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POTENCIAL INSETICIDA DAS PROTEiNAS~Cry1Ca E Cry2Ac DE Bacillus
thuringiensis BERLINER PARA POPULACOES DE Plutella xylostella (L.)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) EM LABORATORIO

RESUMO - O cultivo intensivo de Brassicaceae favorece o aparecimento de algumas
pragas como Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), a traca-
das-cruciferas, cujos danos podem comprometer seriamente a produgéo. Esse inseto-
praga pode ser controlado tanto com inseticidas sintéticos, como com biolégicos,
sendo, no entanto, usualmente utilizados os sintéticos em seu combate. A traca-das-
cruciferas foi a primeira espécie de inseto a ser constatada resisténcia a inseticidas
biolégicos, com o uso indiscriminado de inseticidas sintéticos para o seu controle
contribuindo também para a selecéo de individuos tolerantes ou resistentes, além de
causar a mortalidade de organismos n&o alvos. Sendo assim, este trabalho teve por
objetivo avaliar a atividade inseticida e os efeitos subletais de duas toxinas
lepidoptero-ativas de Bacillus thuringiensis, CrylCa e Cry2Ac, em trés populacdes de
tracas-das-cruciferas, sendo uma delas suscetivel (PC) e duas consideradas
resistentes (Bt e NO-QA) a toxinas de B. thuringienis, em condi¢cdes de laboratorio.
Foram realizados bioensaios de suscetibilidade com as trés populacdes e as toxinas
CrylCa e Cry2Ac, estimando-se a concentracdo letal (CLso) e os seus efeitos
subletais. A toxina Cry2Ac néo causou mortalidade nas lagartas das trés populacgdes,
entdo os testes subletais foram realizados apenas com a toxina Cry1Ca que provocou
mortalidade. Os parametros biol6gicos avaliados foram: periodo e peso pupal,
sobrevivéncia larval e pupal, longevidade de machos e de fémeas e fecundidade. As
populacdes apresentaram suscetibilidades para a toxina CrylCa, com
comportamentos estatisticamente semelhantes, apresentando valores para CLso de
0,10 ug/mL, 0,09 pg/mL e 0,13 pg/mL para Bt, NO-QA e PC, respectivamente. A
sobrevivéncia larval foi menor nas trés populacdes quando submetidas a CL2s de
CrylCa, enquanto o periodo pupal diminuiu para a populacdo PC com a ClLzs e
aumentou para Bt e NO-QA. As fémeas da populacdo PC apresentaram aumento na
longevidade como efeito da CL2s, enquanto que para Bt e NO-QA ndo houve
alteracdo. Os machos das populacées PC e Bt tiveram aumento da longevidade na
CLa2s, sendo que a NO-QA nao apresentou diferenca. Em relacdo a fecundidade de
fémeas, peso de pupas e sobrevivéncia pupal as concentracdes testadas néo
mostraram interferéncia. Quanto aos parametros de tabela de vida de fertilidade, a
populacao Bt apresentou menores valores médios para a taxa liquida de reproducao
(Ro), taxa intrinseca de crescimento (rm) e taxa finita de crescimento (), bem como no
tempo médio de uma geracao (T). A populacdo NO-QA apresentou menores valores
para Ro e rm, sendo que a PC ndo mostrou efeito negativo nos parametros da tabela
de vida com aplicacdo de CrylCa. Assim, pode-se concluir que a toxina CrylCa
mostrou-se eficaz contra P. xylostella, com suas concentracées subletais
influenciando negativamente nas caracteristicas biolégicas do inseto, enquanto a
Cry2Ac nao apresentou efeito para as trés populacdes.

Palavras-chave: Concentracéo Letal (CLso), efeitos subletais, tragca-das-cruciferas,
resisténcia, toxina Cry, suscetibilidade, viruléncia.
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INSECTICIDAL POTENTIAL OF Cryl1Ca AND Cry2Ac PROTEINS OF Bacillus
thuringiensis BERLINER TO Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE) POPULATIONS UNDER LABORATORY.

ABSTRACT - Intensive brassics cultivation favors appearing of some pests as Plutella
xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), diamondback moth (DBM),
whose damage can seriously compromise production. This insect-pest can be
controlled either synthetic insecticides as biological insecticides, but synthetics are
usually used to combat. Diamondback moth was the first insect species to be verified
resistance to biological insecticides, with indiscriminate use of synthetic insecticides
for its control, also contributing to selection of tolerant or resistant individuals, as well
as causing mortality on non-target organisms. Therefore, the objective of this work was
to evaluate insecticide activity and sublethal effects of two lepidopteran-active toxins
of Bacillus thuringiensis, CrylCa and Cry2Ac, on three DBM populations, one of them
susceptible (PC) and two considered as resistant (Bt and NO-QA) to B. thuringiens
toxins under laboratory conditions. Susceptibility bioassays were performed on the
three populations and toxins CrylCa and Cry2Ac, estimating lethal concentration
(LCs0) and its sublethal effects. Cry2Ac toxin did not cause mortality on the caterpillars
from the three populations, so the sublethal tests were performed only with CrylCa
toxin. The biological parameters evaluated were: pupal period and weight, caterpillar
and pupal survival, male and female longevity and fecundity. The populations showed
susceptibilities to CrylCa toxin, with statistically equal behaviors, presenting LCso
values of 0.10 pg/mL, 0.09 uyg/mL and 0.13 pg/mL to Bt, NO-QA and PC, respectively.
Larval survival was lower on the three populations when submitted to CL2s of Cry1Ca,
while pupal period decreased to the PC population with CL2s and increased to Bt and
NO-QA. Females of PC population had an increase on longevity as a result of LCz2s
effect, whereas to Bt and NO-QA there was no change. Males from PC and Bt
populations had increase of longevity on LC2s, and NO-QA showed no difference.
Regarding females fecundity, pupal weight and survival, concentrations tested showed
no interference. Regarding fertility life table parameters, Bt population had lower mean
values to net reproductive rate (Ro), intrinsic growth rate (rm) and finite growth rate (A),
as well as the mean time of a generation (T). NO-QA population presented lower
values to Roand rm, PC did not show negative effect on the life table parameters to
CrylCa application. Thus, it can be concluded that CrylCa toxin proved effective
against P. xylostella, with its sublethal concentrations influencing negatively on the
insect biological features, whereas Cry2Ac had no effect to the three populations.

Keywords: Lethal Concentration (LCso), sublethal effects, diamondback moth (DBM),

resistance, virulence.



1. INTRODUCAO

Na cultura das brassicas, o micro lepidéptero Plutella xylostella (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Plutellidae), a traca-das-cruciferas, € a principal praga em
praticamente todas as regibes do mundo em funcdo dos prejuizos causados
(Marchioro e Foerster, 2011; Santos et al., 2011). Os danos provocados por essa
praga estao associados as lagartas que vivem preferencialmente na parte inferior das
folhas, consumindo a area foliar, deixando as mesmas com aspecto rendilhado
(Vacari, 2009).

Os inseticidas sintéticos ainda sao os mais utilizados no manejo da traca-das-
cruciferas, com o seu uso indiscriminado favorecendo a sele¢cdo de individuos
tolerantes ou resistentes, bem como causando mortalidade de organismos nédo-alvo
(Sayyed et al., 2008; Guedes e Cutler, 2013; Franca et al., 2017). Segundo dados da
“‘Arthropod Pesticide Resistance Database” - APRD, P. xylostella desenvolveu
resisténcia a aproximadamente 95 compostos (quimicos e biologicos), com diferentes
modos de a¢do, como piretroides, indoxacarbe e alguns produtos a base da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) (APRD, 2019).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil,
ha 23 produtos registrados e autorizados no mercado brasileiro a base de B.
thuringiensis e para P. xylostella sdo autorizados 13 produtos, sendo eles: Able® (B.
thuringiensis var. kurstaki, Sipcam Nichino Brasil S.A., Uberaba/MG), Agree® (B.
thuringiensis var. aizawai GC-91, Bio Controle - Métodos de Controle de Pragas Ltda,
Indaiatuba/SP), Bac-Control {WP®, Max EC® e Max WP®} (B. thuringiensis var.
kurstaki, Vectorcontrol - Industria e Comérico de Produtos Agropecuarios Ltda,
Vinhedo/SP), Bactur WP® (B. thuringiensis var. kurstaki, Milenia Agrociéncias S.A.,
Londrina/PR), Dipel {WG® e WP®} (B. thuringiensis var. kurstaki, Sumitomo Chemical
do Brasil Representacdes Ltda, Sao Paulo/SP), Helymax {EC® e WP®} (B.
thuringiensis var. kurstaki, Ballagro Agro Tecnologia Ltda., Bom Jesus dos
Perddes/SP), Thuricide® (B. thuringiensis var. kurstaki, Bio Controle - Métodos de
Controle de Pragas Ltda, Indaiatuba/SP), Xentari® (B. thuringiensis var. aizawali,

Sumitomo Chemical do Brasil Representac¢des Ltda, Sdo Paulo/SP), Winner Max EC®



(B. thuringiensis var. kurstaki, Vectorcontrol Indastria e Comércio de Produtos
Agropecuarios Ltda, Vinhedo/SP) (MAPA/AGROFIT, 2019).

A traca-das-cruciferas foi o primeiro inseto no qual foi constatada resisténcia
em campo as toxinas Cry de B. thuringiensis, mais especificamente ao produto
formulado Dipel®, que contém as toxinas CrylAc, CrylAa, CrylAb, Cry2A, Cry2B e
VIP3a na sua formulacéo (Tabashnik et al., 1990). Apesar disso, 0s inseticidas a base
de B. thuringiensis estdo cada vez mais sendo utilizados como alternativa aos
quimicos.

A bactéria Bt, durante a fase de esporulagéo sintetiza proteinas toxicas na
forma de cristais denominados &-endotoxinas, também conhecidas como toxinas Cry,
sendo elas classificadas em 75 grupos primarios, das quais Cryl e Cry2 sao ativas
para Lepidoptera (Hofte e Whiteley, 1989; Kees, 2009).

A ativacdo das proteinas é feita em sitios especificos para cada hospedeiro, se
tornando, assim, altamente seletivas (Bravo et al., 2011; Jurat-Fuentes e Jackson,
2012; Jisha et al., 2013).

Em razdo dos relatos de populacdes resistentes a produtos formulados em
campo e a alta capacidade migratdria, € necessario elaborar novas taticas para o
controle de P. xylostella. Neste sentido, a grande gama de toxinas Cry disponiveis
para testes de toxicidade se torna uma solugéo para evitar e solucionar o problema
de resisténcia a novos produtos a base de B. thuringiensis.

Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade inseticida de
duas toxinas, CrylCa e Cry2Ac, para trés populacdes da tracas-das-cruciferas,
tratando—se de uma suscetivel e duas resistentes a toxinas de B. thuringiensis, em

condicBes de laboratério.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Brassicéceas: aspectos gerais

A familia Brassicaceae, ordem Brassicales, também conhecida por Cruciferae,
compreende grande diversidade de espécies e é economicamente importante em todo
mundo (Nikolov et al., 2019; Samec e Salopek-Sondi, 2019). Essa familia contém
espécies de planta com diversas utilizagdes, como para fins culindrios e medicinais
(Samec e Salopek-Sondi, 2019), sendo o consumo humano normalmente feito na
forma fresca (“in natura”) e em forma de 6leos ou condimentos.

