% das
lagartas de 4°. e 5°. instares cinco dias (120 h) ap0s a exposicao seria de 1.164,7 mL/ha e
de 1.638,2 mL/ha, respectivamente (Tabela 2). Todavia, ha que se considerar a amplitude
dos intervalos de confianga na confiabilidade das estimativas, sendo que na maioria dos
casos eles foram bastante amplos (Tabela 2). Desta forma, se considerarmos por exemplo,
a amplitude do intervalo de confianga na expectativa de mortalidade de 100% das lagartas
neonatas, a concentracdo requerida seria de aproximadamente 674 mL/ha (Tabela 2). As
inclinagdes das curvas variaram de 0,67 £ 0,31 a 7,98 + 1,25 (Tabelas 1 e 2). Maiores
inclinacBes correspondem a um maior efeito tdxico sobre os instares testados.

Estudos realizados com Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae),
obtiveram uma CLso de 0,46 (0,43-0,49) mg mL-1 apds 108 horas da exposi¢do de
lagartas de quarto instar (CASTRO & CASTRO, 2019), o que corrobora os resultados
encontrados no presente trabalho de maior resisténcias de lagartas de instares mais velhos
a acdo das toxinas de Bt. Esses efeitos de aumento da tolerancia das lagartas aos produtos
usados para o seu controle a medida que ficam mais velhas sdo observados inclusive para
produtos sintéticos, como foi verificado mediante 0 aumento na concentracdo (CLso) do
Spinosad requerida para matar lagartas da traga-do-tomateiro do primeiro para o terceiro
instar (HASHEMITASSUJI et al., 2015).

Formulacgdes a base de B. thuringiensis var. kurstaki (linhagem local DOR Bt-1)
foram altamente eficientes no controle de H. armigera infestando girassol, especialmente
quando usadas em mistura com acido bérico (um adjuvante), trés dias ap6s a pulverizacao
e mesmo quando usadas na menor concentragcdo de 1mL/L sob condi¢des de campo.
Entretanto, como se tratava de uma formulacdo solida, a eficicia foi aumentada mediante
reducdo no tamanho da particula da formulacdo (DEVI & VINEELA, 2014).

Desta forma, faz-se necessario evidenciar que existem fatores que podem alterar
a suscetibilidade das pragas as toxinas de Bt, e estes incluem: variabilidade entre
diferentes populagdes geograficas (VAN FRANKENHUY ZEN, 2009; LI & BOUWER,
2012; SEBASTIAO et al., 2015), as taticas de controle utilizadas na é&rea
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(CHANDRASHEKAR et al., 2005), a metodologia adotada nos protocolos dos
bioensaios e as condi¢des experimentais, além do vigor da populacéo que podem afetar a
capacidade do inseto em suportar o estresse imposto pelo Bt (AVILLA et al., 2005; BIRD
& AKHURST, 2007). Além disso, o carreador usado na formulacdo pode alterar
grandemente sua eficacia (SWAMI et al., 2017).
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Tabela 2. Concentracao de formulagdo a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (mL/ha) que causa 50% de mortalidade (CLso) em diferentes

instares de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) em diferentes tempos de avaliacao.

instar Tempo de GL n Inclinagdo + EPM CLso (95% IC) x> Valor de P
avaliacao (h)
Neonata 24 1 96 0,74 £0,33 3.019 (1.233 £ 94.640.993) 0,04 0,84
48 1 96 0,68 + 0,25 670,85 (91,61 +1,731) 2,18 0,14
72 2 128 0,81+0,28 85,32 (0,63 + 251,62) 2,44 0,29
Primeiro 48 2 128 0,68 + 0,25 2.862 (1.308 + 70.379) 0,03 0,98
72 2 128 1,22 +0,29 188,31 (52,50 + 334,94) 2,11 0,35
96 2 128 1,26 + 0,41 55,15 (1,13 + 144,48) 0,92 0,63
Segundo 72 2 128 1,22 +0,33 363,72 (152,32 + 563,81) 2,51 0,28
96 1 96 0,74+ 0,36 61,69 (3,01 x 107 + 212,64) 0,08 0,78
Terceiro 24 3 160 2,53+1,03 7.431 (4.075 £ 1.020.460) 1,88 0,60
48 1 96 0,67+0,31 980,37 (273,84 + 45.552) 0,17 0,68
72 2 128 1,01+ 0,39 46,22 (0,01 £ 149,73) 0,58 0,75
96 2 128 1,15+ 0,40 35,93 (0,09 + 123,01) 0,70 0,70
120 3 160 1,49 + 0,50 45,52 (0,54 £ 122,90) 3,73 0,29
Quarto 72 1 96 1,13+0,38 3.556 (1.660 + 72.722) 0,39 0,53
96 1 96 1,57 £ 0,61 1.196 (757,12 + 2.616) 0,40 0,52
120 3 160 1,08 + 0,26 582,35 (300,74 + 896,71) 2,49 0,78
Quinto 96 2 128 0,91+ 0,27 1.632 (910,15 + 4.211) 3,30 0,19
120 3 160 1,12+ 0,26 819,08 (495,04 + 1.267) 0,90 0,82

3Graus de liberdade; "nimero de insetos tratados; Cinclinagio da curva dose-mortalidade e seu erro padrdo da média (EPM); %valores de tempo

letal e seu respectivo intervalo de confianga (IC a 95%).



7. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que as lagartas de H. armigera devem
ser monitoradas frequentemente priorizando o controle das lagartas neonatas, de 1°. e 2°.
instares, que sdo mais suscetiveis a acdo da formulacéo e, dentro do prazo normalmente
requerido para a¢do do produto, de até cinco dias ap0s a aplicacao, sera obtido o efeito de
toxicidade aguda, com consequente mortalidade da praga. Tendo em vista a amplitude
dos intervalos de confianca obtidos, a concentracdo do produto que mais se aproxima
daquela a ser usada nessa circunstancia € a de 600 mL/ha. Entretanto, tendo em vista que
esses resultados foram obtidos em ensaios in vitro e com lagartas obtidas de criagéo
massal, é importante considerar que essa recomendacao pode variar consideravelmente a
campo, principalmente mediante interacdo com os fatores abidticos e exposicdo de
populacdes submetidas a pressdo de selecdo impostas pelas toxinas Bt incorporadas nas
plantas cultivadas, assim como devido a variabilidade entre populacfes e até mesmo entre
hibridos provenientes do cruzamento de diferentes espécies. Desta forma, faz-se
necessario em uma proxima etapa, fazer a validacéo dos resultados obtidos no presente

trabalho em outros ambientes, assim como testar outras populagdes da praga.
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