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RESUMO
Apesar de até recentemente ser considerada praga secundéria da soja, atualmente a lagarta
Chrysodeixis includens é considerada praga-chave da cultura em funcdo dos relatos de
resisténcia a inseticidas e da mudanca nas condi¢fes do cultivo. Logo, alternativas ao seu
controle devem ser buscadas. Esse trabalho objetivou estimar as concentracGes letais e 0s
tempos letais de uma formulacdo em larga escala de inseticida bioldgico a base de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki, para lagartas de Chrysodeixis includens. Foram testadas cinco
concentragdes da formulacéo a base de Bt (0,2, 0,6, 1,0, 2,0 e 3,0 L/ha) além das testemunhas
positiva (Metomil, 0,6 L/ha, Upmyl®, UPL, ltuverava, SP) e negativa (adgua) sobre seis
instares do inseto: neonatas, 1°., 2°., 3., 4° e 5°. instar. A mortalidade foi avaliada 24, 48, 72,
96 e 120 h apds o tratamento. Os dados de mortalidade 72 e 96 h apos o tratamento foram
usados para calcular a porcentagem média de mortalidade + EPM. Os dados relativos ao
namero de insetos mortos em relacdo aos testados nas diferentes concentracdes e tempos de
avaliacdo foram usados em estimativas das concentragcdes e tempos letais, empregando a
analise de Probit a P>0,05. A formulacéo testada a base de Bacillus thuringiensis var kursataki
apresentou alta efetividade no controle das lagartas neonatas até o quarto instar de C. includens
quando se usou a concentracdo de 600 mL/ha, causando a morte de aproximadamente 100%
das lagartas em até 6 dias. Esse tempo de mortalidade foi reduzido para aproximadamente
quatro dias, quando se utiliza a concentracdo de 1.000 mL/ha. Todavia, ha que se considerar
que apos a ingestdo das toxinas de Bt as lagartas deixam de se alimentar e, nesse sentido, 0
tempo de mortalidade pode ndo ser justificavel para que se empregue a maior concentracao.
N3o é recomendavel utilizar a formulacdo para o controle de lagartas de 5°. instar. Os
resultados encontrados no presente trabalho sdo promissores e podem se constituir em
alternativa aos produtos para os quais tém sido detectada resisténcia da praga. Todavia,
estudos adicionais em outros ambientes e com populag¢fes encontradas a campo devem ser

realizados a fim de validar os resultados encontrados no presente trabalho.

Palavras-chave:. Inseticida microbiano, bactéria, imaturos.
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1. INTRODUCAO

Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) conhecida
vulgarmente como falsa-medideira é considerada uma praga chave para a cultura da soja
(DEGRANDER e VIVAN, 2010). As larvas desse lepidoptero, apresentam tegumento de
coloracéo verde clara, e possuem uma série de linhas brancas longitudinais sobre o dorso
e trés pares de falsas pernas na regido abdominal (DEGRANDER e VIVAN, 2010). O
deslocamento dessas larvas assemelha-se ao de medir-palmo, originando o nome vulgar
dessa espécie (DEGRANDER e VIVAN, 2010). Apesar de apresentar especial relevancia
para a cultura da soja, principalmente em funcdo dos relatos de resisténcia a varios
inseticidas usados na cultura (STACKE et al., 2019; STACKE et al., 2020) e o risco
iminente de evolucdo de resisténcia as toxinas de Bt presentes na soja transgénica
(TABASHINIK e CARRIERE, 2017) no que pese ainda se manter suscetivel a principal
toxina de Bt presente nas cultivares de soja (crylAC) (HORIKOSHI et al., 2021), esta
espécie possui uma lista de mais de 175 plantas hospedeiras (WILLE et al., 2017).

Assim, trata-se de uma espécie de hébito polifago, destacando-se como praga
desfolhadora, influenciando diretamente a rentabilidade e qualidade da producéo, desde
a germinacdo até a colheita (WARMLING, 2018). Apesar de anteriormente ser
considerada praga secundéria da soja, recentemente adquiriu o status de praga-chave em
funcéo de sua ocorréncia irrestrita em todos os estados do Brasil, sua alta polifagia e as
dificuldades encontradas para o seu controle atribuidas ao habito da praga que permanece
protegida da acdo direta dos produtos no ter¢co mediano e inferior das plantas (BALDIN
et al., 2014; SPECHT et al., 2015), a resisténcia a inseticidas e a mortalidade de agentes
de controle bioldgico, especialmente fungos entomopatogénicos, em fungdo do amplo e
disseminado uso de fungicidas na soja para controle de fitopatogenos (SOSA-GOMEZ et
al., 2010).