Um dos principais géneros dessa familia € Brassica, contendo espécies com
sementes oleaginosas (canola e mostarda) e vegetais (brécolis {Brassica oleracea L.
var. italica}, couve {Brassica oleracea L. var. acephala}, repolho {Brassica oleracea L.
var. capitata} e couve-flor {Brassica oleracea L. var. botrytis} (Chen et al., 2011).
Algumas espécies sao muito utilizadas, uma vez que sdo totalmente comestiveis,
desde as sementes até as inflorescéncias, sendo elas repolho, couve-flor, couve e
brécolis e nabo (Brassica rapa L. var. rapa). Outras, ndo menos importantes, sao
utilizadas como condimentos: mostarda-negra (Brassica nigra L.) e mostarda-
castanha (Brassica juncea L. Czern.) (Samec e Salopek-Sondi, 2019).

Evidéncias cientificas mostram que o consumo desses vegetais tem papel
preventivo para algumas doencas humanas, estando relacionados especialmente
com a prevencdao de alguns tipos de cancer. Ainda em fase de estudos, existem fortes
evidéncias de que as cruciferas apresentam atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
gastroprotetora e antiobesidade (Samec e Salopek-Sondi, 2019).

O Brasil se destaca pelo consumo de repolho (Silva et al., 2011), com cultivo
em todo territorio nacional. No estado de S&o Paulo a producdo em &rea no ano de
2018 chegou a aproximadamente 7.620 hectares (IEA, 2018), destacando-se em
areas proximas de capitais e regides serranas, com producao preferencialmente por
pequenos e médios agricultores (Filgueira, 2008; Silva et al., 2011).

Dentre os fatores limitantes para a producdo de brassicas, destaca-se a
ocorréncia de insetos-praga. Existem varias espécies que podem ser encontradas

causando prejuizos como os pulgdes Brevicoryne brassicae (L., 1758) (Hemiptera:



Aphididae) (pulgéo da couve) e Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae)
(pulgéo verde); mosca-branca Bemisia tabaci (Genn., 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae);
e os lepidopteros desfolhadores como P. xylostella (traga-das-cruciferas) e Ascia
monuste orseis (Godart, 1818) (Lepidoptera: Pieridae) (curuqueré-da-couve), sendo a
traca-das-cruciferas considerada a mais destrutiva para as brassicaceas,
particularmente para o repolho (Talekar e Shelton, 1993).

2.2. Plutella xylostella

2.2.1. Ocorréncia e distribuicao

As brassicas tém como centro de origem a regido do Mediterraneo,
provavelmente o mesmo local de origem da P. xylostella (Frost, 1949), apesar da
existéncia de varias afirmacdes da ocorréncia do inseto onde quer que existam seus
hospedeiros, sendo considerado o lepidoptero de mais ampla distribuicdo mundial
(Talekar e Shelton, 1993; Cheng et al., 2008). Porém, segundo Zalucki e Furlong
(2011), a distribuicdo global recente de P. xylostella é limitada, tendo os autores
desenvolvido e validado um modelo bioclimatico que indica onde a traca-das-
cruciferas estd presente, incluindo os locais onde a presenca é sazonal e onde é
anual. Nesse modelo foram introduzidos fatores limitantes como teor pluviométrico e
temperatura, que sao fatores abioticos que podem impedir o crescimento populacional
do inseto. Esses autores ressaltam também a importancia de se conhecer os inimigos
naturais da praga presentes no agroecossistema trabalhado.

Nas regifes tropicais e subtropicais as geracfes da praga sdo continuas,
enguanto no extremo norte e sul 0 alcance dessa espécie é sazonal devido as baixas
temperaturas, mas ha que se considerar também o alcance devido a migracéao regular
(Zalucki e Furlong, 2011; Castelo Branco e Franga, 2015). O mesmo ocorrendo em
regides temperadas, nas quais a populagcéo diminui no inverno (Talekar e Shelton,
1993; Chapman et al., 2002).

Plutella xylostella tem grande capacidade migratoria, com o0s adultos,
denominados “wind-borne”, podendo se deslocar por longas distancias, chegando a

voar 1000 km por dia, com média 400-500 km por noite, infestando culturas em outras



regibes, paises e continentes (Talekar e Shelton, 1993; Chapman et al., 2002;
Capinera, 2015). Estégios imaturos da praga também podem ser levados em material

vegetal infestado, ocupando novas areas.

2.2.2. Aspectos morfoldgicos e biolégicos

A traca-das-cruciferas é caracterizada por apresentar ciclo de desenvolvimento
curto, com média de 16 dias, fator que acarreta crescimento populacional muito
grande e rapido nas plantacdes de brassicas (Budhi et al., 2017).

O ciclo biolégico dessa praga é muito dependente da temperatura, fato esse
que determina variacdo em seu desenvolvimento nas diferentes localidades de
ocorréncia, provocando alteracdo no numero de geracdes por ano (Dias et al., 2004;
Li et al., 2016). Em locais com temperaturas mais baixas ou amenas o ciclo do inseto
normalmente é mais longo, sendo em regies tropicais bem mais curto (Chuan e Lim,
1977; De Bortoli et al., 2013). Estudos em laboratério demonstraram que as
caracteristicas biolégicas dessa praga também podem variar com o cultivar em que o
inseto se criou (Golizadeh et al., 2009)

A fémea tem alta capacidade de oviposi¢ao, colocando até 350 ovos durante o
seu ciclo de vida. A oviposicao é feita preferencialmente na parte abaxial das folhas,
geralmente acompanhando as nervuras, e com ovos isolados ou agrupados, com o
pico de oviposi¢cao ocorrendo nos trés primeiros dias da longevidade das fémeas
(Vacari, 2009). Os ovos sdo pequenos, com menos de um milimetro em seu maior
didmetro, ovais e com coloracdo amarela, tornando-se escuros pouco antes da
eclosédo (Medeiros et al., 2003; Vacari, 2009)

Quando recém-eclodidas, as lagartas tém habito minador, se alimentando do
parénquima foliar, passando, do segundo instar em diante, a se alimentarem da
epiderme (Imenes et al., 2002). As lagartas apresentam coloracao que varia de acordo
com a alimentacdo (De Bortoli et al., 2011), sendo inicialmente esbranquicada e
passando a esverdeada com o decorrer do desenvolvimento larval. A capsula cefalica
da lagarta apresenta coloracdo variavel de acordo com os seus instares. Nos dois
primeiros instares a coloracdo € normalmente preta, sendo nos demais marrom

esverdeada. Ao longo do corpo as lagartas apresentam pequenas setas (Moriuti,



1986); passam por quatro instares, quando entdo ocorre a confec¢cdo de um casulo
pupal (Monnerat, 1995). O periodo larval médio € de 10 dias (Vacari, 2009).

As lagartas em estagio pré-pupal constroem um delicado casulo com fios de
seda, geralmente na parte abaxial das folhas. Terminada a constru¢cdo do casulo
ocorre a pupacao, que € muito facilmente identificada na planta. A coloracdo das
pupas muda com o decorrer do tempo, ficando marrom na medida do
desenvolvimento, com o inseto passando nessa fase por dois a quatro dias (Vacari,
2009; Philips et al., 2014; Capinera, 2015).

Os adultos iniciam o processo de acasalamento assim que emergem,
apresentando coloragcdo marrom acastanhado, com tamanho corporal de
aproximadamente 9 mm de comprimento e envergadura de 10-14 mm. A cabeca é
coberta por escamas eretas e de coloracdo castanha, com antenas longas e do tipo
filiforme. Quando o adulto estd em repouso sao formadas 3 ou 4 manchas prateadas
em forma de diamantes, sendo visivel no dorso do inseto, de onde surgiu a designacao
popular na lingua inglesa de “diamondback moth” (Moriuti, 1986).

O dimorfismo sexual pode ser constatado no abdémen dos adultos, com o dos
machos apresentando uma fenda no dltimo segmento, e o das fémeas duas manchas

circulares (Vacari, 2009).

2.2.3. Danos e prejuizos

Plutella xylostella é conhecida pela voracidade em que se alimenta de
brassicas (Talekar e Shelton, 1993), sendo que, apesar de ser um inseto de porte
pequeno, tem alto potencial reprodutivo, 0 que provoca a ocorréncia de elevadas
densidades populacionais nas culturas, concorrendo para significativas reducdes de
area foliar das plantas durante a alimentacdo das lagartas, sendo preservadas apenas
as nervuras das folhas (Celestino et al., 2015).

Esse inseto-praga € um dos mais destrutivos para as brassicas no mundo,
podendo causar perdas de até 90% na producao (Talekar e Shelton, 1993; Castelo
Branco et al., 2001; Villas Boas et al., 2004; Cheng et al., 2008; Zalucki et al., 2012,
Furlong et al., 2013). Os danos causados vao desde a depreciacdo qualitativa e

guantitativa do produto colhido, até mesmo a morte da planta, sendo também bastante



significativo nas mudas e durante a formacdo de “cabeca” de repolho, brocolis e
couve-flor (Capinera, 2015).

2.2.4. Controle

Grandes esforcos tém sido feitos para se desenvolver taticas eficientes de
controle que possam ser incorporadas aos programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) para a traca-das-cruciferas (Furlong et al., 2008; Grzywacz et al., 2010). Porém,
na maioria das culturas atacadas por essa praga o uso do controle quimico é o que
predomina, com a justificativa de o mesmo apresentar acdo rapida e de ser de
aplicacao facil e prética (Talekar e Shelton, 1993; Grzywacz el al., 2010; Zalucki et al.,
2012). A producao das diferentes brassicaceas durante todo o ano, ininterruptamente,
dificulta o controle da praga, uma vez que plantas das diferentes espécies e idades
na mesma area de producao proporcionam abundancia de alimento para a praga,
provocando superposicdo de geracdes (Imenes et al., 2002).

A pratica do uso de inseticidas é mais frequente em paises tropicais, com
aplicagbes que ocorrem normalmente 1 a 2 vezes por semana (Mazlan e Mumford,
2005), o que tem provocado efeitos bastante negativos, como a selecdo de
populacdes de pragas resistentes e contaminacdo ambiental, além de eliminar muitos
individuos ndo alvo, particularmente inimigos naturais (Furlong et al., 2004, Li et al.,
2012). Além disso, essa € uma pratica muito onerosa, com gastos em 2012 que
atingiram aproximadamente US$1,4 bilhdes, com aumento no prejuizo para US$2,7
bilhdes quando sdo acrescidas as perdas de rendimento (Zalucki et al., 2012).

Plutella xylostella é uma das pragas que recebeu e tem recebido grande
destaque pelo aumento populacional devido a resisténcia ao uso excessivo de
produtos quimicos, desde a introducdo desses compostos no final da década de 1940,
bem como por ser a primeira espécie de inseto a desenvolver resisténcia em campo
a B. thuringiensis (Talekar e Shelton, 1993).

Essa espécie desenvolveu resisténcia em campo para as principais classes de
inseticidas (Furlong et al., 2013) e, segundo dados da “Arthropod Pesticide Resistance

Database” - APRD, P. xylostella é resistente a aproximadamente 91 compostos



(quimicos e biolégicos), com diferentes modos de acdo, como piretroides e
indoxacarbe, além de alguns produtos a base B. thuringiensis (APRD, 2018).

