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INFLUENCIA DE ADJUVANTES NA CALDA DE BIOINSETICIDAS BT E NA
MORTALIDADE Spodoptera frugiperda

RESUMO - A lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda (JE Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) esta entre os principais insetos desfolhadores de culturas
como milho, sorgo, arroz e algodao, e vem desenvolvendo resisténcia ao controle com
inseticidas quimicos, mais populares. O uso de bioinseticidas sobretudo a base da
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) vem ganhando forga como forma de controle. Os
bioinseticidas a base de Bt sdo comumente aplicados em mistura com outros produtos
fitossanitarios, incluindo os adjuvantes de calda. Os adjuvantes tém o objetivo de
modificar parametros das caldas de aplicacdo a fim de proporcionar uma operacao
mais eficiente e uniforme, buscando garantir melhor aproveitamento dos produtos.
Além de parametros relacionados a calda adjuvantes também apresentam efeito
sobre a agdo dos microrganismos. Assim, é de grande importancia entender a
influéncia dos adjuvantes sobre as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas da
calda de aplicagao do bioinseticida Bt. Dessa forma, objetivou-se avaliar os efeitos de
5 adjuvantes (Li, Fi, We, Pr e Tw) sobre caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do
bioinseticida Bt. Para compatibilidade fisico-quimica, as caldas foram preparadas em
provetas de 250 mL com tampa, e avaliadas de 0 a 24 horas apés o preparo da calda
quanto a estabilidade, pH e condutividade elétrica. A tensao superficial e angulo de
contato foram analisados em tensidmetro de precisdo. O espectro de gotas medido
por difragcao de raios laser. A compatibilidade bioldgica in vitro foi avaliada misturando-
se os adjuvantes ao meio de cultura e inoculando 5uL de calda de bioinseticida apos
solidificacado, e avaliada apos 7 dias quanto a tamanho de colénia e contagem de
esporos. Foi preparada uma suspens&o com esporos a 3x108 esporos mL-' e aplicada
a dieta oferecida a lagartas de segundo instar S. frugiperda, apos sete dias foi avaliada
a mortalidade. Em relagédo a parametros fisico-quimicos, o adjuvante Fi apresentou o
maior didametro mediano volumétrico, menor tensao superficial e &ngulo de contato. O
adjuvante Pr apresentou o menor valor de pH, maior condutividade elétrica em todos
os horarios avaliados e aumentou o Span acarretando espectro de gotas desuniforme.
Para compatibilidade biolégica in vitro, os adjuvantes Li e Tw apresentaram influéncia
positiva sobre o Bt, Tw proporcionou maior tamanho de colénia e Li a maior

mortalidade. Ja Fi reduziu o tamanho de colbnia, porém nao interferiu na mortalidade,



sendo igual ao bioinseticida isolado. We e Pr prejudicaram o desenvolvimento do Bt,
inibindo completamente o crescimento. Para mortalidade pela calda de Bt e
adjuvantes aplicado sobre a dieta, as caldas de Bt e adjuvantes apresentaram
mortalidade estatisticamente iguais ao bioinseticida isolado. Os efeitos observados
para os testes in vitro sdo mitigados pela formulagao do bioinseticida, indicando que
apesar de existir influéncia dos adjuvantes no desenvolvimento do Bt, quando em
mistura em calda de aplicagéo os adjuvantes, ndo afetaram sua capacidade inseticida.

Palavras-chave: Bioinseticida, compatibilidade, mistura em taque, tecnologia de
aplicagao



INFLUENCE OF ADJUVANTS TO BT BIOINSETICIDE GROUNDS AND TO
Spodoptera frugiperda MORTALITY

ABSTRACT - The fall armyworm Spodoptera frugiperda (JE Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) is among the main defoliating insects of crops such as corn,
sorghum, rice, and cotton, and has been developing resistance to control with more
popular chemical insecticides. The use of bioinsecticides, especially based on the
bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), has been gaining strength as a form of control. Bt-
based bioinsecticides are commonly applied in mixtures with other phytosanitary
products, including spray adjuvants. Adjuvants aim to modify application grout
parameters to provide a more efficient and uniform operation, seeking to ensure better
use of the products. In addition to parameters related to the spray, adjuvants also
influence the action of microorganisms. Therefore, it is significant to understand the
influence of adjuvants on the physicochemical and biological characteristics of the Bt
bioinsecticide application mixture. Therefore, the objective was to evaluate the effects
of 5 adjuvants (Li, Fi, We, Pr and Tw) on the physicochemical and biological
characteristics of the Bt bioinsecticide. For physical-chemical compatibility, the syrups
were prepared in 250mL graduated cylinders with lids and evaluated from 0 to 24 hours
after preparing the syrup for stability, pH and electrical conductivity. Surface tension
and contact angle were analyzed using a precision tensiometer. The droplet spectrum
measured by laser beam diffraction. In vitro biological compatibility was evaluated by
mixing the adjuvants with the culture medium and inoculating 5uL of bioinsecticide
syrup after solidification and evaluated after 7 days for colony size and spore count. A
suspension with spores was prepared at 3x108 spores mL™" and applied to diet offered
to second instar S. frugiperda caterpillars, after seven days mortality was evaluated.
In relation to physicochemical parameters, the Fi adjuvant presented the highest
volumetric median diameter, lowest surface tension and contact angle. The adjuvate
Pr presented the lowest pH value, highest electrical conductivity at all times evaluated
and increased the Span resulting in uneven droplet spectrum. For in vitro biological
compatibility, the adjuvants Li and Tw showed a positive influence on Bt, Tw provided
greater colony size and Li the highest mortality. Fi, on the other hand, reduced colony
size, but did not interfere with mortality, being the same as the isolated bioinsecticide.

We and Pr impaired the development of Bt, completely inhibiting growth. For mortality



vi

due to the Bt mixture and adjuvants applied to the diet, the Bt mixtures and adjuvants
presented mortality statistically equal to the isolated bioinsecticide. The effects
observed in in vitro tests are mitigated by the bioinsecticide formulation, indicating that
despite the influence of adjuvants on the development of Bt, when mixed in application
spray the adjuvants did not affect its insecticidal capacity.

Keywords: Bioinsecticide, compatibility, tank-mix, application technology



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS
1 INTRODUGAO

A lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) esta entre os principais insetos desfolhadores de culturas como milho,
sorgo, arroz e algodao. O habito polifago desse inseto e a capacidade de desenvolver
resisténcia aos métodos de controle mais comuns, juntamente com relatos de
populacdes na Africa e Asia fez com que fosse classificada como de “risco a
seguranga alimentar mundial” pela Organizagao das Nac¢des Unidas para Alimentagao
e Agricultura (FAO, 2017; Baudron et al., 2019).

O seu controle é realizado comumente com a utilizagao de inseticidas quimicos
e plantas geneticamente modificadas. Porém, S. frugiperda vem desenvolvendo
resisténcia a essas formas de controle. Assim, vem ganhando forca a utilizagao de
inseticidas microbiolégicos, demonstrando ser uma ferramenta eficiente para o
controle desse inseto. Dentre os microrganismos empregados destaca-se a bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt), representando mais de 50% dos inseticidas microbianos
registrados no mundo. Os bioinseticida a base Bt possuem os esporos e cristais como
fontes combinadas de viruléncias, que contém as toxinas Cry, de atividade inseticida
(Crickmore, 2006; Fiuza et al., 2017), o que retarda a evolugao da resisténcia.

Bioinseticidas Bt sdo aplicados via pulverizagdo sobre os cultivos, em geral
misturados a outros produtos quimicos (Salvalaggio, et al., 2017). A mistura em tanque
tem a finalidade de melhorar aspectos ligados ao controle e ao desempenho
operacional, misturando mais de um produto para 0 mesmo alvo, ou para alvos
diferentes com objetivo de melhorar os espectro de controle da operagao, bem como
utilizar adjuvantes que tem como objetivo melhorar caracteristicas inerentes a
pulverizagdo como espectro de gotas pulverizados, angulo de contato das gotas com
a superficie foliar, pH e condutividade elétrica da calda que influenciam muitas vezes
no desempenho do produto e sua correta colocagao no alvo (Kissmann, 1997; Chaim,
2003; Santos et al., 2019; Ferreira et al., 2020). Essa combinagdo de produtos no
reservatorio do pulverizador também visa reduzir a necessidade de maquinas, ao
passo que aproveita as operagdes para mais de um alvo de controle (Ferreira et al.,
1999).