Em funcdo de todos esses problemas, associado ao uso de inseticidas sintéticos e
de alteracdo do status da praga, as formulac@es a base de produtos bioldgicos cresceram
em importancia no manejo de C. includens e, nesse aspecto, as formulacbes a base da
bactéria Bacillus thuringiensis constituem-se em alternativas promissoras ao controle
desse inseto (CARVALHO et al., 2020). As bactérias B. thuringiensis apresentam uma
grande diversidade biologica e podem sintetizar diferentes proteinas toxicas a diversas
pragas (MONERAT, 2018). Estas toxinas séo altamente especificas aos seus insetos-alvo,

e ndo causam danos a salde humana, e possuem efeito ndo poluente ao meio ambiente



por serem completamente biodegradaveis (WHITELEY e SCHNEPF, 1986; BRAVO et
al., 2005; MONNERAT et al., 2007).

B. thuringiensis € capaz de sintetizar proteinas que sintetizam diferentes tipos de
toxinas, sendo as mais difundidas as toxinas cry, que estdo no cristal produzido pela
bactéria e possuem acdo entomopatogénica sendo tdxicas a insetos de diversas ordens
(HABIB e ANDRADE, 1998; MONNERAT e BRAVO, 2000). A acdo das toxinas cry
ocorre apo6s a sua ingestdo pelos insetos. que fazem com que as larvas percam sua
agilidade e o tegumento adquire tonalidade de cor marrom-escura (HABIB e ANDRADE,
1998; MONNERAT e BRAVO, 2000). Ap6s a morte, a larva apresenta cor negra,
caracteristica das infec¢des provocadas por este microrganismo (HABIB e ANDRADE,
1998; MONNERAT e BRAVO, 2000).

Bacillus thuringiesis é o principal principio ativo de natureza bioldgica produzido
e utilizado no mundo (MONNERAT, 2018). Nos anos 60, os trabalhos de isolamento de
B. thuringiensis se intensificaram, 0 que permitiu a descoberta da estirpe de B.
thuringiensis subespécie kurstaki, chamada HD-1 (DULMAGE, 1970). As formulages
da maior parte dos produtos bioldgicos agricolas existentes no mercado sdo baseadas nas
estirpes das subespécies kurstaki HD-1 (HARRISON e BONNING, 2000) e aizawai
(BRAVO et al., 2011), respondendo por 2 % do total de inseticidas comercializados no
mundo.

Ha cerca de 20 produtos a base de B. thuringiensis registrados no mercado para o
controle de pragas agricolas e estes produtos comerciais tém como principios ativos as
linhagens B. thuringiensis subsp. kurstaki e B. thuringiensis subsp. aizawai e ainda uma
estirpe recombinante B. thuringiensis kurstaki e B. thuringiensis azaiwai que s&o
utilizados no controle de lagartas pertencentes a Ordem Lepidoptera (MONERAT, 2018).
No caso de C. includens infestando a soja, existem 10 formulacgdes registradas para o seu
controle sendo, entretanto, todos produtos sintéticos (BRASIL, 2022), ndo existindo
nenhuma formulacgdo a base de Bt registrada para o controle do inseto.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estimar as concentracdes letais e os tempos letais de uma formulagdo em larga
escala de inseticida bioldgico a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, para lagartas

de Chrysodeixis includens.



2.2 Objetivo especifico

Determinar as concentragcOes efetivas em causar toxicidade aguda e o tempo
requerido para causar o efeito toxico agudo de uma formulacdo a base de Bacillus

thuringiensis var. kurstaki sobre diferentes instares de lagartas Chrysodeixis includens.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Soja (Glycine max)

A soja, (Glycine max (L) Merrill), é classificada como uma oleaginosa da familia
Fabaceae (SANTOS, 2013). Segundo Hymowitz (1970) a soja tem como centro de
origem o continente asiatico e surgiu a partir da espécie ancestral Glycine soja na antiga
China. Ha referéncias bibliograficas que evidenciam o surgimento da soja domesticada
em meados do Séc. XI a. C. na China (CAMARA, 2015).

De acordo com a obra “Matéria Médica” escrita em 2838 a. C pelo imperador
Shen Nung, a soja esta entre “os cinco graos sagrados”, juntamente com o arroz, a cevada,
o milheto e o trigo. Toda essa relevancia da-se pela essencialidade a estabilidade da
civilizacio chinesa naquele tempo (CAMARA, 2015).

A chegada da soja ao ocidente se deu através das primeiras embarcacfes europeias
no fim do séc. XV e inicio do séc. XVI com a finalidade de realizar estudos cientificos
na busca por conhecimento a respeito da produtividade e do desenvolvimento da planta
(CAMARA, 2015). Mas, até o século XV1I a comercializacio da soja era restrita a paises
orientais com destaque para China, Manchdria e Japdo (CAMARA, 2015). Domesticada
em latitudes entre 35 e 45° N, a soja foi disseminada para Europa e em seguida para as
Américas (CAMPELO, 1998). O primeiro estado brasileiro a receber a soja foi a Bahia
em 1882 e depois a regido Sul do pais, onde se obtiveram os melhores resultados de
adaptacdo da cultura as condicdes da regido (VERNETTI, 1983).