Portanto, alternativas ao controle quimico de P. xylostella estdo sendo
apresentadas e utilizadas nos ultimos anos, com a possibilidade de uso também de
alguns inimigos naturais, abrangendo parasitoides, predadores e microrganismos
entomopatogénicos (Sarfraz et al., 2005). O emprego de feromonio sexual (Michereff
et al., 2000; Gallo, et al., 2002), culturas armadilhas (Badenes-Perez et al., 2004;
Shelton e Badenes-Perez, 2006), culturas de cobertura (Broad et al.,, 2008),
variedades resistentes (Badenes-Perez et al., 2011; Boica Junior et al., 2011) e de
extratos naturais de plantas (Charleston et al., 2006; Liu et al., 2006) também tém sido
trabalhados com o objetivo de combater populac@es da traca-das-cruciferas.

Dentre as alternativas citadas, a utilizacdo de entomopatdgenos parece ser a
mais viavel, especialmente devido ao baixo impacto ambiental e a inimigos naturais,
com B. thuringiensis recebendo destaque especial (Polanczyk e Alves 2003; De Bortoli
et al., 2017a).

2.3. Bacillus thuringiensis

2.3.1. Histérico

No grupo dos entomopatdgenos, o género Bacillus (familia Bacillaceae) tem
sido o mais utilizado para o controle de pragas, com B. thuringiensis (Bt) recebendo a
maior evidencia pelo seu alto potencial inseticida, sendo atualmente o mais utilizado
em todo o mundo (Lacey et al., 2015).

No ano de 1902, o Bt foi descoberto pelo pesquisador japonés Ishiwatta,
isolado de Bombyx mori L., 1758 (Lepidoptera: Bombycidae). Posteriormente, em
1911, na provincia de Thuringia-Alemanha, Berliner reisolou a bactéria de lagartas de
Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae), originando o nome atual (De
Barjac e Bonnefoi, 1968). Os primeiros testes realizados utilizando Bt para controle de
lepidopteros-praga foram na Europa, entre as décadas de 1920 e 1930, em lagartas
de Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796) (Lepidoptera: Pyralidae) (van Frankenhuyzen,
1993).



2.3.2. Aspectos gerais

Bacillus thuringiensis esta presente em uma grande variedade de ambientes,
como: solo, produtos armazenados, plantas, flores, insetos mortos, entre outros,
podendo permanecer por muitos anos em forma latente até que condicdes ideais para
seu desenvolvimento surjam (Bravo et al., 1998; Raymond, 2017).

A bactéria Bt € em forma de bastonete, esporulante, gram-positiva e aerdbica,
podendo também ser anaerdbica em temperatura variando de 10 a 45 °C (Praca et
al., 2007); apresenta célula vegetativa de 1,0 a 1,2 um de largura e 3,0 a 5,0 ym de
comprimento, geralmente movel por meio de flagelos, que sdo importantes na
viruléncia, uma vez que sao capazes de se ligar as células dos insetos (Zhang et al.,
1995). Os esporos tém forma elipsoidal, mas também podem ser cilindricos,
apresentando cristais de proteina, caracteristica principal para diferencia-lo das
demais espécies do género; esse conjunto apresenta toxicidade para mais de 300
espécies de insetos e 4caros (Rabinovitch et al., 2017).

Essa bactéria pode apresentar duas principais fases no ciclo de
desenvolvimento: de esporulacéo e de crescimento vegetativo. A fase denominada de
esporulacdo consiste na diferenciacao da bactéria em esporos, e estes, em condicdes
favoraveis, crescem e podem germinar e iniciar o crescimento vegetativo. Na fase de
crescimento vegetativo a bactéria se multiplica por biparticdo (Monnerat e Praca,
2006).

Sua atividade entomopatogénica esta estritamente ligada a presenca inclusdes
proteicas cristalinas, que durante a fase de esporulacdo sintetiza proteinas téxicas na
forma de cristais, conhecidas como toxinas Cry, e as toxinas Cyt (Bravo et al., 1998;
Monnerat e Bravo, 2000). As toxinas Cry e Cyt sdo usualmente pertencentes ao grupo

de toxinas formadoras de poros (TFP) (Bravo et al., 2007).
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2.3.3. As toxinas e a atividade inseticida

Os cristais presentes na bactéria sdo compostos de proteinas denominadas de
0-endotoxinas ou toxinas/proteinas Cry. Sdo altamente especificas e seletivas a
diferentes ordens de insetos, podendo sofrer alteracdo na quantidade e qualidade de
acordo com a cepa bacteriana (Bravo et al., 2011; Jurat-Fuentes e Jackson, 2012).
Em cada incluséo proteica cristalina pode estar presente uma ou mais toxinas Cry,
com cada uma delas contendo um gene especifico (Li et al., 1991).

Bacillus thuringiensis nao produz exclusivamente as &-endotoxinas, mas
também a—exotoxinas, que sdo altamente toxicas a insetos, e pode apresentar riscos
a ratos e outros vertebrados; B-exotoxinas que também sdo altamente toxicas para
alguns insetos e vertebrados; e as proteinas inseticidas vegetativas (VIPs), com
espectro de acdo maior a insetos-praga quando comparado a algumas proteinas Cry,

principalmente para imaturos de lepidépteros (Praca et al., 2007).

2.3.4. -endotoxina

Bacillus thuringinsis € conhecido, entdo, por produzir proteinas inseticidas
como d—endotoxina ou toxinas Cry e Cyt. As d—endotoxinas, sendo importantes por
apresentarem toxicidade para formas imaturas de insetos considerados pragas
agricolas e vetores de doencas humanas e de outros animais, como lepiddpteros,
coledpteros, dipteros e himenopteros (Habib e Andrade, 1998; Schnepf et al., 1998;
Bravo et al., 2007).

Os cristais ndo sdo necessariamente formados apenas por uma d—endotoxina,
existindo casos em que pode haver cincos a seis toxinas. As toxinas de Bt podem ser
encontradas com diferentes formas: bipiramidal, piramidal, cuboide esférica e
retangular, sendo os cristais bipiramidais os mais encontrados. O peso molecular das
0—endotoxinas pode variar de 13,6 a 142 kDa, que se tornam toxicas ap0s a ingestao
pelo inseto-alvo (Habib e Andrade, 1998; Fiuza, 2009)

Atualmente, na classificacdo das toxinas Cry existem cerca de 75 grupos,
organizados em diferentes subgrupos, enquanto que para as toxinas Cyt sdo apenas

trés grupos, sendo que esses nimeros aumentam a cada ano, de acordo com as
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novas tecnologias de identificagcdo que vém sendo aplicadas (Adang et al., 2014,
Crickmore et al., 2018).

Além das toxinas Cry, Bt também é capaz de sintetizar proteinas Cyt, que “in
vitro” tém atividade citolitica e “in vivo” especificidade por dipteros (Hofte e Whitheley,
1989). Elas também sdo capazes de afetar as células do intestino dos insetos,
podendo com isso aumentar a atividade inseticida das toxinas Cry (Soberén et al.,
2013).

2.3.5. Modo de acéo

Os estudos sobre o modo de acédo das toxinas Cry tém sido caracterizados
principalmente em lepidopteros, e a viruléncia causada pelas bactérias
entomopatogénicas relacionada com as proteinas inseticidas, devido suas altas taxas
de letalidade (Bravo et al., 2007; De Bortoli e Jurat-Fuentes, 2019).

Os insetos ingerem as proteinas inseticidas que séo dissolvidas no ambiente
alcalino do intestino, sendo as protoxinas inativas solubilizadas (Bravo et al., 2005). A
ativacdo da proteina inseticida se da pela acdo de proteases intestinais, onde um
peptideo N-terminal e a metade do C-terminal sdo removidos (Bravo et al., 2007). A
toxina ativada se liga a receptores especificos presentes nas células epiteliais do
intestino médio (de Maagd et al., 2001; Bravo et al., 2005; De Bortoli e Jurat-Fuentes,
2019). Apds a ligacdo nos receptores especificos, a toxina se insere na membrana
plasmatica, sendo internalizadas ou formando poros, causando desequilibrio osmotico
entre 0s meios intra e extracelular, provocando a lise (morte) celular. Esses poros
servem de abertura para as bactérias terem acesso a hemolinfa do inseto, que é o
ambiente propicio para sua proliferacdo e assim causar a morte por septicemia (Bravo
et al., 2007; De Bortoli e Jurat-Fuentes, 2019).

Os sintomas de intoxicacdo nos insetos se manifestam pela paralisacao da
alimentacdao, regurgitacao, paralisia total, septicemia e morte, normalmente com inicio
apos 48 horas da ingestao (Gupta et al., 1985; Bravo et al., 1992; Monnerat e Bravo,
2000).
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2.3.6. Causas da resisténcia em lepidopteros

A resisténcia a toxinas de B. thuringiensis em lepidopteros-praga esta
relacionada a alteracdes nas etapas do modo de acdo da proteina inseticida. Varias
espécies de lepiddpteros mostraram a capacidade de desenvolver resisténcia a
toxinas Bt, com McGaughey (1985) publicando o primeiro trabalho sobre resisténcia
de insetos a Bt. Desde entdo, varios outros relacionaram a capacidade dos insetos
evoluirem para resisténcia a Bt (Tabashnik, 1994; Schnepf et al., 1998; van Rie e
Ferré, 2002).

A traca-das-cruciferas se destacava até o trabalho de Tabashnik et al. (1996)
como a Unica espécie a apresentar resisténcia a produtos a base de Bt no campo. No
entanto, a evolucdo da resisténcia em culturas Bt esta cada vez mais rapida, sendo
no ano de 2005 registrados 3 casos, enquanto No ano seguinte ocorreu um aumento
aproximado de 81%. Os lepiddpteros que desenvolveram resisténcia a culturas Bt
foram: Busseola fusca (Fuller, 1901) (Lepidoptera: Noctuidae), Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1974) (Lepidoptera: Crambidae), S. frugiperda, Striacosta albicosta (Smith,
1888) (Lepidoptera: Noctuidae) e Pectinophora gossypiella Saund, 1844 (Lepidoptera:
Gelechiidae) (Tabashink e Carriere, 2017). A resisténcia nas variedades Bt evolui mais
rapidamente em comparacdo a produtos Bt aplicados em campo, pois nas
formulacdes ha presenca de varias toxinas Cry e outros fatores de viruléncia, como a
presenca de esporos bacterianos, enquanto nas variedades Bt, normalmente, as
toxinas séo Unicas (De Bortoli e Jurat-Fuentes, 2019).

Ferré e van Rie (2002) relataram trés mecanismos bioquimicos diferentes de
resisténcia a Bt, processamento proteolitico de protoxinas, o reparo melhorado de
células do intestino médio danificadas e a modificagédo do sitio de ligacdo da proteina
Cry. Apesar dos dois primeiros mecanismos levarem a resisténcia, eles geralmente
resultam em niveis comparativamente mais baixos em relacdo a maioria dos casos
gue estao relacionados com a reducédo da ligacdo de pelo menos uma das toxinas
Cry.