Além desses parametros, quando misturados a calda de bioinseticidas os
adjuvantes podem influenciar seu desempenho em campo, podendo ser positivos e
melhorar a eficiéncia em campo que pode resultar em maior efeito residual, devido a
parametros da tecnologia de aplicagdo, como maior cobertura da superficie tratada e
melhor distribuicdo da calca aplicada no caso de bioinseticidas Bt, mas também
podem ser negativos causando a inativagao parcial ou por completo, por mortalidade
ou inibicdo do seu desenvolvimento. Os adjuvantes sdo uma importante ferramenta
para qualidade das pulverizagbes, mas ainda ha estudos insuficientes sobre a sua
influéncia sobre produtos bioldgicos, inclusive para Bt.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi estudar a influéncia de diferentes
adjuvantes sobre a calda de pulverizagado de um bioinseticida Bt, bem como estudar

seus efeitos sobre o desenvolvimento da bactéria e sua capacidade inseticida.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Lagarta do cartucho

Dentro da ordem Lepidoptera a familia Noctuidae € composta pelas principais
espécies de importancia agricola. A fase larval desses insetos infesta as culturas se
alimentando das folhas, prejudicando assim fotossintese e, como consequéncia,
reduzindo a produtividade. Dentre essas espécies a lagarta-do-cartucho Spodoptera
frugiperda se destaca pelo seu habito polifago (Baudron et al., 2019), podendo-se
desenvolver em diversas culturas como arroz, milho, sorgo, algodao e hortaligas. A
atencdo global voltou-se para este inseto, apds relatos em cultivos na Africa e Asia,
passando a representar assim “risco a seguranga alimentar global” (FAO, 2017;
Stokstad, 2017).

Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) apresenta
desenvolvimento holometabdlico, que compreende as fases de ovo, larva, pupa e
adultos (Luginbill, 1928). Os adultos sao mariposas com cor cinza-escura, com as
asas anteriores mosqueadas e as posteriores esbranquicadas, com bordas
acinzentadas, variando de 35 a 45 mm de envergadura (King e Saunders, 1984). A
diferenciacao entre machos e fémeas é possivel por duas manchas mais claras nas

asas anteriores dos machos e ausentes nas fémeas (Cruz, 1995).



Os adultos comegam a voar no final do dia, aproveitando a redugédo da
intensidade luminosa, em busca de plantas hospedeiras ideais para a oviposi¢ao. A
longevidade média das mariposas € de aproximadamente 12 dias, e o periodo de
oviposicdo normalmente se inicia no terceiro ou quarto dia apés a emergéncia da
fémea. Esse periodo pode variar dependendo das condi¢gdes de temperatura e da
disponibilidade de fonte alimentar (Cruz, 1995; Luginbill, 1928).

A postura de ovos varia em numero e quantidade, sendo influenciada pela
fémea, e pode abranger de 30 a 300 ovos por postura. O periodo de incubagao dos
ovos, em média, é de 3 dias a 25°C, mas essa fase também pode ser influenciada por
variagoes térmicas, umidade relativa e pela planta hospedeira. O periodo larval tem
duragdo meédia de 23 dias, subdivididos entre 5 ou 6 instares. Em milho, principal
hospedeiro deste inseto, o periodo larval € adiantado, podendo variar de 12,0 a 18,0
dias, e em soja, sorgo e braquiaria o periodo larval é de cerca de 14,0 dias (Viana e
Potenza, 2000; Sa et al., 2009).

Os métodos de controle mais utilizados sdo baseados no uso de inseticidas
quimicos, plantas geneticamente modificadas para expressao de toxinas inseticidas
da bactéria Bacillus thuringiensis (plantas Bt), e microrganismos entomopatogénicos
como fungos, virus, bactérias e nematoides entomopatogénicos. Os inseticidas
quimicos e as plantas Bt apresentam frequentes problemas de relatos de resisténcia
mais frequentes a cada ano com moléculas quimicas perdendo eficiéncias e
atualmente todas as tecnologias de plantas Bt disponiveis aos agricultores encontram
populagdes resistentes confirmadas (Gutiérrez-Moreno et al., 2019; Nascimento et al.,
2016; Carvalho et al.,2013).

Dessa forma a utilizagdo de microrganismos visando o controle dessa praga
cresce a cada ano, sendo uma alternativa eficiente ao controle quimico, no qual a
bactéria Bacillus thuringiensis é a de maior sucesso (Fiuza et al., 2017; Sanahuja et
al., 2011; de Maagd et al., 2015).

2.2 Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis (Bacillales: Bacillaceae) € uma bactéria gram-positiva
presente nos mais diversos ambientes do planeta, sendo relatada em solos de areas

cultivadas, ambientes aridos e aquaticos, em plantas, restos vegetais e gréos



armazenados (Schnepd et al., 1998). Durante o seu desenvolvimento biolégico esta
bactéria produz toxinas Vip na fase vegetativa e toxinas Cry que compdem estrutura
na forma de cristais proteicos formados na fase de esporulagcdo, que sao tdxicas a
insetos, acaros e nematoides (Valicente et al., 2018; Wang et al., 2014; Van
Frankenhuyzen, 2009; De Maagd et al., 2003; Schnepd et al., 1998).

O modo de agéao do Bacillus thuringiensis (Bt) segue varias etapas no processo
de afetar os insetos suscetiveis. O processo se inicia com a ingestdo do complexo
esporo-cristal do Bt, o cristal ingerido é entdo dissolvido no ambiente alcalino do
intestino do inseto, formando as pré toxinas, essas sado ativadas por proteases no
intestino médio do inseto, as toxinas ativadas entéo ligam-se a receptores especificos
localizados nas microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio do
inseto, as proteinas do Bt se inserem na membrana celular, formando poros que
rompem as células do intestino médio, ocorrendo entdo a lise celular seguida da
multiplicagdo de esporos e cristais no interior do intestino médio do inseto (Jurat-
Fuentes e Crickmore, 2017; Schunemann et al., 2014). Esse processo leva a uma
septicemia, iniciando quando o pH do intestino do inseto é reduzido, e culminando na
morte do inseto (Raymond et al., 2008). Além dos efeitos letais do Bt nos insetos-
praga, estudos, como os mencionados por Polanczyk (2015), também confirmam
casos de efeitos subletais, adicionando uma dimensao adicional a compreensao da
interagdo complexa entre o Bt e os insetos.

Bioinseticidas baseados em Bt tém sido com sucesso utilizados para controlar
pragas desde a segunda metade do século XX, conforme evidenciado por estudos
como os de Rosas-Garcia (2009), Sanahuja et al. (2011), Sanchis (2011) e Polanczyk
et al. (2012). Esses bioinseticidas demonstraram eficacia no tratamento fitossanitario
e domissanitario, destacando-se pela sua seletividade, baixo impacto ambiental e
contribuicdo para praticas sustentaveis. A aplicagao de bioinseticidas Bt nos cultivos
€ realizada através da pulverizagao que, em geral, é feita em mistura em tanque com

outros produtos fitossanitarios.

2.3 Mistura de tanque
A mistura em tanque de produtos fitossanitarios tem o objetivo de aumentar o

espectro de controle da pulverizagdo, misturando produtos para diferentes alvos como



insetos e doencgas, e além de misturar mais de um produto para o mesmo alvo com o
objetivo de manejo de resisténcia (Cloyd, 2011; Das, 2013; Krause, 2014; Gandini et
al., 2020), além de reduzir custos operacionais (Ferreira et al., 1999).

Porém, ao se tratar de ingrediente ativo biolégico a mistura em tanque deve
buscar além da compatibilidade quimica e espectro de controle, evitar possiveis danos
aos microrganismos a fim de manutencdo da viabilidade durante a aplicagao.
Variagdes em parametros da calda como pH e condutividade elétrica podem reduzir
parcialmente ou por completo a viabilidade e eficiéncia dos microrganismos quando
em misturas com mais produtos no tanque (Gong et al., 2012). Atentando-se a esses
detalhes a mistura em tanque de bioinseticidas com inseticidas quimicos pode-se
tornar positiva para o sucesso da pulverizagdo em campo. Dentre os produtos que
podem ser adicionados ao tanque do pulverizador estdo os adjuvantes. Esses

produtos tém como objetivo aprimorar as caracteristicas da pulverizagao.

2.4 Adjuvantes

Os adjuvantes sdo compostos quimicos utilizados na formulagao de produtos
fitossanitarios ou adicionados a calda de pulverizagdo, com o objetivo de modificar a
eficacia do produto e as propriedades fisico-quimicas da solugdo (Hazen, 2000).
Essas modificagdes visam minimizar possiveis problemas na aplicagdo, como a
compatibilidade de produtos em misturas no tanque, a reducao de deriva, o aumento
da cobertura e molhamento dos alvos, a melhoria do espalhamento sobre as folhas e
a aceleragao da absorc¢ao do ingrediente ativo, proporcionando um desempenho mais
eficiente (Mota, 2011; Wenzel et al., 2003). Um unico adjuvante nédo é capaz de
desempenhar todas essas funcbes. No entanto, a combinacdo de diferentes
adjuvantes pode atuar de maneira sinérgica no tanque de pulverizagao,
desempenhando fungbes complementares (Costa et al., 2003; Tu e Randall, 2003;
Stock, 2000).