De acordo com Campelo (1998), os primeiros programas de melhoramento da soja
ocorreram na regido sul e basearam-se em introducdes de gendtipos desenvolvidos no sul
dos EUA e depois no desenvolvimento de cultivares melhor adaptadas. J& nas regides
Norte e Nordeste, os programas de melhoramento, focaram em desenvolver genotipos
com caracteristicas de periodo juvenil longo (PALUDZYSZYN etal., 1993). A existéncia

de germoplasma de soja adaptavel as regides tropicais permite que sua exploracao

3



constitua uma atividade econdmica alternativa (CAMPELO, 1998), contribuindo assim
para a evolugdo do cultivo da soja em diferentes regides do Brasil como ocorre
atualmente.

A implantacdo do cultivo de soja no Brasil iniciou-se nos anos 70 e teve forte
impulso a partir dos anos 90 (DALL’AGNOL, 2016). Anteriormente a esse periodo o
Brasil teve diferentes ciclos produtivos voltados para producdo agricola do pau-brasil, da
cana-de-acucar, do cacau, do café, da borracha e, finalmente, o de soja (DALL’AGNOL,
2016). O primeiro cultivo comercial de soja no Brasil ocorreu em 1914 no Rio Grande do
Sul. Porém so6 obteve reconhecimento como uma cultura de importancia no fim dos anos
40 a partir do primeiro registro estatistico nacional de producéo, correspondendo a 457
toneladas produzidas (DALL’AGNOL, 2016).

Atualmente, a producdo de soja no mundo corresponde a aproximadamente 363
milhGes de toneladas do grdo (USDA, 2021), e o Brasil se destaca como o maior produtor
mundial do grdo, com cerca de 135 milhdes de toneladas produzidas (CONAB, 2021)
superando os Estados Unidos com 112,5 milhdes de toneladas colhidas (USDA, 2021).

A soja € cultivada em todo territorio nacional, desde as altas latitudes da regido
sul, até as baixas latitudes. Resultando em produtividades médias superiores a média
obtida pela soja norte-americana. Esse desenvolvimento produtivo foi possivel, devido
ao uso de cultivares devidamente adaptados a regido tropical, como consequéncia do
melhoramento vegetal combinado a adequada evolucéo da fertilidade do solo e adubacéo,
além do desenvolvimento e aceitacdo de sistemas produtivos tais como o sistema de
plantio direto e a adogdo de praticas de manejo que visam ganhos em produtividade
(CAMARA, 2015).

Até 1999, o Parana era o maior produtor brasileiro de soja. Atualmente, o estado
do Mato Grosso € o lider nacional na producdo da oleaginosa, com 10,294 milhdes de
hectares de area plantada (CONAB, 2021). Um fator positivo para o aumento de producgéo
do estado foi atribuido ao aumento da area plantada, aumento na produtividade da terra e
a incorporacdo de novas tecnologias de producdo (TSUNECHIRO, 2004).

Como todo sistema de cultivo estd sujeito a problemas, um dos maiores
enfrentados na soja € a ocorréncia de pragas tanto nos cultivos convencionais quanto nos
organicos, afetando, portanto, a produtividade da soja (WARMLING, 2018).



3.2 Lagarta-falsa-medideira: Chrysodeixis includens

Chrysodeixis includens € um inseto praga pertencente a ordem Lepidoptera que
ficou conhecido comumente como lagarta-falsa-medideira, tendo sido inicialmente
denominada Pseudoplusia includens, tendo sua classificacdo revista em 2003 por Goater
et al. (2003). Portanto, foi reclassificada no género Chrysodeixis, que € a classificacdo
vigente (GOATER et al., 2003). De acordo com Specht et al. (2015) C. includens se
alimenta de aproximadamente 174 espécies de plantas e, portanto, trata-se de uma praga
polifaga que se adapta bem as diversas condi¢des de clima e vegetacdo (SPECHT et al.
2015; NUNES et al. 2019).

O ciclo holometabdlico da espécie € composto pelas fases de ovo, lagarta, pré-
pupa, pupa e adulto, com duracdo média de 26,6 dias da fase de ovo até o periodo de pré-
oviposi¢do (MITCHELL, 1967; CANERDAY e ARANT, 1967). As fémeas fazem sua
oviposicao de forma isolada e preferencialmente na face abaxial das folhas das espécies
hospedeiras (VAZQUEZ, 1988). Sdo depositados cerca de 144 a 1.953 ovos/fémea,
podendo serem depositados até o sétimo dia de vida das fémeas, inclusive cerca de 90%
dessa oviposicao ¢ feita ja proxima do sétimo dia de vida (VAZQUEZ, 1988).

A distribuigdo geogréfica de C. includens vai desde o norte do Estados Unidos até
o Sul da Ameérica do Sul sendo, portanto, uma praga de distribuicao restrita ao Hemisfério
Ocidental. E comum a predominancia de C. includens nas regides produtoras de soja do
Brasil devido a preferéncia alimentar da praga (SOSA-GOMEZ et al., 2010).