A modificacdo no sitio de ligacao resulta em resisténcia para formulados de Bt
ou proteinas Cry e, quando ocorre forte resisténcia cruzada, normalmente ela esta

estritamente ligada apenas as proteinas Cry que compartilham os sitios de ligagéo.
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Sendo assim, é de suma importancia a utilizacdo dos modelos de sitios de ligacao de
proteinas Cry fornecidos por alguns autores, para se saber quais proteinas podem ser
combinadas visando retardar a evolucao da resisténcia (Ferré e van Rie, 2002; Jakka
et al., 2015).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Biologia e Criacdo de
Insetos (LBCI) do Departamento de Fitossanidade - FCAV/Unesp, Jaboticabal, SP. As
populacdes foram mantidas em condi¢cdes controladas de temperatura (25 + 1 °C),
umidade relativa (70 + 10 %) e fotoperiodo (12L : 12E), sendo todos os bioensaios

também realizados nessas condi¢des.

3.1. Obtencéao e criacdo dos insetos

Para a condugéo dos experimentos foram utilizadas trés populagbes de P.
xylostella, uma suscetivel e duas resistentes as toxinas de B. thuringiensis HD-1. A
populacdo suscetivel (PC) foi coletada no dia 19 de maio de 2008 em plantas de
repolhno em uma é&rea de cultivo convencional, na cidade de Alegre (ES), e
apresentava cerca de 175 geracdes no laboratério em 01 setembro de 2018. A
populacdo denominada Bt é originaria da populacdo PC e selecionada a cada geracao
com a linhagem B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 (CrylAc, CrylAa, CrylAb, Cry2A,
Cry2B e VIP3a) (Masson et al., 1989; Tabashnik et al., 1994) (Lepidoptera-especifico)
(De Bortoli, 2018), com cerca de 165 geracdes em 01 de setembro de 2018. Também
foi utilizada a populacdo denominada NO-QA, oriunda da Alemanha, coletada ha 13-
15 anos, com cerca de 155 geracfes no laboratério em 01 de setembro de 2018,
sendo selecionada com CrylAc.

Para a criacdo dos insetos foi utilizada a metodologia descrita por Thuler
(2009), adaptada por De Bortoli et al. (2017b) (Figura 1). O substrato para alimentacao
e oviposicao de P. xylostella foi couve (Brassica oleracea var. acephala, cv. Manteiga),

cultivada em area experimental da FCAV-UNESP (campo e casa de vegetacao).
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Figura 1. Esquema da metodologia utilizada para criagdo de Plutella xylostella
(Thuler, 2009).

Adultos recém-emergidos foram transferidos para gaiolas plasticas circulares
transparentes, medindo 13 cm de diametro x 15 cm de altura, com uma abertura lateral
de 10 cm x 5 cm, coberta por tecido tipo “voile” para melhor aeragao interna, € uma
outra de 10 cm x 2 cm, fechada com filme plastico PVC, para manuseio interno. Os
adultos foram alimentados com solucdo de mel a 10%, embebida em um pedaco de
espuma preso na parte superior da gaiola.

No interior das gaiolas foram colocados discos de folha de couve de 8 cm de
didmetro, como substrato para a oviposi¢do, assentados sobre discos de papel filtro
de 9 cm de didmetro (umedecidos com agua); como suporte para os discos foi utilizado
um copo plastico transparente descartavel em posic¢ao invertida. Os discos (couve e
papel) foram trocados diariamente, sendo os de couve com 0s ovos acondicionados
em placas de Petri (9 cm de diametro) até a ecloséo das lagartas. Apds a ecloséo, 0s
discos com as lagartas foram transferidos para recipientes plasticos (27 cm x 17 cm
x 8 cm) contendo folhas de couve para a alimentacéo larval. A troca das folhas do

recipiente foi feita diariamente até que os insetos atingissem a fase pupal.
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Apéds a formacado das pupas, elas foram coletadas com o auxilio de pincel ou
pinga e acondicionadas em tubos de vidro de fundo chato (8,5 cm x 2,4 cm) vedados
com filme plastico de PVC contendo pequenos furos para melhorar a aeracao interna,

sendo colocadas de 20 a 30 pupas por tubo.

3.2. Obtencao das toxinas

Foram utilizadas duas &-endotoxinas de B. thuringiensis, CrylCa e Cry2Ac, na
forma inativa de protoxinas, cedidas pelo Dr. Neil Crickmore da “University of Sussex”,
Brighton, Inglaterra. As toxinas estavam com a concentra¢éao de 1 mg/mL para CrylCa

e 3 mg/mL para Cry2Ac.

3.3. Bioensaios com Plutella xylostella e toxinas Bt

3.3.1. Teste de mortalidade

Para a conducéo dos bioensaios, discos de folhas de couve (Brassica oleracea
var. acephala cv. Manteiga) de 8 cm de diametro foram mergulhados em 30 mL das
suspensdes das toxinas CrylCa e Cry2Ac (em agua deionizada autoclavada com 50
ug/mL Triton-X100®), por 30 segundos, sendo a testemunha tratada apenas com a
solucdo de dgua deionizada autoclavada e 50 pg/mL Triton-X100®. Apds a secagem,
em condicdo ambiente e por 30 minutos, os discos foram colocados individualmente
em placas de Petri (9,5 cm de didmetro x 2,0 cm de altura) sobre papel filtro
umedecido com &agua deionizada. Foram colocadas sobre os discos foliares 10
lagartas de segundo instar de P. xylostella, sendo cada disco considerado uma
repeticéo e observadas seis repeticdes por tratamento, com 0 processo repetido para
as trés populagdes de P. xylostella (PC, Bt e NO-QA).

Para os testes serem efetuados foram feitas diluicdes das toxinas para as
seguintes concentragdes: 0,003 pug/mL, 0,005 pg/mL, 0,008 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,03
pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,5 pg/mL e 1,0 pg/mL para a toxina CrylCa testadas nas
populacdes PC, Bt e NO-QA, enquanto que com a toxina Cry2Ac foram utilizadas as
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concentragdes: 0,003 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,5 pg/mL e 1,0 pg/mL para
PC, e 0,003 pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1,0 pg/mL e 3,0 pg/mL para Bt e NO-QA.

As placas foram envolvidas com filme plastico de PVC e mantidas em sala
climatizada com temperatura, umidade relativa e fotoperiodo controlados. Apos trés,
cinco e sete dias foram realizadas as avalia¢des registrando-se o numero de lagartas
mortas em cada tratamento. Foram consideradas mortas aquelas lagartas que nao se

moveram quando tocadas com um pincel de cerdas finas.

3.3.2. Testes para estimativa da Concentracao Letal 50 (CL5o)

A proteina CrylCa de B. thuringiensis, que foi ativa para as trés populacdes de
P. xylostella, foi incluida em bioensaios para a estimativa da Concentracéo Letal média
(CLso).

A amplitude das concentracdes testadas foi pré-estabelecida em ensaios
preliminares. Foram utilizadas 5 concentracdes variando de 1,0 a 0,005 pg/mL para a
populacdo PC, enquanto que para as populacdes Bt e NO-QA foram 6 concentragdes
variando 1,0 a 0,003 pg/mL, com 6 repeticdes, sendo cada placa contendo 10 lagartas
de segundo instar uma repeticéo, totalizando 60 insetos por concentracdo, em cada
populacao.

Repetindo o que foi descrito para os testes de mortalidade, os discos de couve
foram mergulhados em 30 mL das suspensdes por 30 segundos e a testemunha em
solucdo de agua deionizada autoclavada e 50 pg/mL Triton-X100®. Apds a secagem
em condicdo ambiente, o que aconteceu em cerca de 30 minutos, os discos foram
colocados individualmente em placas de Petri (9,5 cm de didmetro x 2,0 cm de altura)
contendo papel filtro umedecido com agua deionizada. Foram adicionadas sobre o
cada disco foliar 10 lagartas de segundo instar de P. xylostella, 0 que se repetiu para
as trés populagbes e com cada uma das concentracdes da toxina.

A mortalidade das lagartas foi avaliada apos 3 e 5 dias ap0s aplicacdo das
concentracdes da toxina, sendo considerado os valores da primeira avaliacdo devido
a similaridade com a segunda. A lagarta morta foi caracterizada como aquela com
total imobilidade quando tocada com um pincel de cerdas finas. A corregao da taxa de

mortalidade nao foi necessaria devido a baixa mortalidade na testemunha (< 10%).
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Apos definido os valores da CLso foi possivel também fazer o calculo da razéo
de resisténcia, que é dado pela divisdo da CLso da populacdo teste pela ClLso da
populacao suscetivel, com ambas mantidas nas mesmas condi¢des (Tabashnik et al.,
2009), sendo que por esse parametro € possivel evidenciar a diminuicdo da

suscetibilidade de uma populacéo (Tabashnik, 1994).

3.3.3. Efeitos subletais

Para a conducgéo dos estudos sobre os efeitos subletais com a toxina CrylCa
em lagartas de P. xylostella, foram utilizadas as concentracdes que correspondem a
CLis e CLa2s (Bt= 0,01 pg/mL e 0,02 pg/mL; NO-QA e PC= 0,02 pg/mL e 0,04 pg/mL),
pois estas propiciaram individuos em numero suficiente para conduzir os testes, além
de uma testemunha com o disco de folha de couve mergulhado em agua deionizada
autoclavada e 50 pg/mL Triton-X100®. Os bioensaios foram conduzidos de acordo
com a descricdo no item 3.3.1.

Lagartas foram colocadas individualmente em placas de doze pocos, contendo
discos de folha com 4 cm? de area, com os discos sendo trocados de acordo com o
consumo das lagartas e qualidade das folhas. Nesse periodo foram avaliados a
duracédo e a sobrevivéncia desde o segundo instar larval até a formacéo das pupas.
Apés a formacdo das pupas, elas foram transferidas para placa Elisa® e mantidas
uma em cada poco, até a emergéncia dos adultos. Nesse periodo foi registrado o peso
de pupas, duracdo pupal e sobrevivéncia de pupas. Os adultos emergidos foram
separados por sexo, determinando-se a razado sexual, e acondicionados em casais,
um por recipiente plastico transparente de 1.800 mL (gaiola), para cépula e
oviposicéo, tendo esses recipientes a mesma estrutura descrita para as gaiolas de
postura da criacdo. Diariamente foi oferecido disco de couve de 6 cm de didametro para
realizacdo das posturas e solugédo de mel a 10% para alimentacdo dos adultos. As
posturas coletadas nos discos foliares foram contabilizadas até o término do periodo
de oviposicdo. Nesse periodo foi registrado o numero de ovos por fémea e a
longevidade de machos e de fémeas. Para analisar a viabilidade dos ovos, 100 por
tratamento foram amostrados aleatoriamente durante os trés primeiros dias de

oviposi¢ao e colados em papel quadriculado (8 cm x 8 cm) com o auxilio de um pincel
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fino (um por quadrado) e assentados sobre papel filtro umedecido com &gua
deionizada, com o conjunto disposto no interior de placas de Petri (9,5 cm de diametro
x 2,0 cm de altura) para incubacdo. As avaliacbes dos efeitos subletais foram
realizadas até a morte dos adultos. Cada recipiente foi considerado uma repeticao,
sendo observadas 10 repeti¢cdes por tratamento.