Os adjuvantes podem influenciar diretamente diversas caracteristicas das
caldas fitossanitarias. Com alteracbes nos valores de condutividade elétrica e
potencial hidrogeniénico (pH), na tenséo superficial e viscosidade da calda. Além
disso, os adjuvantes podem afetar o tamanho e o tempo de evaporagao das gotas, o

angulo de contato e, consequentemente, o espalhamento das gotas sobre as



superficies. Também €& esperado que influenciem a volatiidade das caldas
depositadas, bem como a penetracdo, absorcao, translocacédo e acdo dos produtos
fitossanitarios (Mendonga et al., 2007; Cunha e Alves, 2009; Cunha et al., 2017).

O pH e a condutividade elétrica sdo caracteristicas cruciais que podem
impactar a degradagao e absorgao do produto fitossanitario pelas folhas da cultura e
afetar diretamente a eficiéncia de produtos biolégicos adicionados a calda. Essas
propriedades tém a capacidade de influenciar a afinidade dos adjuvantes com as
folhas, o que, por sua vez, pode dificultar a recomendacéo desses produtos, uma vez
que interferem na eficacia e na interacdo dos componentes da calda fitossanitaria
(Cunha, et al, 2017).

2.5 Adjuvantes e Bt

Os adjuvantes tém o potencial de influenciar caracteristicas fisico-quimicas e
biolégicas essenciais da calda, o que pode resultar em efeitos variados. Estudos
indicam que adjuvantes podem afetar caracteristicas fisico-quimicas da calda,
conforme destacado por Santos et al. (2019). Além disso, os adjuvantes podem ter
impactos biologicos significativos, podendo inibir ou estimular o crescimento
vegetativo das colbnias (Agostini et al., 2013; Santos et al., 2021).

A avaliagdo da compatibilidade entre adjuvantes e bioinseticidas Bt pode ser
classificada em diferentes categorias de efeitos, sendo: efeitos deletérios que pode
resultar em reducao da eficacia do Bt ou na alteragdo negativa das propriedades
fisico-quimicas da calda; efeitos nulos que indicam que a mistura ndo causa impactos
significativos; e efeitos sinérgicos que refletem uma interacdo positiva entre os
componentes e o bioinseticida (Morris, 1975; Kuzmanova, 1981; Seleena et al., 1999).

A sensibilidade do Bt aos produtos fitossanitarios ndo apenas esta associada a
molécula quimica de cada ingrediente ativo, mas também pode ser negativamente
influenciada por outros fatores. A dosagem utilizada desses produtos e a presencga de
compostos adicionais nos produtos comerciais, como emulsificantes e outros
adjuvantes, desempenham um papel significativo nessa sensibilidade (Morris et al.,
1977; Batista Filho et al., 2001; Pinto et al., 2012).



Portanto, a avaliacdo cuidadosa da compatibilidade entre Bt bioinseticidas e
adjuvantes € essencial para garantir a eficacia desejada e evitar potenciais efeitos

adversos na aplicacao fitossanitaria.
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CAPITULO 2 - INFLUENCIA DE ADJUVANTES SOBRE AS CARACTERISTICAS
DE CALDAS DE BT BIOINSETICIDA PARA O CONTROLE DE S. frugiperda

Resumo: A bactéria gram-positiva Bacillus thuringiensis (Bt) representa um
importante microrganismo utilizado no controle biolégico de insetos sem danos ao
ambiente. As toxinas Cry produzidas pelo Bt possuem atividade inseticida em diversas
ordens de insetos. A qualidade das pulverizagcbes do Bt, que tendem a ser feitas em
mistura com outros produtos fitossanitarios, esta fortemente relacionado com o
sucesso do efeito inseticida do Bt, adjuvantes estdo entre os produtos que podem ser
misturados a calda de bioinseticidas a base de Bt. O objetivo desse trabalho foi de
ampliar os conhecimentos sobre a agao de adjuvantes sobre caracteristicas da calda
de bioinseticidas Bt. Foram avaliados: o efeito de adjuvantes sobre a calda de Bt (Li,
Fi, We, Pr e Tw), a influéncia dos adjuvantes sobre a compatibilidade fisico-quimica
da calda, pH, condutividade elétrica, tensao superficial, angulo de contado de gotas,
didametro mediano volumétrico (DMV) e coeficiente de uniformidade (Span). As
variagdes observadas foram relacionadas a formulagao do bioinseticida, acontecendo
igualmente em todas as caldas, nao havendo relagdo com o adjuvante indicando
compatibilidade. O adjuvante Pr reduziu o pH e aumentou a condutividade elétrica. Os
adjuvantes Fi e We apresentaram os menores valores de tensao superficial e angulo
de contato, resultando em maior espalhamento das gotas. A calda com adjuvante Fi
apresentou o maior DMV, todos os adjuvantes provocaram aumento do Span,
resultando em pulverizacdo mais desuniforme. Todos os adjuvantes modificaram
parametros das caldas e o adjuvante Fi proporcionou as melhores caracteristicas para
calda de Bt.
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1 INTRODUGAO

O controle bioldgico se consolidou como um dos pilares sustentadores do
manejo integrado de pragas, utilizando inimigos naturais como predadores e
parasitoides, e microrganismos entomopatogénicos como bactérias, virus e
nematoides, para controle e manejo de resisténcia de pragas.

Dentre os microrganismos, a bactéria Gram-positiva Bacillus thuringiensis (Bt),
apresenta destaque por possuir alta especificidade, ao controlar insetos sem oferecer
danos ao ambiente (Jurat-Fuentes e Crickmore, 2017). A atividade entomopatogénica
dessa bactéria € devida a inclusdes cristalinas compostas por proteinas denominadas
de toxinas Cry (Bravo et al., 2013). Tais proteinas conferem ao Bt atividade inseticida
para diversas ordens de insetos, dentre elas Lepidoptera (Bravo et al., 2017).

O desempenho de bioinseticida se relaciona fortemente com a qualidade da
aplicagao, ja que a probabilidade de o inseto ingerir uma dose letal do agente bioldgico
€ aumentada com uma cobertura foliar maior e mais homogénea pela calda aplicada
(Salvalaggio et al., 2017). A pulverizagdo tende a ser feita juntamente com outros
produtos fitossanitarios e adjuvantes. Os adjuvantes vém ganhando notoriedade no
uso juntamente com produtos fitossanitarios por desempenhar melhorias na aplicagao
(Chapman et al., 1998; Griesang et al., 2017)

Alguns estudos relacionados ao uso de adjuvantes em caldas de Bt foram
realizados por Santos et al. (2019), no qual a agao de adjuvantes foi estudada sobre
bioinseticidas a base de B. thuringiensis var. kurstaki (Btk). Porém, as interagoes entre
produtos fitossanitarios e agentes bioldgicos variam de acordo com a espécie e
linhagem dos patogenos utilizados e a sua interagdo com a formulacao utilizada (Alves
et al., 1998). Ainda sdo necessarios estudos sobre a interacdo de adjuvantes com
outras subespécies de Bt, visando fornecer informagdes que permitam boas
indicacdes e resultados das combinagdes em tanque.

Dessa forma este trabalho objetiva ampliar os conhecimentos sobre a agéo de
adjuvantes sobre as caracteristicas da calda de aplicagdo de bioinseticida a base de

B. thuringiensis var. aizawai (Bta).

2 MATERIAIS E METODOS

21 Definicao dos tratamentos
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As analises foram conduzidas no Nucleo de Estudos e Desenvolvimento em
Tecnologia de Aplicagdo (NEDTA), em delineamento experimental inteiramente ao
acaso, com 6 tratamentos compostos pelo bioinseticida Bt isolado e em mistura com
adjuvantes. Os produtos utilizados foram: bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis
var. aizawaii (Xentari®), adjuvante a base de lecitina e acido propiénico (Li 700®),
adjuvante a base de éter laurilico de polioxietileno (Fighter®), adjuvante a base de o6leo
essencial de laranja (Wetcit Gold®), adjuvante a base de acido hidroxicarboxilico

(Protac®), adjuvante polietileno sorbitol (Tween 80%).

Tabela 1: Tratamentos compostos do bioinseticida isolado e em mistura com
adjuvantes.