A principal injuria causada por C. includens na cultura da soja segundo Baldin et
al. (2014) é o aspecto rendilhado das folhas atacadas, tanto no estagio vegetativo da planta
quanto no reprodutivo. Isso ocorre, pois C. includens ndo se alimenta das nervuras
centrais e laterais das folhas. E comum a ocorréncia simultanea ou tardia de outras
lagartas tais como a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera:
Noctuidae), o que segundo MOSCARDI et al. (2012) se encarrega de potencializar a
desfolha provocada na cultura da soja.

Até as décadas de 70 e 80, C. includens era considerada praga secundaria na
cultura da soja (HEINRICHS e SILVA,1976; PRADO et al., 1982; MORAES et al.,
19914, b). Segundo Guedes et al. (2015) as mudancas no manejo fitossanitario ocorrido
entre 1970 e 2010 foram responsaveis pela alteracdo na composicdo da lepidofauna em
soja. Nessa época as pulverizagcdes de pesticidas tais como herbicidas, inseticidas e

fungicidas eram menos frequentes do que atualmente e, consequentemente, lagartas como



a falsa-medideira eram mantidas sob baixa densidade populacional, em resposta a maior
ocorréncia de inimigos naturais (HEINRICHS; SILVA, 1975). Além disso, a maior
incidéncia de insetos predadores e a maior predominancia de fungos entomopatogénicos
como Nomuraea rileyi (Farlow) Samson (doenca branca) (SOSA-GOMEZ; LASTRA;
HUMBER, 2010), contribuiam para manter o inseto sob menores densidades
populacionais.

Com relacdo as formas de controle de C. includens destacam-se o uso de
inseticidas sintéticos e as cultivares transgénicas de soja, que expressam proteinas
inseticidas da bactéria B. thuringiensis (HORIKOSHI et al., 2021) . Segundo Moscardi et
al. (2012) as populacdes de C. includens ganharam destaque com o frequente uso de
inseticidas piretroides, por serem néo seletivos e acabarem por matar os inimigos naturais.
Mas concomitantemente houve a introducdo dos inseticidas do grupo das diamidas, que
de acordo com Liu et al. (2010) teve intensivo uso nos cultivos de soja e acabou por
reduzir a populacdo de A. gemmatalis e aumentar a incidéncia de C. includens. Além
disso, ja existem relatos de populagdes resisntentes a piretrdides e a inseticidas do grupo
dos reguladores de crescimento, inibidores da sintese de quitina (STACKE et al., 2019;
STACKE et al., 2020). Logo, as alteracGes de manejo fitossanitario da soja no decorrer
dos anos contribuiram para a prevaléncia de algumas espécies e reducdo de outras, assim
como a predominancia de C, includens e sua maior resisténcia a inseticidas (PERINI,
2018).

C. includens é um inseto praga de alta capacidade de consumo de area foliar e,
portanto, é necessario realizar intenso monitoramento da praga durante todo o ciclo de
desenvolvimento da planta (TOMQUELSKI et al., 2015). Seu controle no decorrer dos
anos foi feito principalmente a partir de inseticidas sintéticos, mas essa técnica nao tem
sido tdo eficiente, pois a praga tem alta capacidade de tolerancia aos inseticidas, por ficar
menos exposta as pulveriza¢fes devido ao habito de permanecer na face abaxial das
folhas (WARMLING, 2018) ou no dossel mediano e inferior das plantas, protegida da
acao direta dos inseticidas (BALDIN et al., 2014; SPECHT et al., 2015). Além dos
inseticidas quimicos ha outras alternativas de controle, como por exemplo o contole
biolégico a base de B. thuringiensis. De acordo com Waarmling (2018) tais produtos
possuem eficiéncia e sdo mais seletivos do que os inseticidas sintéticos, sendo essa maior
seletividade importante para um manejo fitossanitario cada vez mais responsavel, pois

além de minimizar danos a cultura atua ainda de forma econémica (MOURA e ROCHA,



2006) e também possibilita a conservacdo de inimigos naturais como predadores e

parasitoides presentes em um agroecossistema (AVILA et al., 2013).

3.3 Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Entre as bactérias entomopatogénicas, as especies de maior importancia
pertencem as familias Enterobacteriaceae e Bacillaceae, além de alguns géneros da ordem
Pseudomonadales. Na familia Bacillaceae, os géneros Bacillus e Clostridium séo de
grande importancia, pois se caracterizam por apresentarem alta viruléncia, alta
capacidade invasora e producdo de toxinas, causando facilmente toxemias em insetos
(GONCALVES, 2008). De acordo com Muller-Cohn et al. (1996) o aumento dos custos
e dos riscos dos inseticidas sintéticos, contribuiu com os avancos biotecnoldgicos da
producdo de bioinseticidas a base de Bacillus e outra contribuicdo é a possibilidade da
criacdo de plantas transgénicas produtoras de toxina a partir desta bactéria.