Para a construcéo de tabelas de vida de fertilidade foram avaliadas as duragdes
dos periodos de ovo, larva, pupa e fase adulta, bem como a sobrevivéncia em cada
fase de desenvolvimento, além da razdo sexual nos tratamentos em cada populacéo.
Os parametros de crescimento populacional calculados foram: Ro= taxa liquida de
reproducao ou taxa de aumento populacional a cada geracao; rm= taxa intrinseca de
crescimento ou capacidade inata de aumento; A = taxa finita de crescimento definida
pelo nimero de vezes que a populacdo se multiplica por unidade de tempo; e T =
duracdo média de uma geracao. Também foi determinado o tempo necessario para a
populacdo dobrar em numero de individuos (TD), segundo o método de Krebs (1994).
Os parametros foram calculados de acordo com metodologia citada por Silveira Neto
et al. (1976).

3.3.4. Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC).
Nos testes de mortalidade, os principais efeitos das concentragdes, das populacdes e
suas interacdes foram analisados usando o General Linear Model (GLM). Os dados
obtidos também foram submetidos aos testes de normalidade (teste de Kolmogorov)
e de homogeneidade da variancia (teste de Bartlett) e, sempre que necessario,
transformados, para atender os requisitos da analise de variancia (ANOVA). Em
seguida, os dados foram submetidos a ANOVA, e quando significativas, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todas as analises
foram conduzidas empregando-se o software SAS (SAS Institute, 2015).

Os dados de concentracdo-mortalidade foram submetidos a analise de
regressao de Probit (Finney, 1971) e obtidos os valores de Concentracao Letal média

(CLso) utilizando-se o software SAS (SAS Institute, 2015). Diferencas entre os valores
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de CLso foram consideradas significativas quando 95% do limite de confianca de um
tratamento ndo se sobrepds ao limite de confianga de outro tratamento.

Os parametros populacionais de tabela de vida de fertilidade foram estimados
de acordo com o procedimento descrito por Maia et al. (2000), utilizando-se o software
SAS (SAS Institute, 2015) que emprega o método Jackknife para estimar os

parametros, intervalos de confianca e permitir a comparacao entre os tratamentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Bioensaios de mortalidade

A toxina CrylCa de B. thuringiensis provocou alta mortalidade nas trés
populacdes de P. xylostella nas concentracdes de 0,5ug/mL e 1,0ug/mL, variando de
70,0% a 95,0%. As menores concentracdes, 0,003 ug/mL e 0,005 pg/mL, provocaram
mortalidades entre 3,3% e 15,0% (PC: Fas5 8= 53,03; P = <0,0001; Bt: Fs5,8=37,91; P
= <0,0001; NO-QA: F22, 8= 35,20; P = <0,0001) (Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade (%) de lagartas de segundo instar das populacdes de Plutella
xylostella submetidas a toxina CrylCa de Bacillus thuringiensis.

Concentracdes Populacoes
(ng/mL) Bt NO-QA PC
Controle 6,7 +£3,33d* 10,0+ 2,88 ¢ 6,6 +3,33d
0,003 8,3+4,01d 50+341lc 50+341d
0,005 15,0+ 4,28d 3,3+3,33¢C 50+£341d
0,008 11,7+1,66d 50+2,88c 6,7 +3,33d
0,01 16,7 + 3,33 d 75+4,79¢c 10,0 £ 5,16 cd
0,03 25+ 5,00 cd -2 25,0+ 5,00 ¢
0,05 36,7 +6,66 Cc 55,0+ 25,00 b 21,7 + 6,00 cd
0,5 70,0+8,94 b 85,0+ 5,00 a 71,7+477b
1,0 93,3+3,33a 95,0+ 5,00 a 93,3+3,33a

1Médias + erro padré@o seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem ao nivel de 5% de significancia, de acordo com
o teste de Tukey.2 Concentragdo néo utilizada para o teste.

Por outro lado, utilizando-se a toxina Cry2Ac, também de B. thuringiensis, em
concentragdes que variaram de 0,003 ug/mL a 3,0 ug/mL, foram obtidas mortalidades
estatisticamente iguais ao controle nas trés populacdes, sendo PC (Fs,30=1,28; P =
0,2979), Bt (Fs,21=0,22; P = 0,9500) e NO-QA (Fs, 21 = 0,25; P = 0,9370), ineficientes,
portanto, para o controle de P. xylostella (Tabela 2).

A maioria dos produtos formulados a base de Bt utilizados para o controle de
P. xylostella sdo misturas de cristais e esporos de duas variedades principais, B.
thuringinensis var. kurstaki (Btk) e B. thuringiensis var. aizawai (Bta) (Dilawari et al.,
1996). No caso do Btk, as toxinas presentes sao CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2A e
Cry2B, com a toxina Cry2 apresentando toxicidade para lepiddpteros, segundo

Dilawari et al. (1996) e van Frankenhuyzen (2009), o que nao foi verificado neste
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trabalho para traga-das-cruciferas, corroborando com testes realizados por Kees
(2009).

Os receptores das toxinas Cryl e Cry2 sdo especificos nas células apicais do
intestino meédio do inseto-alvo (Lopez-Pazos et al., 2010), com a especificidade ligada
ao processamento e estabilidade das toxinas, o que poderia explicar a inatividade da
toxina Cry2 para P. xylostella. As toxinas Cry apresentam processos proteoliticos de
tamanhos diferentes, com a Cry2 significativamente menor do que Cry1, sendo 72kDa
e ~135kDa, respectivamente (Morse et al., 2001). A protoxina produz um nudcleo ativo
de toxina com ~55-60 kDa de tamanho, e essa producédo, se estavel, determina a
especificidade da toxina (Jurat-Fuentes e Crickmore, 2017). Em testes feitos
associando-se Coleoptera e Cry3 (toxina com tamanho semelhante a Cry2), houve o
processamento lento da mesma sugerindo baixa atividade e, quando a toxina foi
modificada com introducé&o de um sitio de quimotripsina/catepsina G, ocorreu aumento
significativo na toxicidade (Walters et al., 2008). Alteracdes na atividade proteolitica
no intestino do inseto podem causar baixa atividade da proteina Cry, uma das razdes
que levam a suscetibilidade e resisténcia reduzida em lepidépteros (Zalunin et al.,
2015).

Vérios estudos mostram gque essas proteinas ndo compartilham o mesmo sitio
de ligacdo para diversos lepidépteros-praga, como: Cnaphalocrocis medinalis
(Guenée, 1854) (Lepidoptera: Crambidae), Marasmia patnalis Bradley, 1981
(Lepidoptera: Crambidae), Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) e
Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (Karim e Dean,
2000; Karim et al., 2000; Ibargutxi et al., 2008; Figueiredo et al., 2019), com Monnerat
et al. (1999) citando que Cry2Aa é a menos eficiente em relacdo a CrylA, CrylC e
CrylD para controle de traca-das-cruciferas, sendo necessarios 54,515 pug/ml para

matar 50% da populacao.
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Tabela 2. Mortalidade (%) de lagartas de segundo instar das populac¢des de Plutella
xylostella submetidas a toxina Cry2Ac de Bacillus thuringiensis.

Concentracgoes Populacbes
(ug/mL) Bt NO-QA PC
Controle 8,3+ 3,07 at 10,0+5,16 a 8,3+4,01a
0,003 754,79 a 754,79 a 8,3x3,07a
0,01 -2 - 50x227a
0,05 125+250a 50x2,89a 8,3x4,01a
0,5 9,0+6,00 a 8,0x3,74a 16,7+ 3,33 a
1,0 95+4,11a 10,0+ 7,07 a 10,0+ 3,65a
3,0 125+4,79a 125+4,79a -

1Médias + erro padrao seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem ao nivel de 5% de significancia, de acordo com
o teste de Tukey. 2 Concentracdo ndo utilizada para o teste.

4.2. Estimativa de Concentracao Letal 50 (CLso)

A toxina CrylCa foi selecionada para o teste de estimativa de concentracao
letal por ter provocado mortalidade acima de 80% nas trés populacdes de P. xylostella,
na concentracdo de 1,0 ug/mL, apresentando valores semelhantes de CLso para as
trés populacdes (Bt = 0,10 pg/mL, NO-QA = 0,09 pg/mL e PC = 0,13 pg/mL) (Tabela
1). Foram consideradas semelhantes, uma vez que a semelhanca é indicada pela
sobreposicao dos intervalos de confianca dos valores de CLsoa 95%, 0 que aconteceu
neste trabalho.

A razdo de resisténcia (RR) apresentou valores inferiores a 2,0 nas trés
populacdes, sendo 1,00 para NO-QA, 1,11 para Bt e 1,50 para PC (Tabela 3).

E possivel comparar o efeito de toxinas em populagdes de insetos utilizando-
se os valores de CLso da concentracao-diagnéstico, que vem a ser aquela que causa
alta mortalidade na populacdo suscetivel e pouca ou nenhuma na resistente,
possibilitando, assim, detectar individuos resistentes dentro de uma populacéo (Roush
e Miller, 1986). Segundo esses autores, o aumento nos valores de CLso indica o
crescimento na quantidade de individuos resistentes em uma populagédo, assim, o
monitoramento com a concentragdo diagnostica tem o poder de detectar
antecipadamente a ocorréncia de resisténcia. Altos valores de razéo de resisténcia
evidenciam a possibilidade de resisténcia de uma populagéo, e valores maiores que
10 estdo propensos a diminuicdo da suscetibilidade (Tabashnik, 1994). Ademais,

diretrizes de monitoramento de resisténcia a inseticidas para P. xylostella em
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brassicas citam que populacdes sdo consideradas suscetiveis quando apresentam
valor de RR < 5, sendo considerado de alta resisténcia com valores de RR >100 (Wang
et al.,, 2018). Em funcdo dessas afirmativas, pode-se inferir a suscetibilidade das
populacdes testadas neste trabalho a CrylCa (Tabela 3).

Tabashnik et al. (1994) demonstraram que resisténcia a CrylAc na populagéo
NO-QA de P. xylostella é devido a reducéo nos sitios de ligacdo e, com a intencéo de
entender a suscetibilidade da traca-das-cruciferas, Ferré e van Rie (2002) fizeram um
modelo para demonstrar os sitios de ligacao de proteinas Cry em P. xylostella, sendo
assim foi possivel justificar a suscetibilidade a Cryl1Ca.

De acordo com Ferré e van Rie (2002), P. xylostella tem quatro locais de
ligacdes para as toxinas Cry, que sao: sitio 1, reconhecido apenas pela toxina CrylAa;
sitio 2, compartilhado entre CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylFa e Cryl; sitio 3,
reconhecido pela toxina Cry1Ba; e sitio 4, reconhecido pela toxina Cry1Ca (Figura 2).
Sendo assim, é possivel sugerir que as populacdes resistentes deste trabalho, NO-
QA e Bt, provavelmente apresentam modificacbes nos sitios 1 e 2 que causam
resistentes as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e CrylF, enquanto a populacéo
suscetivel ndo apresenta essas modificacoes.

CrylAa CrylAb CrylAc CrylF CrylJ CrylB CrylC

o $ O HE B

IV L
i Jtiihl o W

Site 1 Site 2 Site3  Site4
Susceptible insects

Figura 2. Modelo para sitios de ligacao de proteinas Cry em Plutella xylostella (Ferré
e van Rie, 2002).

De acordo com Zhu et al. (2014), a resisténcia a CrylAc € causada,

provavelmente, por modificacdo em um receptor comum, no caso sitio 2, as toxinas
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CrylAb e CrylAh, que possivelmente nao é reconhecido por CrylCa. Isso justificaria

a suscetibilidade a CrylCa das populagdes resistentes a CrylAc.