Caldas* Dosagens i.a. dos produtos Sigla
tratamentos

Xentari® 425g ha" Bacﬂlys thu_r/ng/enSIS Xen
var. aizawai

Xentari® + Li-700®  425g ha-' + 0,02% viv E,t *lecitinae Acido w4

ropidnico

Xentari® + Fighter® ~ 425g ha' +0,1% viv ot * Eterlaurilicode

polioxietileno
|® . ;
ég?;g“ tWetct 4550 hat +0,15% viv Bt + Oleo de laranja  Xen+We

Xentari® + Protac®  425g ha'+ 200g ha’ Bt + Sulfatos © Ac. Xen+Pr
hidroxicarboxilico

Bt + Ester de polietileno

Xentari® + Tween 80® 425g ha'+ 0,1% v/v . Xen+Tw
sorbitol

*As dosagens sdo as recomendadas pelos fabricantes para o volume de calda de 100L ha . i.a.
Ingrediente ativo.
2.2 Caracterizagao das caldas de Bt bioinseticidas
Para caracterizar o efeito dos adjuvantes sobre as caldas de aplicagdo do

bioinseticida Bt foram analisados parametros fisico-quimicos descritos abaixo.

2.2.1 Tensao superficial e angulo de contato
A tenséao superficial das caldas e angulo de contato formado entre a gota e a
superficie depositada, foram avaliados pelo equipamento Contact Angle System OCA
15-plus (Dataphysics®). Foram realizadas quatro repeticdes para os 6 tratamentos
mais 1 tratamento controle utilizando agua. Uma cémera de alta resolugdo e

velocidade (CCD, 60 imagens por minuto) para avalicdo de deformacédo da gota
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(tensdo superficial) e do angulo de contato. Os dados foram registrados a cada
segundo por um minuto apds a formagao da gota. A avaliacdo da tenséo superficial foi
realizada pelo método da gota pendente, considerando a equacgéo de Young-Laplace
AP = 2y / R, em que AP é a variagao de pressao entre superficies, y € a tensao
superficial e R é o raio de curvatura da gota. Por esse método um micro injetor
eletrénico foi calibrado para um volume de 3 pL, formando uma gota suspensa em
uma agulha, a imagem capturada pela cdmera é analisada por assimetria de eixos.
O angulo de contato foi determinado pelo método da gota séssil depositada
sobre a superficie plana artificial padréo de filme parafinado (Parafilm®). O dngulo de
contato foi medido durante 60 segundos a partir do depdsito da gota. Os dados
gerados aos dez segundos apdés a formagdo da gota foram considerados para
caracterizar as caldas fitossanitarias e comparagao estatistica, por estarem préximos
do ponto de inflexdo das curvas de tensao superficial e angulo de contato, em relagao

ao tempo de avaliagao.

Figura 1: Contact Angle Syse OCA 15-plus (Dataphysis®).

2.2.2 Espectro de gotas
As gotas foram formadas com uma ponta do modelo XR11004, operando na

pressdo de 275 kPa (Teedet, 2014), mantida constante por ar comprimido, sendo
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determinado do didmetro das gotas a partir do analisador de particulas por difragéo
de raios laser (Mastersizer S®, verséo 2.19).

A ponta de pulverizagao foi instalada a 40 cm do feixe de laser. Foi utilizado um
oscilador longitudinal para o jato de calda atravessar transversalmente o laser durante
o registro pelo aparelho, visando uma amostragem representativa das gotas
produzidas pelo jato formado pela ponta de pulverizagdo. O tempo despendido pelo
oscilador para mover-se de um extremo ao outro do jato aplicado foi ajustado para 3
segundos.

Na caracterizacdo do espectro das gotas, foi determinado o coeficiente de
uniformidade de gotas (SPAN = Dv0,9-Dv0,1/Dv0,5) e o diametro mediano volumétrico
(DMV).

Com o SPAN, analisa-se a variacdo do tamanho das gotas produzidas no
espectro de gotas, sendo que quanto mais préximo de 0 estiver o valor de SPAN, mais
homogéneo sera o espectro. Ou seja, maior € o volume da calda pulverizado por gotas

do tamanho preconizado.

Figura 2: Analisador de tamanho de particulas por difracdo de raios laser
(Mastersizer S®).

2.2.3 Compatibilidade fisico-quimica da calda
No preparo das caldas foram utilizadas provetas de 250 mL com tampa, nas
concentragdes recomendadas de cada produto (Tabela 1). Os produtos liquidos foram

dosados utilizando uma pipeta graduada de 1.000 pL (LabMatee). O pH (pHmetro
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QUIMISe Q400AS) e a condutividade elétrica (Condutivimetro Martee MB-11P) foram
medidos apds a mistura. O preparo das caldas e avaliagdes foram feitas em
temperatura a 25 + 2°C e umidade relativa a 65 * 5%.

A avaliacao das caldas foi realizada segundo os procedimentos estabelecidos
na ABNT NBR13875:2014 nos periodos de 0 hora (logo apds a mistura das caldas) e
apds 2, 6 e 24 horas em periodo de repouso, sendo observados os efeitos das
interacdes entre os produtos quanto a homogeneidade e heterogeneidade (floculagéo,
sedimentagao, separagao de fases, formacao de grumos e formacao de cristais) e
formagao de espuma (ABNT, 2014). Na avaliacao da floculagao, formagao de grumos
e cristais foi utilizada peneira de tecido metalico com abertura nominal de 149 ym (100

Mesh), e considerado estruturas retidas que fossem visiveis.

Figura 3: Analise de compatibilidade fisico-quimica de caldas de bioinseticida Bt e
adjuvante (A), pH e condutividade elétrica (B).

2.3 Anadlise dos dados
Os resultados foram submetidos aos testes de normalidade de residuos pelo
teste de Shapiro-Wilk e de homogeneidade pelo teste de Levene, ambos ao nivel de
significancia de 5%. Os resultados do experimento de tensdo superficial, angulo de
contato, pH, condutividade elétrica, espectro de gotas e SPAN foram analisados pelo
teste F e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia
de 5%.
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3 RESULTADOS
3.1  Caracteristicas quimicas das caldas
Todas as caldas avaliadas apresentaram sedimentacdo, com redispersao
quando agitadas novamente, e presenga de espuma nos primeiros horarios apos a
agitacado 0 e 2 horas reduzindo a zero nos ultimos horarios 6 € 24 horas. Nao foram

observadas floculagéo, formacéo de grumos e cristais em nenhuma das caldas.

Tabela 2: Caracteristicas quimica de caldas analisadas, como flocos, grumos,
separacgao de fase, sedimento, cristais e formagao de espuma, avaliados 0, 2, 6 € 24
horas apos o preparo das caldas.

Separagao Floculagdo | Grumos Cristais |Sedimentacdo| Espuma (cm) [Redisperséo
Caldas* | de fases
0(2]|6]24/0(2|624|0(2|6|24/0(2|624/{0|2|61|24| 0 |2|61(24/0|2|6|24
Xen 11,5]2,5(0,0|0,0
Xen+Li 9,315,0{0,0/0,0
Xen+Fi 8,510,8|0,0/0,0
Xen+We 4,5 (3,3|0,0/0,0
Xen+Pr 11,53,0(0,0|0,0
Xen+Tw 29,3/3,0/0,0/0,0

*Os quadrados preenchidos de cinza, referem-se a caracteristica observada no tratamento, em branco nao houve
incompatibilidade para os determinado horarios.

3.2 pH e Condutividade elétrica
A adicdo de adjuvantes proporcionou pouca variagdo de pH e condutividade
elétrica ao decorrer do tempo. A adigdo do adjuvante Pr proporcionou os menores
valores de pH em todos os horarios avaliados, ja o adjuvante We proporcionou 0s
maiores valores de pH. Os adjuvantes apresentaram diferenga significativa em relagao
ao bioinseticida isolado, porém a faixa de variacdo do pH foi pequena, variando entre
4,0 e 5,0 no bioinseticida isolado e em mistura com Li, FI, We e Tw, e ficando abaixo

de 3,0 para bioinseticida e adjuvante Pr.




18

6 1 MO hora 2 horas M6 horas [J 24 horas

5 - b b d bc ) b 2 a C b

e e dc

2
1
0

Xen Xen+Li Xen+Fi Xen+We Xen+Pr Xen+Tw
Caldas
Figura 4: Caracterizagao do pH de calda até 24 horas apds o preparo das caldas.
*letras comparam diferencgas entre as caldas para o mesmo horario de avaliacio.
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Figura 5: Caracterizagdo da condutividade elétrica da calda até 24 horas apos o
preparo das caldas. *letras comparam diferencas entre as caldas para o0 mesmo
horario de avaliacao.