A bactéria B. thuringiensis € um organismo de solo gram-positivo que, apos a fase
acelerada de crescimento, passa por um processo de esporulacdo devido a exaustdo de
nutrientes, produzindo um esporangio que contém um endosporo e estruturas cristalinas
de proteinas (BRIGHENTI et al., 2005). Essas sdo as estruturas responsaveis pela acdo
entomopatogénica de produtos a base de B. thuringiensis. Esse cristal proteico é composto
por um polipeptideo denominado 3-endotoxina que quando ingerida por inseto em fases
desencadeiam reacGes em série no organismo do alvo resultando na morte das mesmas,
caracterizando, assim, o efeito do controle bioldgico (BRIGHENTI et al., 2005). Dessa
forma, a proteina usada como bioinseticida tem participacdo importante em programas de
controle bioldgico, pois ndo possui nenhum grau de toxicidade conhecida para os seres
humanos e o ecossistema em geral (BRIGHENTI et al., 2005).

De acordo com Dulmage (1970) foi na década de 60 que ocorreu a descoberta da
estirpe de B. thuringiensis var. kurstaki chamada HD-1. Por sua vez, essa nova estirpe
apresentou 200 vezes mais toxicidade que as outras estirpes normalmente encontradas em
produtos comerciais (DULMAGE, 1970). Ha evidéncia bibliograficas que demonstram
que produtos a base de B. thuringiensis var. kurstaki podem ser considerados
bioinseticidas eficazes para lepiddpteros (HABIB e ANDRADE, 1986; ATTANTHON
et al., 1995; BEHLE et al., 1997). Os produtos contendo toxinas especificas para
lepiddpteros sdo os mais encontrados no mercado, pois a maioria dos bioinseticidas a base

de B. thuringiensis var. kurstaki usados para controlar pragas agricolas sdo formulados



com a linhagem HD-1, da subespécie kurstaki, que tem alta toxicidade e amplo espectro
de acdo (GOULART, 2010).

B. thuringiensis produz diferentes tipos de toxinas: as 6-endotoxinas, a-ex0toxina,
[B-exotoxina, VIP (vegetative insecticidal proteins) e SIP (secreted insecticidal proteins)
(ESTRUCH et al., 1996; HOFTE e WHITELEY, 1989; WARREN et al., 1998; HANSEN
e SALAMITOU, 2000). A acdo das toxinas cry ocorre ap0s a sua ingestao pelos insetos.
Sdo sintomas da intoxicagdo por B. thuringiensis var. kurstaki reducdo alimentar ou
abandono do alimento, paralisia do intestino, vémito, diarreia, e por fim paralisia total e
morte do inseto alvo (ARONSON et al., 1986). As lagartas afetadas perdem a agilidade
e adquirem tonalidade de cor marrom-escura (HABIB e ANDRADE, 1998;
MONNERAT e BRAVO, 2000), sintomas estes caracteristicos da intoxicagdo por B.

thuringiensis var. kurstaki.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo dos insetos e implantacdo do Bioensaio

O bioensaio em questdo foi conduzido e instalado em sala de laboratdrio de
empresa privada unidade WDR Industria, localizada no Nucleo Rural Rio Preto,
Planaltina, DF em BOD regulada para 25 + 2°C e Fotofase de 12h. Os insetos utilizados
na instalacdo do bioensaio foram obtidos através de compra de ovos diretamente com a
empresa Pragas.com. Além dos ovos foram compradas também dietas artificiais
especificas que segundo empresa fornecedora foi produzida de acordo com Ribeiro,

(2017) contendo modificagoes.

4.2 Producéo da formulagio

A formulacéo do bioinseticida testado foi a base de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki capaz de expressar as toxinas crylAa, crylAb, crylAc, crylB e cry2. Essa
formulacédo foi desenvolvida a partir da ativacdo das bactéria em meio liquido. Assim,
distribuiu-se 100 mL de meio de cultura liquido previamente preparado e autoclavado
em dois Erlenmeyers de 250 mL. A ativagdo da bactéria ocorreu através da adicdo de
uma fita de preservacdo bacteriana feita em papel filtro para cada 100 mL por
erlenmeyer. Em seguida, a solucdo foi levada para agitacdo a 130 RPM e 30°C por 72
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horas em incubadora tipo shake. Apds as 72h, transferiu-se 50 mL do in6culo produzido
para dois erlenmeyers de 2 L de capacidade cada contendo 500 mL de meio de cultura
liquido previamente preparado e estéril e repetindo o processo de incubag&o sob agitacéo
por 72h. Assim, obteve-se aproximadamente um volume final de 1,1 L de indculo. Para
assegurar a pureza do inoculo foi feita uma microscopia a cada 24 h do preparo do
indculo, sendo feito ainda um controle de qualidade, caracterizado por dilui¢des seriadas
e plagueamento por microgotas em placas de Petri incubadas por até 48 h a fim de se
avaliar o crescimento bacteriano e a presenca ou nao de contaminantes. Ao fim do
preparo e sob uma cabine de fluxo laminar, o inéculo € transferido para um frasco de
borossilicato, com tampa adaptada para a recepg¢ao de mangueiras que sdo acopladas as
valvulas do biorreator, para realizar entdo a inoculagdo em 2000 L do biorreator. O
controle de qualidade da formulacdo deve assegurar que ela ndo apresente contaminantes

em analises feitas sob meio de cultura sélido e em microscopia Optica e apresentema

média de concentracdo de 1,33 X 109 UFC/mL.