Tabela 3. Resultados das estimativas de concentracdes letais da toxina Cry1Ca de Bacillus
thuringiensis para trés populacoes de Plutella xylostella.

Pop Na Coef. CLso (95% X2 Razéo da CLis Clozs
angular I.C.) (ug/mL)  (GL)* resisténciac (ug/mL) (ug/mL)
(x EP)
Bt 360 1,04+0,09 0,10 £ 0,07 6,24 1,11 0,01 0,02
(0,07 - 0,14) 4) (0,00 - 0,01) (0,01 -0,03)
NO-QA 360 1,61+0,16 0,09 + 0,07 5,54 1,00 0,02 0,04
(0,06 - 0,13) 3 (0,01 - 0,03) (0,02- 0,05)
PC 300 1,28+0,11 0,13 + 0,09 5,79 1,50 0,02 0,04
(0,10-0,19) 3) (0,01 - 0,03) (0,02- 0,05)

aNumero de lagartas testadas, incluindo controle; °Grau de liberdade; °CLsopopulagdo / CLsspopulagio mais suscetivel;

Segundo Kees (2013), a toxina Cry1Ca pode ser considerada altamente tdxica
para as populacdes testadas em funcdo dos valores de CLso encontrados. A proteina
€ considerada altamente téxica quando é ativada com 0,01-0,10 ug/ml, média de
toxicidade entre de 0,10-10 pg / ml, e pouco téxica quando se encontra na faixa de
10-1000 pg/ml.

Shelton et al. (2009) coletaram vinte populacdes em diferentes paises em
cultivares de repolho e couve-flor e submeteram-nas a testes com a toxina Cy1Ca,
obtendo valores para CLso situados entre 0,01 pug/ml e 0,91 pg/ml. Para as populacdes
resistentes a CrylAc utilizadas neste trabalho, Bt e NO-QA, os valores de CLso foram
menores em relacdo a populacdo SZ CrylAc resistente trabalhada por aqueles
autores, com valores 0,10 pug/ml e 0,09 pg/ml, respectivamente, enquanto que para a

populacao SZ foi de 0,35 pg/ml.

4.3. Efeitos subletais de CrylCa em Plutella xylostella

A exposicédo a toxina CrylCa fez com que sobrevivéncia larval fosse reduzida

com o0 aumento da concentragdo, nas trés populacdes de P. xylostella (F2, s1 = 6,586;
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P = <0,005). As lagartas sem consumo de toxina (testemunha) da populacdo Bt
tiveram sobrevivéncia de 84,0%, diminuindo para 56,0% na maior concentracao, o
mesmo ocorrendo para NO-QA e PC, que tiveram sobrevivéncias larvais na
testemunha de 84,0% e 82,0% e mortalidade de 24,0% e 34,0% na CLos,
respectivamente (Tabela 4).

Na relagéo entre as populagdes ndo houve diferenca significativa (F2,s1=1,892;
P =>0,1). Com as CLis, as porcentagens de sobrevivéncia foram semelhantes entre
as populacdes, variando de 76,0% a 84,0%, o mesmo sendo encontrado para as CL 25,
com variagao de 56,0% a 76,0%. Esses resultados indicam tendéncia de aumento na
mortalidade das lagartas com a aplicacéo da toxina, sendo essa tendéncia crescente
de CLis para CLa2s (Tabela 4).

A toxina CrylCa mostrou elevada eficiéncia no controle de lagartas de vinte
populacdes de campo de P. xylostella, sendo os insetos oriundos das culturas de
repolho e couve-flor de diversos paises (india, Indonésia, Taiwan, China, Australia e
EUA). Eficiéncia semelhante foi observada para uma populacéao de P. xylostella 2000
vezes resistente a CylAc (Shelton et al., 2009), corroborando os testes deste estudo.

Além disso, a toxina CrylCa também foi eficiente contra outros lepidépteros-
praga, como: Pieris rapae L., 1758, P. brassicae (L., 1758) (Lepidoptera: Pieridae) e
Hellula undalis (F., 1781) (Lepidoptera: Pyralidae), além de ser toxica para diferentes
espécies de Spodoptera (Shelton et al., 2009; Gomes et al., 2018).

A toxina CrylCa esta presente em alguns formulados comerciais eficientes
para o controle de lepidGpteros-praga, inclusive para tracas-das-cruciferas, como
Agree® e Xentari® (Dilawari et al., 1996; van Frankenhuyzen, 2009; Wei et al., 2019),
sendo ela considerada a segunda proteina mais toxica para P. xylostella, inferior
apenas a CrylAb, segundo Monnerat et al. (1999).

Uma populagcdo pode apresentar extrema resisténcia a toxina CrylA e pouca
ou nenhuma resisténcia a Cryl1C, esta fato ja foi relatado para a populacdo NO-QA
(Tabashnik et al., 1994, 1996 e 1998), e agora também é possivel citar para a

populacao Bt resistente utilizada neste trabalho.
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Tabela 4. Sobrevivéncia larval de populacdes de Plutella xylostella submetidas a
concentragdes subletais de CrylCa.

Sobrevivéncia larval (%)

Populacao Testemunha CLis Clas
Bt 84,0+4,99Aa! 76,0 +5,81Aab 56,0 + 5,81Ab
NO-QA 84,0 £ 4,99Aa 84,0 £ 4,99Aa 76,0 £+5,81Ab
PC 82,0 + 6,28Aa 76,0 £9,33Aab 66,0 +5,20Ab

1IMédias + erro padrdo seguidas pela mesma letra ndo diferem (mindscula = linha; mailscula=coluna), ao nivel de 5% de
significancia, de acordo com o teste de Tukey.

A sobrevivéncia pupal ndo apresentou diferenca significativa entre as
populacdes submetidas ao efeito da toxina CrylCa (Fz2 s1 = 0,189; P = > 0,2). Os
resultados variaram de 54,0% a 68,0% para testemunha, de 46,0% a 66,0% para CL15
e de 46,0% a 62,0% para CLzs. Entre as concentracdes de CrylCa também ndo houve
diferenca significativa (F2, s1 = 2,097; P=>0,05). Na populacao Bt os resultados foram
semelhantes, variando de 46,0% a 64,0%; na NO-QA variou de 54,0% a 66,0%; e na
PC de 50,0% a 68,0% (Tabela 5).

Tabela 5. Sobrevivéncia pupal de populacdes de Plutella xylostella submetidas a
concentracdes subletais de CrylCa.

Sobrevivéncia pupal (%)

Populacao Testemunha CLis Clas

Bt 64,0 £ 7,77Aat 46,0 + 8,45Aa 46,0 + 4,26Aa
NO-QA 54,0 + 6,70Aa 66,0 + 7,91Aa 62,0 £ 5,53Aa
PC 68,0 + 8,53Aa 60,0 + 7,88Aa 50,0 + 4,47Aa

1Médias * erro padrdo seguidas pela mesma letra ndo diferem (mindscula = linha; mailscula = coluna), ao nivel de 5% de
significancia, de acordo com o teste de Tukey.

A exposicdo a toxina CrylCa fez o periodo pupal na populagéo Bt ser maior na
CLis (4,54 dias) e na NO-QA na ClLz2s (4,87 dias), diferentes da PC que apresentou
menor duracdo quando exposta a CrylCa (3,58 dias na CLise 3,91 dias na CLz2s) (F,
81=4,508; P = <0,05) (Tabela 6). A testemunha da populagao Bt (3,86 dias) apresentou
periodo pupal menor em relacédo as outras (NO-QA = 4,27 dias e PC = 5,00 dias) (F2,
81=7,950; P = <0,001) (Tabela 6). Laurentis (2013), trabalhando com a populacéo PC
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verificou que, em contato com isolados/produtos a base de B. thuringiensis, a média
do periodo pupal foi de 4,24 dias, com a testemunha apresentando 4,4 dias, enquanto
De Bortoli (2014) encontrou média de 3,0 dias, mostrando com isso as populacdes
estdo sujeitas a alteracfes biologicas devido a varios fatores apos geracoes, inclusive
por mutacdes, como citam Roux et al. (2007). Além disso, Robertson et al. (1995)
dizem que a resposta natural de cada populacao tem sido ignorada para questoes
comparativas quando sdo tratados individuos expostos a produtos quimicos ou
bioldgicos, sendo assim dificil de haver uma padronizacéo de resultados, uma vez que
€ normal acontecer variagdo natural quando ha a repeticdo de qualquer bioensaio.
Sendo assim, a variagdo do periodo pupal pode estar relacionada a essas

caracteristicas naturais das populacdes empregadas neste trabalho.

Tabela 6. Periodo pupal de populagcdes de Plutella xylostella submetidas a
concentracdes subletais de CrylCa.

Periodo pupal (dias)

Populacao Testemunha CLis Clas
Bt 3,86 + 0,07Bb? 4,54 + 0,17 Aa 3,96+0,18 Aab
NO-QA 4,27 £0,10Ab 4,47+0,10 Aab 4,87+0,09 Aa
PC 5,00 £ 0,11 Aa 3,58+ 0,11 Bb 3,91 +0,13Ab

1Médias * erro padrao seguidas pela mesma letra ndo diferem (mindscula=linha; maildscula=coluna), ao nivel de 5% de
significancia, de acordo com o teste de Tukey.

Na comparacao entre populacdes observa-se influéncia da toxina na CLis em
relacdo ao peso de pupas. As populacdes Bt e PC mostraram menores valores para
o parametro, com 557 mg e 5,81 mg, respectivamente, enquanto a NO-QA
apresentou valor mais elevado (6,72 mg) (F2,77=4,475; P = 0,0145) (Tabela 7).

O peso de pupas foi influenciado pelo tratamento nas populacdes Bt e PC e,
por serem originarias de uma mesma populacao, ainda podem estar se comportando
biologicamente da mesma forma. Laurentis (2013) e Roux et al. (2007) analisaram
diferentes populacdes de P. xylostella e evidenciaram grandes diferengas na estrutura
genética das populacdes.

Na comparacao entre as concentracdes nao houve diferenca significativa (F2,

77=2,175; P =0,1205. Na populacéo Bt os pesos foram semelhantes variando de 5,57
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mg a 6,09mg, na NO-QA de 5,50 mg a 6,72 mg e na PC de 5,35 mg a 6,21 mg (Tabela
7).

Polanczyk e Alves (2005) correlacionaram lagartas de S. frugiperda
alimentadas com B. thuringiensis e peso de pupas, associando a diminui¢do do peso
pupal & alteracgdes fisioldgicas decorridas da ingestao de Bt, enquanto De Bortoli et al.
(2012) relataram que traca-das-cruciferas, sob efeito de produtos formulados a base
de B. thuringiensis, sofreu diminuicdo no peso das pupas, resultados esses que
contradizem aqueles apresentados na Tabela 8, com essa tabela mostrando que néo
houve diferenca entre o peso pupal quando as lagartas ingeriram ou ndo a toxina.
Também, em trabalho feito por Groeters et al. (1994), comparando parametros
bioldgicos da populacdo NO-QA com de populacdo suscetivel sob efeito de Bt, ndo
observaram interferéncia no periodo e peso pupal, corroborando com este trabalho,
sendo, com isso, possivel afirmar que diferencas biolégicas estdo sempre sujeitas
acontecer, ndo sendo possivel padronizar respostas para individuos diferentes ainda
gue submetidos as mesmas condicdes.