A condutividade elétrica (C.E.) das caldas apresentou variagdo ao decorrer do
tempo de avaliagcdo. Onde o menor valor de C.E. foi medido logo apés o preparo e
agitacdo da calda, aumentando em 2 horas, mantendo-se estavel entre 2 e 6 horas, e
apresentando os maiores valores de C.E. no horario de 24 horas apés o preparo da

calda. O adjuvante Pr apresentou os maiores valores de C.E. em todos os horarios
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avaliados, ja os demais adjuvantes nado apresentaram diferenca entre si e para o

bioinseticida isolado.

3.3 Tensao superficial e angulo de contato
A adicao dos adjuvantes Li, Fi, We e Tw proporcionaram redugao nas tensdes
superficiais, com destaque para os adjuvantes Fi e We que proporcionaram as
menores tensdes. Ja as maiores tensbes observadas para calda do bioinseticida
isolado (Xen), e calda com adi¢cado do adjuvante Pr, que nao diferiram entra se. Todas

as caldas apresentaram tensao superficial menor em relagcéo a agua.

70 -

60 - A

50 - B =

40 -

30 -

Tensao Superficial (mN m?)

20 -

10 4

Agua Xen Xen+ Li Xen+Fi Xen+We Xen+Pr Xen+Tw
Caldas

Figura 6: Valores médios de tens&o superficial de gotas, em mN.m-!, de caldas
contendo bioinseticidas isolado ou em mistura com adjuvantes, referentes ao
desdobramento entre a interacdo do fator inseticida com os adjuvantes. *letras
comparam diferencas entre as caldas.
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Figura 7: Valores médios de angulo de contato de gotas, de caldas contendo inseticidas
isolado ou em mistura com adjuvantes, referentes ao desdobramento entre a interagao do
fator inseticida com os adjuvantes.

3.4 Espectro de gotas

Trés fatores foram considerados na analise do espectro de gotas: didametro
mediano volumétrico (DMV), coeficiente de uniformidade (Span) e o percentual de
gotas menores de 100 micrometros (%<100um).

Os adjuvantes Li e Fi apresentaram os maiores valores de DMV, com destaque
para o adjuvante Fi que apresentou o maior DMV. As caldas contendo o bioinseticida
isolado e em mistura com adjuvante We apresentaram o menor DMV néo
apresentaram diferencas para a agua pura.

Para o Span, as caldas com adjuvante Pr e Tw apresentaram os maiores
valores de Span, diferenciando-se das demais, ja as caldas do bioinseticida isolado e
em misture com os adjuvantes Li, Fi e We nao se diferenciaram entre si.

As caldas contendo os adjuvantes Fi e Li, apresentaram o0s menores
percentuais de gotas menores que 100 micrometros. Ja as caldas com somente o
bioinseticida e o bioinseticida em mistura com o adjuvante We apresentaram os
maiores percentuais. Todas as caldas apresentaram menores percentuais em relagao

a agua.
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Figura 8: Diametro mediano volumétrico analisado das diferentes misturas de
adjuvantes e bioinseticida. *Letras comparam diferengas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Figura 9: Coeficiente de uniformidade do espectro de gotas (Span) das caldas de
bioinseticida e adjuvantes. *Letras comparam diferencgas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Figura 10. Percentual de gotas menores que 100um. *Letras comparam
diferencas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

4 DISCUSSAO

As caldas avaliadas apresentaram caracteristicas semelhantes, sendo a
sedimentacao e formacao de espuma nas primeiras horas apds agitagéo. As variagoes
nas caracteristicas das caldas podem ser de ordem quimica dos ingredientes ativos,
que podem reagir entre si e com os elementos presentes na agua (Silva; Ferreira;
Ferreira, 2007). Neste caso, por se tratar de uma formulagdo do bioinseticidas WG
(granulos dispersiveis em agua), a sedimentagdo observada € resultado da
ineficiéncia do bioinseticida em dispersar por completo, podendo ser uma deficiéncia
da formulacao (Sprankle et al., 1975), dessa forma, como ocorreu a redispersao do
conteudo depositado no fundo da proveta, as caldas sao consideradas compativeis
sob agitagcado segunda a NBR 13785 (ABNT, 2014). A espuma formada também pode
estar relacionada caracteristica da formulagéo do bioinseticida. A espuma € um fator
prejudicial para operacédo de pulverizagdao, uma vez que pode gerar derramamentos
de calda com perdas de produtos e da seguranga da atividade.

A adicao do adjuvante Pr reduziu o pH e aumentou a condutividade elétrica

para todos os horarios apds preparo da calda. Embora meios acidos possam
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beneficiar o desenvolvimento do Bt (Liu et al., 1998), meios com pH abaixo de 3,0
podem solubilizar os cristais inseticidas antes da ingestdo pelo inseto alvo
prejudicando a eficiéncia do controle (El-Bendary, et al., 2017; Gong, et al., 2012).
Essa acidificagdo maior na calda com adjuvante Pr, faz com que também seja maior
a quantidade de ions disponiveis na calda. Uma elevada condutividade elétrica pode
implicar em uma maior reatividade na calda, causando redugdo na eficiéncia dos
produtos (Rheinheimer & Souza, 2000).

Dentre os principais objetivos da utilizagdo de adjuvantes nas caldas de
aplicagao estdo buscar ajustes no tamanho de gotas, estabilidades das caldas e
melhoria na cobertura proporcionada pela pulverizagdo (Ryckaert et al., 2008;
Marubayashi et al., 2021). Os adjuvantes Fi e We apresentaram os menores valores
de tensao superficial e angulo de contato, indicando a influéncia direta da tenséao
superficial sobre o angulo de contato (Salvalaggio et al., 2017). Para o sucesso dos
bioinseticidas Bt & necessaria a sua ingestdo pelo inseto alvo (Jurat-Fuentes &
Crickmore, 2017; Schinemann et al., 2014), um menor angulo de contato da gota com
a superficie proporciona um maior espalhamento da gota e por fim garante uma maior
cobertura foliar, aumentando a probabilidade da ingestao do Bt pelo alvo (Salvalaggio
etal., 2017).

O adjuvante Fi também foi responsavel pelo maior didmetro mediano
volumétrico de gotas (DMV), seguido de Li que apresentou o segundo maior DMV.
Gotas maiores sdo menos suscetiveis a deriva, e apresentam menor potencial de
evaporacgao, reduzindo assim o risco dos esporos da bactéria se tornarem inviaveis
devido a desidratagdo, mantendo assim mais protegidos a exposi¢céo direta de raios
ultravioleta (Sundaram e Sundaram, 1996; Antuniassi, 2012). Dessa forma, gotas
maiores podem garantir maior tempo de persisténcia do Bt em ambientes
desfavoraveis, garantindo assim maior eficiéncia do bioinseticida (FAO, 2007; Aguiar
Junior et al., 2011).

Assim uma pulverizagdo composta por gotas mais grossas proporciona uma
aplicagdao mais eficiente e segura. Nesse sentido o Span indica a uniformidade do
espectro de gotas, de modo que quanto mais préximo de 0, mais uniforme é a
pulverizagao, proporcionando menor variagao no tamanho das gotas em relagao ao

DMV. O Span ¢ influenciado diretamente pela composi¢ao da calda (Mendonga et al.,
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1999; Sijs e Bonn, 2020; Griesang et al., 2022). As caldas contendo o bioinseticida
isolado em mistura com os adjuvantes Li, Fi e We foram as que apresentaram os
menores valores de Span, indicando que estes nao interferiram na uniformidade da
pulverizacdo. Ja os adjuvantes Pr e Tw apresentaram Span préximo de 2, indiciando
um espectro de gotas menos uniforme e, portanto, menos eficiente.

Gotas menores que 100 micrometros s&o mais sensiveis a deriva que, caso
corra, implicara em menor depdsito da calda de bioinseticida Bt sobre a cultura,
(Oliveira et al., 2015). Os adjuvantes Fi e Li apresentaram os menores percentuais de
gotas menores que 100 micrometros, com relagao inversa com o DMV de forma que
com maior DMV menor o percentual de gotas menores que 100 micrometros, dessa
forma, contribuem para a melhor eficiéncia da pulverizagéo, pois gotas maiores sao
mais pesadas e menos suscetiveis ao arraste por deriva e a perda por evaporagao,
reduzindo assim o dano ambiental (Damak et al., 2016; Gil et al., 2014).