4.3 Formulacéo testada e modo de exposi¢ao

A formulacdo do bioinseticida testado é a base de Bacillus thuringiensis
correspondente a cepa S1450 e subespécie kurstaki que segundo Monnerat et al. (1999)
normalmente expressa as toxinas crylAa, crylAb, crylAc, cry2Aa e cry2Ab, descritas
como tdxicas a insetos da ordem Lepidoptera. De acordo com os testes de controle de
qualidade, as amostras ndo apresentaram contaminantes em analises feitas sob meio de

cultura sélido e em microscopia dptica e apresentaram uma média de concentracdo de

1,33 x 109 UFC/mL. O bioensaio foi conduzido em laboratério e consistiu em expor as
lagartas a uma dieta artificial tratada com a formulagéo teste de um produto produzido
em larga escala descrito anteriormente.

Para estabelecer as faixas de concentracfes tempos de mortalidade foram testados
sete tratamentos sendo, controle negativo (agua), controle positivo (Metomil, 0,6 L/ha,
Upmyl®, UPL, Ituverava, SP) e cinco concentracfes da formulacdo a base de Bt
correspondentes a 0,2, 0,6, 1,0, 2,0 e 3,0 L/ha, utilizando volume de calda de 100 L/ha.
Cada tratamento continha 32 repetices, representadas pelas células das bandejas de 4x2
cm contendo a dieta. Os tratamentos foram testados sobre seis instares do inseto:

neonatas, 1°., 2°., 3°., 4°, e 5°, instares.



O preparo das solucdes estoques foi feito no dia em que foram usadas, isto €, no
mesmo dia em que as lagartas chegavam ou de acordo com as mudangas de instar. As
solucBes teste foram aplicadas sobre a dieta utilizando-se uma aliquota de 500 uL,
seguido de homogeinizacdo e secagem. Apds a secagem das superficies tratadas, as
lagartas foram retiradas dos recipientes em que permaneciam com auxilio de pincéis
aquarela (n°00) umedecidos em agua esteéril e transferidas para as células das bandejas

previamente identificadas em relagdo ao tratamento e a repeticéo.

4.4 Avaliacdo de mortalidade de Chrysodeixis includens e anélise dos dados

As bandejas contendo as lagartas sob teste foram mantidas em BOD regulada para
as condicOes previamente mencionadas e as avaliagcdes da mortalidade das lagartas foram
realizadas 24, 48, 72, 96 e 120 h ap6s o tratamento. A lagarta foi considerada morta
quando ndo exibia nenhum movimento. Os dados de mortalidade apds 72 h e 96 h do
tratamento para as diferentes concentracGes testadas foram convertidos em porcentagem
de mortalidade e utilizados para plotagem da média em um gréfico, acompanhado do erro
padrdo da média (EPM), utilizando o Sigma Plot.

Os dados de nimero de lagartas mortas foram submetidos ainda a analise de Probit
a P > 0,05 para determinar as concentrac@es (mL/ha) que causavam mortalidade em cada
tempo de avaliacdo e para cada um dos estagios testados. Os tempos de mortalidade (min)
foram testados para cada concentracdo avaliada e para os diferentes estagios do inseto.
Foram representadas apenas as CLso € as TLso dos dados que se ajustaram a distribui¢éo
de Probit. As analises foram realizadas no SAS System (SAS, 2002).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da porcentagem de mortalidade média foram calculados levando em
conta o tempo médio de acdo tdxica aguda da formulacédo de Bt que, no caso da maioria
dos Lepidoptera, é caracterizado pela cessacdo da alimentacdo logo apds a ingestdo da
toxina, paralisia do intestino medio e morte em 2 a 4 dias (BRODERICK et al., 2009).

Com relacdo aos dados obtidos para neonatas, observa-se que ha sobreposicdo das
barras de erro padrdo da média entre as diferentes concentragdes testadas indicando que
ndo ha diferencas entre as mortalidades proporcionadas pelas diferentes concentracfes
(Figura 1). Portanto, 72 h apds a exposi¢do, a menor concentragcdo de 200 mL/ha ja foi