As mudancas bioldgicas devido a exposicédo ao Bt sdo melhor caracterizadas
na viabilidade larval, peso de pupas e com pouca influéncia nos periodos larval e pupal
(Viana et al., 2009; De Bortoli et al., 2011).

Tabela 7. Peso de pupas de populacbes de Plutella xylostella submetidas a
concentracfes subletais de CrylCa.

Peso de pupas (mg)

Populacao Testemunha CLis ClLazs
Bt 6,09 = 0,12Aa* 5,57 £ 0,31Ba 5,83 £ 0,24Aa
NO-QA 5,50 = 0,26Aa 6,72 £ 0,34Aa 6,46 £0,50Aa
PC 5,35 = 0,24Aa 5,81 +£0,37Ba 6,21 = 0,25Aa

1Médias * erro padrdo seguidas pela mesma letra ndo diferem (mindscula = linha; maidscula = coluna), ao nivel de 5% de
significancia, de acordo com o teste de Tukey.

A exposicado das lagartas das populacdes Bt e PC a toxina CrylCa fez a
longevidade de machos ser maior para ClLazs (Fz2,77=4,117; P = <0,05). Os machos da
populacdo PC na testemunha e na CLis tiveram menor sobrevivéncia em relacao a

CL2s, com valores de 7,3 dias, 7,0 dias e 11,2 dias, respectivamente. Para machos da



30

populacdo Bt a variacdo da longevidade foi de 7,8 dias (CL1s) a 12,5 dias (CLz2s). J4,
para NO-QA, os valores foram semelhantes variando de 7,5 dias a 8,8 dias (Tabela
8).

Na relacédo entre as populacdes também houve diferenca significativa (Fz, 77 =
3,341; P = <0,05). Nas CLz2s a populacdo NO-QA sobreviveu menos em relacdo as
outras, com 7,5 dias, enquanto os da Bt sobreviveram 12,5 dias e os da PC 11,2 dias.
Nas CLis os valores para o parametro em analise foram similares, variando de 7,0 a
8,8 dias, o0 mesmo ocorrendo na testemunha, com valores de 7,3 dias a 10,8 dias
(Tabela 8).

De Bortoli (2014) relatou que lagartas de P. xylostella expostas a CrylAc ndo
sofreram alteracdes nas caracteristicas biologicas dos adultos, com sobrevivéncia
média de 18,5 dias. No entanto, os resultados aqui encontrados indicam que 0s
machos tiveram menor sobrevivéncia, com essa diferenca podendo estar relacionada

a diferencas bidticas e abidticas entre os bioensaios.

Tabela 8. Longevidade de machos (dias) de Plutella xylostella com lagartas
submetidas a concentracdes subletais de CrylCa.
Longevidade de machos (dias)

Populacao Testemunha CLis Clazs

Bt 10,8 + 1,43Aabt 7,8+ 1,65 Ab 125+1,22 Aa
NO-QA 8,8 +1,02 Aa 8,8+ 1,31 Aa 7,5+ 1,31 Ba
PC 7,3+0,99 Ab 7,0£1,10 Ab 11,2 +1,27 Aa

1Médias * erro padréo seguidas pela mesma letra ndo diferem (mindscula = linha; mailscula = coluna), ao nivel de 5% de
significancia, de acordo com o teste de Tukey.

A longevidade de fémeas também foi afetada pela exposicao as concentracdes
de CrylCa (F2 81= 2,972; P = 0,05), com a populagdo PC afetada negativamente na
CLis, em que as fémeas tiveram menor longevidade (6,9 dias), enquanto a testemunha
na CL2s mostrou periodos de vida de 8,9 e 10,5 dias, respectivamente. As fémeas das
populacdes Bt e NO-QA tiveram valores semelhantes, com as de Bt vivendo de 10,4
a 12,9 dias, e as de NO-QA de 8,2 a 9,3 dias (Tabela 9).

Quando se analisa o comportamento das populagbes em funcdo da toxina

CrylCa verificam-se diferencas estatisticas (Fz2 s1 = 7,890; P = <0,005), sendo que
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com a CLis as fémeas da populacdo PC viveram menos em relacao as de Bt (6,9 dias
e 11,8 dias, respectivamente). A populacdo Bt também foi mais longeva na CL2s com
12,9 dias, em relacdo a NO-QA com 8,2 dias. Na testemunha os valores foram
semelhantes variando de 8,9 dias a 10,4 dias (Tabela 9).

Pelos resultados apresentados verificou-se que os insetos ao atingirem a fase
adulta apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos e populagdes na
longevidade de fémeas e somente entre as popula¢des na fecundidade (Tabelas 9 e
10). Deve também ser salientado que alguns adultos emergiram com deformacdes
nas asas. Nesse sentido, Santos (2018), submetendo lagartas de P. xylostella a
produtos a base de B. thuringiensis, ndo observou diferencas na longevidade e
fecundidade das fémeas, contudo cita que alguns insetos também emergiram com

deformacfes nas asas ou ndo conseguiram se desvencilhar por completo da exuvia

pupal.

Tabela 9. Longevidade de fémeas (dias) de Plutella xylostella submetidas a
concentracdes subletais de CrylCa.

Longevidade de fémeas (dias)

Populacao Testemunha CLis Clas

Bt 10,4 £1,21 Aal 11,8+1,12 Aa 12,9+ 1,29 Aa
NO-QA 9,3+0,88 Aa 8,7 +1,45 Aab 8,2 + 0,95Ba
PC 8,9 + 0,80 Aab 6,9 +1,46 Bb 10,5 £0,98Aa

1Médias * erro padréo seguidas pela mesma letra n&o diferem (mindscula = linha; maiiscula = coluna), ao nivel de 5% de
significancia de acordo com o teste de Tukey

O numero de ovos/fémea néo foi influenciado pelas concentracbes da toxina
(F2,81=1,756; P = 0,1793), com as fémeas da populacdo Bt ovipositando, em média,
de 141,0 a 164,2 ovos, as de NO-QA de 99,9 a 141,9 ovos e as de PC de 107,9 a
129,8 ovos (Tabela 10).

Entre populagdes ocorreu diferencga significativa para o numero de ovos/fémea
(F2, s1 = 5,367; P = 0,0065), com a populacdo Bt na CL2s apresentando maior
oviposicéo (164,20 ovos), enquanto na mesma concentracao a populagdo com menor

taxa de oviposicao foi NO-QA (101,00 ovos). Na CLisa quantidade de ovos depositada
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foi equivalente nas trés populacdes de P. xylostella, variando de 99,9 a 141,0 ovos,
engquanto nas testemunhas foram obtidos de 122,1 a 161,2 ovos (Tabela 10).
Polanczyk e Alves (2005) observaram que alguns isolados de Bt podem causar
alteracdes fisiologicas que afetam negativamente a reproducédo dos insetos, com isso
refletindo na quantidade de ovos ovipositados. J4, para os resultados deste trabalho
ndo € possivel fazer essa mesma afirmagcdo, visto que a quantidade de ovos
colocados pelas fémeas que néo tiveram contato com a toxina € semelhante aquelas
gue sofreram a acdo do produto. Ramachandran et al. (1998) observaram que nao
houve diferenca significativa de postura entre populacéo resistente e suscetivel de P.
xylostella entre plantas transgénicas (CrylAc) e nédo transgénicas de canola, além
disso sugeriram que a toxina CrylAc nao foi capaz de interferir na oviposicao da
populacdo suscetivel, indicando que a suscetibilidade de lagartas ndo esta

relacionada com a preferéncia de oviposicao.

Tabela 10. Fecundidade de fémeas de populacdes de Plutella xylostella submetidas
a concentracdes subletais de CrylCa.
Fecundidade (ovos/fémea)

Populacao Testemunha CLis Clas
Bt 161,2 £17,12 Aa? 141,0 £ 13,59Aa 164,2 £ 16,06Aa
NO-QA 141,9 £ 11,06Aa 99,9 £ 17,09Aa 101,0 £ 25,36Ba
PC 122,1 + 15,45Aa 107,9 =+ 20,64Aa 129,8 + 16,07ABa

1Médias * erro padréo seguidas pela mesma letra ndo diferem (minGscula = linha; maidscula = coluna), ao nivel de 5% de
significAncia de acordo com o teste de Tukey.

Assim, foi constatado que algumas caracteristicas biologicas (parametros
biolégicos) das populacdes de P. xylostella foram alteradas pelo consumo da toxina
CrylCa de B. thuringiensis. O periodo pupal, longevidade de machos e fémeas e
fecundidade de ovos foram influenciados com a aplicagdo de CrylCa, com a
populacdo NO-QA sendo a mais afetada.

De acordo com Groeters et al. (1993), populacdes resistentes estéo sujeitas a
sofrer pressao pelo custo adaptativo (“fitness cost”), fato este que ocasiona menor

sobrevivéncia desde a ecloséo até a vida adulta, bem como reducéo da fecundidade.
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Além disso, o acasalamento reduzido também pode estar inserido dentro do custo
adaptativo sofrido pela populagéo.

Os resultados médios obtidos para a tabela de vida de fertilidade de P.
xylostella cujas lagartas foram submetidas a toxina CrylCa de Bt encontram-se na
Tabela 11, onde se verifica que as taxas liquidas de reproduc¢éo (Ro) da populagéo Bt
foram semelhantes na testemunha (41,6) e na CL1s (34,2), sendo maiores que na CLz2s
(16,5). Para NO-QA, a CLisresultou em uma Ro (21,8), em média, 57% menor do que
na testemunha (37,9), enquanto na CL2s teve valor de 30,4. Na populagéo PC as taxas
liqguidas de reproducdo foram semelhantes nos tratamentos, com testemunha
apresentando valor de 17,6, CLiscom 24,7 e CL2s com 27,2.

Existe diferenca quando se comparam as testemunhas nas popula¢des, com
menor valor de Ro para PC (17,6), comparado a Bt (37,9) e NO-QA (37,9), que nédo
diferiram entre si. Nas CLis e Clzs, as trés populagdes tiveram comportamentos
semelhantes, nao diferindo entre si. Os valores de CLis variaram de 21,8 a 34,2,
enquanto que para CLzs a variacdo foi de 16,5 a 27,2 (Tabela 11).

A razao intrinsica de aumento (rm) na populacdo Bt foi significativamente
diferente entre os tratamentos, com maior valor na testemunha (0,30), sendo
semelhantes com CL15 (0,21) e CL2s (0,20). Para a populagdo NO-QA a testemunha
também evidenciou maior valor (0,34) em relacdo a CLi1s (0,20) e a CL2s (0,24). Em
relacdo a populagédo PC, os valores de CLis (0,25) e CLa2s (0,25) ndo diferiram da
testemunha (0,21) (Tabela 11).

Quando se analisa os valores de rm entre as populacdes observa-se que a
testemunha da PC teve menor valor (0,21), em relacdo as demais populacdes (Bt =
0,30 e NO-QA = 0,34), ndo existindo diferencas entre estes dois ultimos.