Além da calda a ponta de pulverizacdo escolhida bem como a pressao de
trabalho modificam o espectro de gotas, interferindo no DMV e Span, implicando que
uma pulverizagao eficiente seja de produtos quimicos ou biolégicos depende outros
parametros além da calda de aplicagao compativel (Ferreira et al., 2013; Ferguson et
al., 2016).

5 CONCLUSAO

Os adjuvantes demonstraram modificar as caracteristicas relacionadas a
pulverizagao do bioinseticida.

O adjuvante Fi apresentou melhores caracteristicas quanto ao espectro de
tamanho e uniformidade de gotas e angulo de contato, proporcionando assim uma
pulverizagdo com menor suscetibilidade a deriva, e maior espalhamento. O adjuvante
Pr reduziu o pH abaixo do ideal para bioinseticida, e proporcionou um espectro de

gotas mais desuniforme e com menor capacidade espalhamento de gotas.
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CAPITULO 3 — COMPATIBILIDADE DE ADJUVANTES E BT BIOINSETICIDA PARA
CONTROLE DA LAGARTA DO CARTUCHO
Resumo: A lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda é um inseto polifago e
tem desenvolvido continuamente resisténcia aos principais inseticidas quimicos e
plantas Bt. Uma alternativa mais sustentavel e com menor pressao de sele¢ao para
resisténcia é a utilizacdo de bioinseticidas baseados em Bacillus thuringiensis (Bt)
para seu controle. Entretanto as pulverizagdes de bioinseticidas sédo realizadas em
misturas com produtos quimicos que podem afetar a eficiéncia do bioinseticida. Assim
este trabalho avaliou a compatibilidade entre Bt e adjuvantes no controle da lagarta
do cartucho. Foi analisada a compatibilidade do bioinseticida Bt com 5 adjuvantes (Li,
Fi. We, Pr e Tw). Para a compatibilidade, os adjuvantes Li e Tw apresentaram
influéncia positiva sobre o Bt, ja Fi, We e Pr prejudicaram o desenvolvimento do Bt.
Quanto a influéncia dos adjuvantes misturados a calda do bioinseticida Bt, o adjuvante
Pr reduziu o pH da calda abaixo de 3,0 sendo um nivel critico para sobrevivéncia do
Bt. Porém, apenas We apresentou redugdo na mortalidade S. frugiperda em 0 e 2
horas apds o preparo da calda, nao diferindo das demais caldas, que nao afetaram a

mortalidade a partir de 6,0 horas apds o preparo.
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1 INTRODUGAO

O controle de insetos-fitdfagos € uma das principais atividades realizadas
visando manter o potencial produtivo das lavouras. Dentre esses insetos, Spodoptera
frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), popularmente conhecida como lagarta
do cartucho, € uma espécie polifaga conhecida por afetar mais de 350 espécies de
plantas (Kenis, 2023; Chen & Palli, 2023). O controle deste inseto é feito na maioria
dos cultivos, por meio da pulverizagdo de inseticidas quimicos e plantas
geneticamente modificadas.

Essas técnicas de controle vém apresentando relatos cada vez mais frequentes
de resisténcia (Bolzan et al., 2019; Gutiérrez-Moreno et al., 2019), por esses fatores o
uso de bioinseticidas vem ganhando destaque. Bioinseticidas microbianos tém
organismos vivos (bactérias, fungos e virus) como ingrediente ativo, dentre esses
microrganismos a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) esta presente em mais de 50%
dos bioinseticidas do mercado, sendo o principal microrganismo utilizado nas
formulacdes (de Maagd, et al., 2015).

O modo de agao de Bt esta relacionado a proteinas inseticidas produzidas
durante sua fase de crescimento vegetativo (Vip) e esporulagao (Cry), que possuem
uma vasta gama de organismos alvo, como insetos, acaros e nematoides (Valicente
et al., 2018; Wang et al., 2014; Van Frankenhuyzen, 2009; De Maagd et al., 2003;
Schnepd et al., 1998). A sua seletividade e especificidade se deve ao modo de agéo.
ApOs a ingestao de cristais e esporos por larvas de insetos suscetiveis, os cristais sao
solubilizados pelo pH alcalino do intestino médio e as protoxinas resultantes ativadas
por proteases intestinais. As proteinas inseticidas ativadas se ligam a receptores
intestinais especificos, formando poros, que resultam na lise celular. Com reducao de
pH no interior do inseto o0 esporo germina e causa a morte por septicemia (Valicente
et al., 2018; Bravo et al., 2017; Vachon et al., 2012).

A aplicagdo desses produtos nas areas de cultivo é feita através da
pulverizagdo, com calda contendo somente o bioinseticida, ou em mistura com
produtos quimicos sintéticos (Salvalaggio et al., 2017). Dentre esses produtos, a
adicdo de adjuvantes € uma pratica comum entre os produtores. Adjuvantes

adicionados a calda modificam suas caracteristicas fisico-quimicas como: tensao
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superficial, condutividade elétrica e pH, visando elevar a eficiéncia da pulverizagao
(Santos et al., 2019).

Além de modificar caracteristicas das caldas de aplicagdo, os adjuvantes
podem afetar o desempenho do Bt bioinseticida, podendo ser toxicos e inibir o seu
desenvolvimento, parcial ou por completo. Por outro lado, podem elevar a viruléncia
do Bt (dos Santos et al., 2021; Mesnage e Antoniou, 2015). Ao estudar os efeitos de
adjuvantes sobre bioinseticidas Bt, é possivel selecionar e desenvolver adjuvantes
que favorecam o desempenho do Bt em formulagdes e em mistura de tanque para
aplicacao (Lin et al., 2023).

Dessa forma, este trabalho objetivou estudar a compatibilidade entre Bt e
adjuvante, assim como a eficiéncia das aplicagdes do bioinseticida no controle de S.

frugiperda.

2 MATERIAIS E METODOS
21 Criacao de Spodoptera frugiperda

Os espécimes utilizados neste trabalho foram obtidos de criagdo presente no
Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes Praga — LCMAP, Unesp/FCAYV,
Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil. Os adultos foram mantidos em gaiolas de PVC
cilindricas (35 x 30 cm), com dieta de solucao de mel a 10%, e imaturos mantidos com
dieta artificial (Greene et al., 1976). As posturas foram coletadas diariamente, e as
larvas individualizadas apds a eclosdo em potes de 7 cm de diametro e 5 cm de altura,
contendo dieta artificial até atingirem o estagio de pupas, posteriormente
acondicionadas em gaiolas para emergéncias dos adultos. A criagdo foi mantida em
camara climatizada com temperatura de 25 £ 2°C e umidade relativa de 60% £ 10%,

e fotoperiodo de 12:12 (luz:escuro).

2.2 Tratamentos utilizados nos experimentos
Para as avaliagbes de compatibilidade de Bt bioinseticidas e adjuvantes foram

estabelecidos tratamentos seguindo a recomendagéao do fabricante.
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Tabela 1: Produtos comerciais utilizados para composigao das caldas para os

testes realizados.

Caldas* Dosagens i.a. dos produtos Sigla
tratamentos
Xentari® 4259 ha-! Bacﬂlys thu_r/ng/enSIS Xen
var. aizawai
Xentari® + Li-700®  425g ha'! + 0,02% v/v E,t *lecitinae Acido w4
ropidnico
Xentari® + Fighter®  425g ha' + 0,1% viv ot * Eterlaurilicode v
polioxietileno
Xentari®+Wetcit

425g ha' + 0,15% v/iv Bt + Oleo de laranja Xen+We

Gold® '
Xentari® + Protac®  425g ha™'+ 200g ha’ Bt + Sulfatos © Ac. Xen+Pr
hidroxicarboxilico

Xentari® + Tween 80 425g ha'+0,1% vy ot ' Esterde Xen+Tw
polietileno sorbitol

*Todas as dosagens sdo recomendadas pelos fabricantes para o volume de calda de
100L ha™. i.a.: Ingrediente ativo

2.3 Compatibilidade in vitro

O meio de cultura agar nutriente (Kasvi®), utilizado como substrato, foi
preparado com 23,0 gramas do Nutrient Agar® dissolvidos em 1 litro de agua
destilada, e autoclavado a 1 atm. por 40 minutos. Apéds atingir temperatura de 45°C,
ponto em que o meio ainda nao solidifica, o adjuvante na dose descrita na Tabela 2
foi adicionado e homogeneizado ao meio de cultura com o auxilio de um agitador
magnético. A seguir, esse meio foi vertido em placas de Petri (9,0 cm @), totalizando
15 repeticdes/placas para cada tratamento. O experimento foi composto de 5
combinacgdes de Bt bioinseticidas e adjuvante mais o Bt bioinseticidas isolado. Para a
testemunha foi utilizado somente Nutrient Agar®.