suficiente para causar a mortalidade de quase 100% das lagartas neonatas (Figura 1). A
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partir do 1° instar, a mortalidade foi melhor representada ap6s 96h do tratamento das
lagartas (Figura 1). Observando a sobreposic¢do das barras do erro padréo, verifica-se que
as concentragOes de 200 e 600 mL/ha diferiram entre si e da concentracdo de 1.000 mL/ha
(Figura 1), sendo que na concentracdo de 600 mL/ha, ja se obtém uma mortalidade
considerada significativa e acima de 70% (Figura 1). No caso do 2°. instar, mesmo a
concentracdo mais baixa de 200 mL/ha, proporcionou mortalidade significativamente
maior do inseto e acima de 80% do que a concentracdo de 600 mL/ha (Figura 1), ndo
diferindo inclusive da concentracdo de 1.000 mL/ha (Figura 1). Semelhantemente, a
mortalidade causada pela concentracdo de 200 mL/ha nas lagartas de terceiro instar ndo
diferiu daquela causada pela concentracdo de 600 mL/ha e foi significativa, ambas sendo
superiores a mortalidade causada pela concentragdo de 1.000 mL/ha (Figura 1). No caso
das lagartas de quarto instar a concentracdo de 600 mL/ha proporcionou mortaliade
significativa e acima de 70% e diferiu da concentracdo de 1.000 mL/ha, entretanto, o
acréscimo na mortalidade entre essas duas concentracdes foi de =3% (Figura 1). Em
relacdo ao 5°. instar, mesmo a concentracdo mais elevada e de 3.000 mL/ha, ndo foi
suficiente para causar mortalidade significativa das lagartas (Figura 1), situando-se
abaixo de 70%.

Esses resultados sdo compativeis com o esperado, tendo em vista que instares mais
tardios se apresentam mais resistentes a acdo do produto, requerendo maiores
concentracdes e ampliando o tempo de mortalidade, conforme ja constatado para outras
lagartas, a exemplo de lagartas de 4°. instar de A. gemmatalis expostas a CLso de 0,46
(0,43-0,49) mg mL ™ de B. thuringiensis var. kurstaki linhagem HD-1 e demandaram 108
h para que o efeito toxico agudo fosse observado (CASTRO e CASTRO et al., 2019).

Desta forma, em relacdo aos instares que foram suscetiveis a acdo da toxina
(neonatas ao 4°. instar), ndo se observa acréscimos significativos na mortalidade acima
da concentracdo de 600 mL/ha, ja que a mortalidade apresentada (igual ou proxima a
75%) é bem proxima da requerida para registro de produtos sintéticos para o controle de
pragas agricolas (BRASIL, 1995)
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De modo geral, a medida que se aumentou a concentracdo a qual os insetos foram
expostos, diminui-se o tempo de mortalidade (Tabela 1), sendo a Unica exceg¢do observada
para as lagartas de 1°. instar entre as concentragdes de 1.000 e 3.000 mL/ha, cujos TLsoS
foram bem proximos (Tabela 1). A concentragdo de 600 mL/ha requer = 3 a 6 dias para
causar a mortalidade em aproximadamente 100% das lagartas de C. includens neonatas
até 0 4°. instar (Tabela 1) ao passo que a concentragdo de 1.000 mL/ha causa a mortalidade
de aproxidamente 100% das lagartas neonatas até o 3°. instar em cerca de 4 dias (Tabela
1).
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Tabela 1. Tempo de mortalidade de 50% das lagartas (TLso) de diferentes instares de Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) associada

a diferentes concentra¢Ges de formulagdo a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki.

instar Concentragdo GL? n° Inclinacdo + EPM® TLso (95% IC)¢ Y2 Valor de P
(mL/L)

Primeiro 200 2 128 5,72+1,08 101,09 (91,30 + 116,21) 0,38 0,83
600 3 160 4,63+0,64 59,81 (52,20 £ 67,30) 2,26 0,52
1000 2 128 6,07+0,86 43,81 (38,28 £ 49,12) 0,99 0,61
3000 2 128 6,34+0,90 43,89 (38,48 = 49,09) 0,83 0,66

Segundo 200 3 160 3,87x0,54 54,37 (46,42 £+ 62,29) 2,71 0,44
600 3 160 3,31+£0,50 55,58 (46,60 £ 64,73) 2,92 0,40
1000 3 160 3,14+0,49 42,11 (33,49 + 49,88) 4,17 0,24
3000 2 128 4,66+0,73 32,78 (27,05 £ 37,93) 0,73 0,69

Terceiro 200 3 160 2,60 £ 0,46 42,73 (31,41 + 51,88) 3,55 0,31
600 3 160 2,67 £0,47 37,87 (27,92 £ 46,32) 2,54 0,47
1000 3 160 2,42 £ 0,45 51,33 (39,83 £ 62,60) 1,05 0,79
2000 3 128 2,53 +0,55 33,562 (22,59 £42,11) 0,26 0,88

14



... continuagao Tabela 1

instar Concentragdo GL? n° Inclinagio + EPM® TLso (95% IC)¢ Y2 Valor de P
(mL/L)
Quarto 600 2 128 6,31+0,97 69,95 (62,71 £ 76,82) 1,70 0,43
3000 2 128 4,30 £ 0,96 47,42 (33,43 + 56,23) 0,63 0,73
Quinto 600 3 160 2,62 £ 0,59 133,65 (104,83 + 222,93) 5,25 0,15
3000 2 128 2,42 £ 0,56 97,20 (77,66 £ 135,35) 0,24 0,89