A razao finita de aumento populacional (L), que representa o fator de
multiplicacéo da populacéo original a cada intervalo unitario de tempo, na testemunha
de Bt foi maior (1,36), em relacédo a CL15(1,23) e CL2s (1,22). Na populacdo NO-QA
os tratamentos foram semelhantes a testemunha (1,28), sendo 1,23 para CLi1se 1,41
para CL2s. A populacdo PC também n&o apresentou diferenca entre os tratamentos,
com valores 1,24 para a testemunha, 1,28 para CL1s e 1,29 para CL2s (Tabela 11).

Comparando-se as interacdes tratamentos X populacdes, observou-se efeito

na testemunha da populacédo Bt (1,36), resultando em maior A em relagdo a NO-QA
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(1,28) e PC (1,24). Para CL2s, NO-QA apresentou maior A (1,41) em relagdo a PC
(1,29) e Bt (1,22), enquanto nas CLis os valores para as populagbes foram
semelhantes (Tabela 11).

O tempo médio de uma geragéo (T), isto é, a duracdo média entre o nascimento
de um individuo de uma geracéo e o da seguinte, mostrou diferenca significativa entre
os tratamentos nas populacdes Bt e NO-QA, enquanto na Bt a CL1s teve maior valor
(16,7 dias) em relacao a testemunha (12,2 dias) e a CL2s (13,8 dias). A populagédo NO-
QA apresentou valor significativamente menor na testemunha (10,5 dias), sendo para
CLi1s5 (15,1 dias) e CL2s (14,0 dias), semelhantes entre si, enquanto a PC respondeu
de forma semelhante para todos os tratamentos (testemunha = 13,3 dias; CL15 = 13,0
dias e CL2s = 13,1 dias) (Tabela 11).

Comparando-se as interacdes tratamentos X populagdes, o tempo entre uma
geracdo e outra foi menor na testemunha da populacdo NO-QA com 10,5 dias,
comparado com PC que foi de 13,3 dias e Bt 12,2 dias. CL15 resultou maior valor de
T para a populagéo Bt (16,7 dias), seguido de PC (13,0 dias), com NO-QA (15,1 dias)
semelhante a Bt e PC. CL2s ndo provocou diferencas estatisticas, apresentando
valores que variaram de 13,1 dias a 14,0 dias (Tabela 11).

Para o tempo necessario para duplicar em numero de individuos (TD), a
testemunha da populacéao Bt diferiu das demais (2,2 dias), sendo 3,2 dias na CLise
3,4 dias na CLzs. A populacdo NO-QA também diferiu entre os tratamentos, com TD
de 2,0 dias na testemunha, 3,3 dias na CLis e 2,8 dias na CL2s. Na PC ndo houve
diferenca entre os tratamentos, sendo 3,2 dias na testemunha, 2,8 dias ha CLis e 2,7
dias na CL2s (Tabela 11).

Analisando-se os resultados entre populacdes, apenas as testemunhas
diferenciaram estatisticamente, com a populacdo PC apresentando valor maior em
relacéo as demais, duplicando a populagéo em 3,2 dias, enquanto para Bt foi 2,2 dias
e para NO-QA 2,0 dias (Tabela 11).



35

Tabela 11. Resultados da tabela de vida de fertilidade para populacdes de Plutella
xylostella submetidas a concentracfes subletais da toxina CrylCa de Bacillus

thuringiensis.

Tratamentos
Testemunha CLss CLas
Ro Bt 41,6 aAt 34,2 aA 16,5 bA
(31,6 - 51,6) (25,0 - 43,3) (12,9 - 20,2)
NO-QA 37,9 aA 21,8 bA 30,4 abA
(31,1 - 44,8) (13,7 - 29,9) (14,6 - 46,1)
PC 17,6 aB 24,7 aA 27,2 aA
(12,5 - 22,6) (14,1 - 35,3) (19,5 - 34,9)
Im Bt 0,30 aA 0,21 bA 0,20 bA
(0,27 - 0,33) (0,18 - 0,24) (0,18 - 0,23)
NO-QA 0,34 aA 0,20 bA 0,24 bA
(0,33 - 0,36) (0,18 - 0,22) (0,20 - 0,28)
PC 0,21 aB 0,25 aA 0,25 aA
(0,19 - 0,24) (0,220 - 0,27) (0,22 - 0,28)
A Bt 1,36 aA 1,23 bA 1,22 bB
(1,32 - 1,39) (1,20 - 1,27) (1,19 -1,25)
NO-QA 1,28 aB 1,23 aA 1,41aA
(1,23 -1,32) (1,20 - 1,25) (1,39 - 1,43)
PC 1,24 aB 1,28 aA 1,29 aB
(1,21-1,27) (1,25-1,31) (1,25-1,32)
T (Dias) Bt 12,2 bA 16,7 aA 13,8 bA
(11,4 -12,9) (15,7 - 17,8) (12,7 - 14,9)
NO-QA 10,5 bB 15,1 aAB 14,0 aA
(10,0 - 11,0) (14,1 -16,1) (13,3 -14,8)
PC 13,3 aA 13,0 aB 13,1 aA
(12,8 - 13,7) (11,8 - 14,2) (12,6 - 13,5)
TD (Dias) Bt 2,2bB 3,2 aA 3,4 aA
(2,0-2,4) (2,8-3,7) (2,9-3,8)
NO-QA 2,0bB 3,3aA 2,8 aA
(1,9-2,1) (3,0-3,7) (2,3-3,2)
PC 3,2aA 2,8 aA 2,7 aA
(2,8 - 3,5) (2,5 - 3,0) (2,4 - 3,0)

1Médias (Intervalo de confianga) seguidas pela mesma letra ndo diferem (minuscula = linha; mailscula = coluna), ao nivel de
5% de significancia de acordo com o teste de Tukey. R, = taxa liquida de reproducao; r, = taxa intrinseca de aumento; A =
razéo finita de aumento; T = tempo médio de geragdes; TD = tempo para a populagéo duplicar em nimero.
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A dindmica populacional dos insetos-praga pode ser afetada pela
disponibilidade e qualidade da planta hospedeira, podendo provocar mudancas
significativas no desempenho dos imaturos, bem como dos adultos (Golizadeh et al.,
2009). Os parametros da tabela de vida obtidos e analisados neste trabalho mostram
que a populacdo Bt apresentou menores valores para taxa liquida de reproducao, taxa
intrinseca de aumento e taxa finita de aumento quando submetida a maior
concentragdo de toxina CrylCa (CLzs). A taxa liquida de reproducdo das trés
populacdes foi semelhante a da testemunha em pelo menos uma das concentracdes
de CrylCa, sendo que isso implica que essas popula¢cdes, mesmo com a aplicacao
da toxina em doses subletais, deixa um elevado numero de descentes para a proxima
geracdo. Santos (2018) relatou que populacéo de P. xylostella suscetivel a toxinas Bt
de diferentes produtos formulados tem aumento na progénie da geracéo seguinte.

As populagfes Bt e NO-QA sofreram aumento no tempo médio de geragdes
(T) com a exposicdo a toxina, com a Bt tendo aumento com a CLi1s e a NO-QA, tanto
com CLis como com ClLzs, mostrando maior tempo de geracdo para o inseto. Com
isso, em condicdes praticas de campo, o tempo de contato com a planta seria maior,
podendo acarretar maiores indices de consumo foliar. Nesse sentido, Santos (2018)
relata resultados semelhantes com o produto formulado Agree®, que € um hibrido
transconjugado de Bt aizawai e Bt kurstaki, contendo as toxinas CrylAc, CrylC, CrylD
e Cry2.

A taxa intrinseca de aumento (rm), ou seja, a capacidade inata da espécie
aumentar em nuamero foi diferente nas populacdes Bt e NO-QA, sendo influenciada
pelas CLise CLz2s, com valores menores em relacao a suas respectivas testemunhas.
Andrewartha e Birch (1954) dizem que esse é o parametro mais importante para
estimar o sucesso de uma espécie no ambiente, inferindo que quanto maior o seu
valor mais bem-sucedida sera a espécie. Sendo assim, os dados obtidos nesse
trabalho sdo promissores para o uso da toxina CrylCa no manejo de traca-das-
cuciferas, uma vez que suas populagcdes poderéo ser afetadas ao longo das geracoes.

Medeiros et al. (2000) afirmam que a tabela de vida de fertilidade é capaz de
relacionar o aumento populacional através do potencial reprodutivo de fémeas por
unidade tempo, sendo que em relacdo a esse parametro a Unica populacéo que sofreu

interferéncia dos tratamentos foi a Bt.
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A populagao PC nao sofreu nenhuma alteragdo nos parametros da tabela de
vida, tanto para lagartas expostas ou ndo a acdo da toxina Cry1Ca, tendo a populacdo
respondendo da mesma forma. As diferencas apresentadas entre populacdes foram
demonstradas geralmente nas testemunhas, onde foram obtidas respostas diferentes
apenas para a taxa de crescimento populacional, com as populagbes Bt e PC
apresentando os menores valores.

Segundo Zago et al. (2014), estudar diferentes populacdes de um inseto-praga
€ de extrema importancia para o sucesso de programas de Manejo Integrado de
Pragas (MIP), principalmente com individuos resistentes, uma vez que a resisténcia é
um dos grandes problemas de diferentes cultivos, dificultando o combate as pragas
em condicbes de campo e, comumente, levando a um aumento no numero de
aplicacoes e/ou das doses/dosagens dos diferentes produtos aplicados na tentativa
de solucionar o problema. Esses mesmos autores ressaltam também a preocupacao
que se deve ter quanto a resisténcia de insetos-praga também aos bioinseticidas, uma
vez gque esses produtos sao utilizados ndo s6 na agricultura convencional, mas
também na organica.

O conhecimento sobre a acdo de uma toxina Cry ou um bioinseticida em um
individuo ou populacdo € muito importante para, entre outros objetivos, o manejo da
resisténcia, bem com estudos sobre os efeitos subletais desses produtos,
esclarecendo seus efeitos no desenvolvimento dos individuos/populacdes onde a
mortalidade né&o foi provocada, até mesmo pelas doses recomendadas, visto que 0s
efeitos de doses subletais podem concorrer também para a selecdo de populacdes
tolerantes ou resistentes, além de eventuais desequilibrios poderem levar a surtos de
pragas secundarias (Desneux et al., 2007; Roux et al., 2007; Guedes e Cutler, 2013;
Franca et al, 2017).

Nesse sentido, mais estudos em laboratério séo necessarios antes de serem
realizados testes em condi¢bes de campo, particularmente com a finalidade de se
verificar as respostas das toxinas expostas a outras variaveis, como diferentes
temperaturas, exposi¢ao por sucessivas geracgoes, utilizacdo de outras variedades de
plantas e, principalmente, testes com inimigos naturais checando se ha interferéncia
em organismos benéficos, como parasitoides e predadores, além de serem checados

incrementos nas doses das toxinas.
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Deve também ser ressaltado que os insetos altamente resistentes a Bt HD-1
sdo suscetiveis a toxina Cry1Ca, sugerindo a possibilidade de utilizacdo desta toxina
no controle ou a sua incorporacdo em formulagcdes comerciais a serem produzidas

futuramente.
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5. CONCLUSAO

-A toxina Cryl1Ca é eficaz para controlar P. xylostella;
-As concentracfes subletais influenciam negativamente as caracteristicas
bioldgicas do inseto;

-A toxina Cry2Ac nao é eficiente.
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