Ap0s solidificagdo do meio contendo o adjuvante foi inoculada uma aliquota de
5,0 uL da suspenséo contendo Xentari® no centro da placa de Petri. A seguir, as placas
inoculadas foram mantidas em camaras de germinagao (B.O.D.) por um periodo de
sete dias, nas condi¢des favoraveis ao desenvolvimento do Bt (28 + 2°C), UR de 70
10% e fotdfase de 12 h. Sete dias apds a inoculagao, a area de colonia de cada
placa/repetigdo (cm?) foi copiada para folha sulfite A4 branca e recortada com tesoura,
sendo essa area mensurada com auxilio de um aparelho medidor de area foliar
(modelo LI - 3100, Li-cor®).
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Para a contagem dos esporos foram raspadas as colbnias que se
desenvolveram no meio de cultura, mais adjuvante. O material coletado foi transferido
para tubos Falcon® com 10 mL de agua estéril. Essa suspensao foi homogeneizada
com auxilio de um agitador (Phoenix® Modelo AP56) por 60 segundos e 500 L foram
retirados para contagem dos esporos em camara de Neubauer em microscopio o6tico
Zeiss® [28].

24 Testes de mortalidade de Spodoptera frugiperda para compatibilidade
in vitro
Ap0s o final do bioensaio anterior uma placa de Petri foi tomada aleatoriamente
em cada tratamento para os testes de mortalidade de S. frugiperda. As colénias que
cresceram em meio de cultura mais adjuvante foram raspadas e transferidas para um
tubo Falcon com 10 mL de agua destilada. O tubo foi agitado em vortex para formar
uma suspensao, ajustada para 3 x 108 esporos. mL', com auxilio de camara de
Neubauer. A seguir, 70 yL da suspenséo foi aplicada na superficie de dieta artificial
(Greene et al., 1976) disposta em 100 potes cilindricos de acrilico de 2,5 cm de
diametro por 1 cm de altura, cada um com uma lagarta de segundo instar de S.
frugiperda, sendo 10 repeticoes (n=10). Os potes contendo as lagartas foram entao
levados a B.O.D e mantidos por 7 dias, com fotoperiodo de 12:12, temperatura de 25
+ 2°C. Apos este periodo foi avaliado a mortalidade, sendo considerada morta a

lagarta que nao apresentou movimento apds ser tocada por pincel de cerdas macias.

2.5 Teste de mortalidade Spodoptera frugiperda para caldas de aplicagao

Foram preparadas caldas de pulverizacdo nas doses descritas na Tabela 1. Foi
depositado 70 pL de calda com 0 hora logo apds o preparo, 2, 6 € 24 horas apds o
preparo, sobre a dieta artificial de Greene et al. (1976), disposta em 100 potes
cilindricos de acrilico de 2,5 cm de didametro por 1 cm de altura, apds periodo de
secagem da calda foi adicionado uma lagarta de segundo instar de S. frugiperda, por
repeticdo, com total de 10 repetigdes por horario (n=10). Os potes contendo as
lagartas foram entao levados a B.O.D e mantidos por 7 dias, com fotoperiodo de

12:12, temperatura de 25 £ 2°C. Apds este periodo foi avaliado a mortalidade, sendo
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considerada morta a lagarta que apresentou movimento apods ser tocada por pincel de

cerdas macias.

2.6 Potencial hidrogenionico (pH)
As caldas preparadas com bioinseticida e a adjuvantes utilizadas no ensaio
anterior tiveram o pH medido antes da aplicacdo sobre a dieta nos diferentes tempos
apos o preparo com pHmetro QUIMIS® Q400AS, em temperatura de 25 + 2°C e

umidade relativa a 65 + 5%.

2.7 Analise dos dados

Os resultados foram submetidos aos testes de homoscedasticidade (Levene) e
normalidade de residuos (Shapiro-Wilk), ambos ao nivel de significancia de 5%. Os
resultados dos testes de compatibilidade in vitro e pH da calda foram comparadas pelo
teste F e as médias agrupadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. O teste de
mortalidade para calda de aplicagdo foi analisado por modelo estatistico nao
paramétrico de Kruskal — Walis a 5% de significancia.

A classificagdo de compatibilidade foi realizada conforme Alves et al. (1998),
onde os valores de T entre 0 e 30 caracterizam mistura muito toxica, 31 a 45 toxica,
46 a 60 moderadamente téxica e acima de 60 compativel. Essa escala se baseia nos
valores médios da porcentagem de esporulagdo e crescimento das colénias de B.
thuringiensis, sendo os valores de T calculados com a férmula (T= 20 * (CV) + 80 *
(ESP) / 100), onde T = valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulacéo para
classificagdo do produto; CV = porcentagem de crescimento vegetativo em relagéo a

testemunha; ESP = porcentagem de esporulagdo em relagédo a testemunha.

3 RESULTADOS
3.1 Crescimento vegetativo
A adig¢ao dos adjuvantes ao meio de cultura impactou de forma significativa o
Bt. O tratamento Tw proporcionou crescimento vegetativo maior que o controle
representado pelo tratamento Xen. Entretanto a adi¢do dos adjuvantes Li e Fi reduziu
do crescimento em relagdo ao Xen, sendo o adjuvante Fi o que apresentou a menor

area de colbnia entre todos os tratamentos. Os adjuvantes We e Pr, impediram



34

completamente o crescimento da bactéria, resultando em placas sem nenhuma

colbnia, impossibilitando os demais testes (Figura 1).
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Figura 1. Tamanho médio de colbnias das misturas de Bt bioinseticidas com

adjuvantes. *Letras minusculas comparam efeito entre tratamentos pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. Legenda: Controle — meio de cultura sem adjuvantes; Li
— Li 700; Fi — Fighter; Tw — Tween 80.

3.2 Concentragao de esporos
O adjuvante Li apresentou efeito aditivo com maior nimero de esporos dentre
todos os tratamentos, enquanto Fi e Tw foram inferiores a Li e ndo se diferenciaram

do controle quanto a concentracéo de esporos (Figura 2).
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Figura 2. Contagem média de esporos obtidos das misturas de Bt bioinseticidas com
adjuvantes in vitro. *Letras minusculas comparam efeito entre tratamentos pelo teste
de Tukey a 5% de significancia. Legenda: Controle — meio de cultura sem adjuvantes;
Li — Li 700; Fi — Fighter; Tw — Tween 80.

3.3 Classificagdo de compatibilidade dos adjuvantes
Quanto a classificagdo de compatibilidade dos adjuvantes com o Bt
bioinseticida através do valor de T, os adjuvantes Li, Fi e Tw foram classificados como
compativeis. Entretanto os adjuvantes We e Pr, foram classificados como muito

téxicos por inibirem completamente o desenvolvimento do Bt.

Tabela 2. Valores T para classificacéo do efeito dos adjuvantes sobre Bacillus
thuringiensis.

Caldas Valor T Classificagao
Xen + Li 151,85 Compativel
Xen + Fi 92,86 Compativel
Xen + Tw 115,83 Compativel
Xen + We 0 Muito toxico

Xen + Pr 0 Muito toéxico
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3.4 Mortalidade de S. frugiperda para compatibilidade in vitro
Todas as suspensdes apresentaram mortalidade acumulada ao sétimo dia
superior a 60%, a suspensao com adicdo do adjuvante Fi foi igual ao inseticida
biologico isolado, a suspensdo com adigao de Li apresentou mortalidade superior a
80%, apresentando mortalidade superior ao inseticida biologico isolado. Ja Tw
apresentou mortalidade préxima a 80% nao diferindo do Li e do bioinseticida isolado
(Figura 3).

100 -

a
/o\a\ ab
?U/ 80
°
o b
> 60 4
-
n
[}
o
o 40 A
i)
©
=
©
put
o 20 A
=
c*
0
Controle Xen Xen+Li Xen+Fi Xen+Tw
Caldas

Figura 3. Mortalidade acumulada de Spodoptera frugiperda submetida a misturas dos
adjuvantes e Bt bioinseticida no 7° dia apds aplicagao. *Letras minusculas comparam
efeito entre tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Legenda: Controle
— meio de cultura sem adjuvantes; Li — Li 700; Fi — Fighter; Tw — Tween 80.