3Graus de liberdade; Pnimero de insetos tratados; ¢inclinacio da curva dose-mortalidade e seu erro padréo da média (EPM); %valores de tempo letal

e seu respectivo intervalo de confianca (IC a 95%).
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Semelhantemente ao que foi observado em relagdo aos TLses, & medida que se
aumentou o tempo de avaliagdo, compativel com o tempo requerido para a acdo do
produto, diminui-se as CLsps estimadas, assim como a amplitude do intervalo de
confianca (Tabela 2), atribuindo maior confiabilidade a estimativa. No caso das lagartas
de 1°. e 3°. instares, as CLsos estimadas com 96 h e 48 h indicam que seria requerida uma
concentragdo de = 504 e 545 mL/ha para que ocorra a morte de aproximadamente 100%
das lagartas (Tabela 2). No caso das lagartas de 4°. instar uma concentracdo de ~540
mL/ha seria requerida para causar a mortalidade de aproxidamente 100% dos individuos
decorridos 5 dias (120 h apds a exposi¢do) (Tabela 2). Observando-se as estimativas das
CLsos para as lagartas de 5°. Instar, maiores que 4.000 e que 2.000, 48 h e 96 h ap0s a
exposicdo, respectivamente (Tabela 2), verifica-se que seria impraticavel controlar a
lagarta nessa fase tendo em vista a magnitude da estimativa e a amplitude dos intervalos
de confianca, o que as tornam de pequena confiabilidade.

Esses resultados sdo promissores no sentido de oferecer uma alternativa aos
produtos para 0s quais o inseto tem demonstrado resisténcia (STACKE et al., 2019;
STACKE et al., 2020) e sdo corroborados por resultados obtidos por outros estudos em
que se comparou a acao toxica de uma formulacdo a base de Bt com inseticidas sintéticos
contendo o indoxacarb e o teflubenzuron como ingredientes ativos, sendo constatado que
0 produto a base de Bt foi 6,21 e 2,79x, respectivamente, mais toxico que esses produtos
(RODRIGUES et al., 2018). Desta forma, o uso destas formulacfes pode assegurar um
controle efetivo do inseto sem apresentar os efeitos deletérios ja constatados em relacao
a outros produtos sintéticos usados para o seu manejo (RAMOS et al., 2017).
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Tabela 2. Concentracdo de mortalidade de 50% da populacéo (CLso) de formulacéo a base de Bacillus thuringiensis aplicada em diferentes instares
de Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) em diferentes tempos de avaliacéo.

instar Tempode  GL? n° Inclinacdo + EPM® CLso (95% IC)¢ Y2 Valor de P
avaliacdo (h)

Primeiro 48 1 96 2,96x0,67 805,76 (642,05 £ 1.121) 0,13 0,72
72 3 160 1,77+0,29 446,68 (289,66 + 605,12) 512 0,16
96 3 160 2,57+0,43 251,647 (165,52+332,20) 4,21 0,24

Terceiro 48 2 128 0,86 £ 0,26 272,39 (45,44 + 529,12) 3,73 0,15

Quarto 48 2 128 1,50 +£0,33 2720 (1814 + 5607) 0,40 0,82
72 2 128 1,48 £ 0,28 949,31 (636,84 = 1398) 2,77 0,25
96 1 96 1,58 £ 0,29 760,94 (452,94 £ 1155) 1,12 0,29
120 1 96 1,41 +£0,29 267,77 (108,89 £ 454,61) 1,47 0,22

Quinto 48 2 128 1,37 £ 0,48 4620 (2668 + 54372) 0,54 0,76
96 2 128 0,73+0,28 2227 (1070 + 52680) 0,78 0,67

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

concentragéo letal e seu respectivo intervalo de confianca (IC a 95%).
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A formulacéo testada a base de Bacillus thuringiensis var kursataki apresentou
alta efetividade no controle das lagartas neonatas até o quarto instar de C. includens
quando se usou a concentracdo de 600 mL/ha, causando a morte de aproximadamente
100% das lagartas em até 6 dias. Esse tempo de mortalidade foi reduzido para
aproximadamente quatro dias, quando se utiliza a concentracdo de 1.000 mL/ha. Todavia,
h& que se considerar que apods a ingestdo das toxinas de Bt as lagartas deixam de se
alimentar e, nesse sentido, o tempo de mortalidade pode ndo ser justificavel para que se
empregue a maior concentracdo. N&o é recomendavel utilizar a formulagdo para o
controle de lagartas de 5°. instar. Os resultados encontrados no presente trabalho sdo
promissores e podem se constituir em alternativa aos produtos para os quais tém sido
detectada resisténcia da praga. Todavia, estudos adicionais em outros ambientes e com
populagdes encontradas a campo devem ser realizados a fim de validar os resultados
encontrados no presente trabalho.
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