3.5 Potencial hidrogeniénico (pH)

Todas as caldas apresentaram pH na faixa entre e 4,0 e 5,0 com excecao de
Xen+Pr que apresentou pH inferior a 3,5. A calda Xen+We apresentou os maiores
valores de pH em todos os horarios de avaliagdo nao diferindo de Xen (bioinseticida
isolado) a 0 hora e diferindo nos demais horarios. O adjuvante Pr apresentou os
menores valores de pH em todos os horarios de avaliagdo. A calda Xen+Fi nao
apresentou diferenca do pH em relacédo a Xen isolado, a calda Xen+Tw diferiu de Xen
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nos horarios de 0 e 2 horas, e nao diferiu nos horarios de 6 e 24 horas. Para Xen+Li
houve valores de pH menores que Xen nos horarios de 0, 2 e 6 horas e semelhante

no horario de 24 horas (Figura 4).
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Figura 4. Potencial hidrogeniénico nos diferentes horarios de repouso apos agitagao.
*Letras minusculas comparam diferengas entre tratamentos dentro de cada horario,
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Legenda: Xen — Xentari®, Xen+Li — Xentari®
+ Li 700%®; Xen + Fi — Xentari® + Fighter®; Xen+We — Xentari® + Wetcit Gold®; Xen+Pr
- Xentari® + Protac®; Xen+Tw — Xentari® + Tween 80°.

3.6 Mortalidade de S. frugiperda para caldas de pulverizagcao de
bioinseticida Bt

Nas avaliagdes do efeito dos adjuvantes sobre a mortalidade de S. frugiperda,

com 70 uL de cada calda aplicada diretamente sobre a dieta artificial apés 0, 2, 6 € 24
horas de preparo, todos os tratamentos resultaram em mortalidade maior que 80%
sendo consideradas eficientes para as lagartas (Figura 5). As caldas n&o diferiram
estatisticamente entre si dentro de cada horario e entre horarios dentro de cada calda,
exceto para a calda Xen+We, nas avaliacbes de 0 e 2 horas que resultaram em

mortalidade menor que os demais tratamentos.
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Figura. 5. Mortalidade acumulada de Spodoptera frugiperda submetida a misturas
dos adjuvantes e Bt bioinseticida em diferentes horarios no 7° dia apds aplicagdo em
diferentes horarios apds o preparo das caldas. *Letras maiusculas comparam efeito
entre caldas e minusculas dos horarios nas caldas pelo teste de Kruskal - Walis a 5%
de significancia. Legenda: Xen — Xentari®; Xen+Li — Xentari® + Li 700%; Xen + Fi —
Xentari® + Fighter®; Xen+We — Xentari® + Wetcit Gold®; Xen+Pr - Xentari® + Protac®;
Xen+Tw — Xentari® + Tween 80°.

Mortalidade de S. frugiperda (%)

4 DISCUSSAO

Foram utilizadas duas maneiras para avaliar a agao dos adjuvantes sobre o
bioinseticida Bt, os testes in vitro avaliaram o efeito da interagdo entre esporos de Bt
e adjuvantes, enquanto o teste da mistura de calda avaliou essa interagéo sobre a
acao inseticida do Bt formulado.

Adjuvantes tem potencial de modificar caracteristicas fisico-quimicas das
caldas de aplicagao como, pH, condutividade elétrica e a tensao superficial. Dessa
forma, o crescimento vegetativo de B. thuringiensis pode ser fortemente afetado por
estas alteragdes no meio. O adjuvante Tw resultou em crescimento vegetativo maior.
Este adjuvante € composto por Polissorbato 80, molécula que pode sofrer hidrélise e
liberar acido oleico (Kerwin, 2008), este acido graxo é sintetizado pelo Bt com custo
de ATP (Zhou et al., 2018), assim, o Tw pode ter sofrido hidrélise e fornecido acido
oleico diretamente para as células de Bt, resultando em economia de energia e,

portanto, em tamanho de colénia maior que os demais tratamentos.
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Os adjuvantes Li e Fi proporcionaram o menor crescimento vegetativo da
bactéria quando comparados ao meio de cultura isolado. Porém, quando se observa
a esporulacdo para o adjuvante Li, composto de lecitina de soja e acido propidnico,
houve concentragdo de esporos maior que o bioinseticida isolado. O adjuvante Fi
composto pelo surfactante Eter laurilico apresentou concentracdo de esporos
semelhante ao bioinseticida isolado. Durante o crescimento de col6nias de Bt, o inicio
da esporulagdo € marcado pela reducdo na concentracdo de nutrientes no meio de
cultura. O Li pode ter fornecido nutrientes, proporcionando que colénias menores
produzissem um numero maior de esporos em relagcdo ao meio de cultura sem
adjuvante, uma vez que os derivados de soja s&o utilizados por B. thuringiensis como
fonte de carbono durante a fermentagcédo (Khedher et al., 2013; Ennouri et al., 2013;
Zghal, et al., 2018).

A adicao de Fi pode ter parcialmente inibido o crescimento de Bt, que resultou
em um tamanho de colénia menor (Figura.1), este efeito pode ter sido revertido por
meio do processo de biorremediagdo da bactéria, metabolizando o adjuvante e o
aproveitando durante a fase de esporulacéo (Ferreira et al., 2016), periodo em que a
as células de Bt sdo capazes de ativar rotas de metabolismo necrotréficas e podendo
aproveitar moléculas possivelmente tdxicas durante o desenvolvimento vegetativo
(Verplaetse et al., 2015), resultando em concentracdo de esporo semelhante ao
bioinseticida isolado e ao adjuvante Tw. Isso acrescenta elementos de discussao ao
conhecimento tradicional dos mecanismos de resisténcia de organismos vivos em
liberar propagulos em situagéo de estresse. No caso em particular, considerando tanto
os efeitos sobre a esporulagdo quanto sobre o desenvolvimento vegetativo, denota-
se mais um efeito provavel de metabolizacdo do que de biorremediacéo.

O meio de cultura contendo os adjuvantes Pr e We inibiram completamente o
desenvolvimento vegetativo da bactéria. O adjuvante Pr reduziu significativamente o
pH da calda de Bt (Figura 4). Valores de pH muito baixos podem provocar a inativagao
de toxinas e impactam diretamente na bioatividade do Bt (El-Bendary et al., 2017,
Gong, et al., 2012). O adjuvante We possui em sua formulagdo 6leo essencial de
citros, estes apresentam compostos que inibem o desenvolvimento de
microrganismos, como d-limoneno e linalol, no campo esses compostos tém a fungao

de proteger o fruto contra patégenos e quando adicionados ao meio de cultura inibiram
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completamente o desenvolvimento do Bt (Brahmi et al., 2021; Fancello et al., 2016).
Dessa forma, para a classificagdo de compatibilidade definida por (Alves et al., 1998),
que considera o crescimento vegetativo esporulagdo em relagdo ao meio de cultura
isolado, os adjuvantes Li, Fi e Tw foram classificados como compativeis, ja os
adjuvantes We e Pr foram classificados como muito téxicos com valor de T = 0, ndo
permitindo o desenvolvimento de B. thuringiensis no meio de cultura.

Para a mortalidade de S. frugiperda o adjuvante Li e Tw apresentaram as
maiores mortalidades nos testes in vitro. Colénias de Bt cultivadas em meios de
cultura mais ricos em nutrientes podem apresentar maior viruléncia e como
consequéncia maior mortalidade do hospedeiro (Mokhtarnejhad et al., 2022). Assim,
a lecitina e acido propiénico que compdem Li, e acido oleico de Tw podem, além da
esporulacéo e crescimento vegetativo, ter favorecido uma maior concentragdao de
toxinas de Bt, aumentando a mortalidade em relagdo ao bioinseticida isolado. Ja a
mortalidade proporcionada por Fi ndo diferiu do bioinseticida isolado, o que pode
indicar que o adjuvante nao foi aditivo quanto ao efeito do Bt, o que ndo é considerado
um resultado negativo uma vez que o objetivo dos adjuvantes € modificar parametros
fisico-quimicos das caldas visando a qualidade e a seguranca da distribuicdo na forma
de gotas. Efeitos positivos na eficacia de controle sdo considerados complementares.

Na avaliacdo da mortalidade de S. frugiperda com os adjuvantes aplicados
diretamente sobre a dieta artificial, os adjuvantes Li, Fi, Pr e Tw ndo apresentaram
efeito significativo sobre a eficacia do bioinseticida comercial nos horarios avaliados.
O adjuvante We resultou em menor mortalidade com calda aplicada 2,0 horas apds o
preparo, com a mortalidade equivalendo aos demais tratamentos as 6,0 horas e se
mantendo as 24 horas. Este efeito pode ter ocorrido devido aos compostos
antimicrobianos do 6leo essencial de citrus como d-limoneno e linalol (Brahmi et al.,
2021) que compdem o adjuvante We, apresentam volatilidade, se dispersando e
perdendo efeito antimicrobiano apés cerca de 3,0 horas (Inouye et al., 2006).
Bioinseticidas comerciais possuem adjuvantes co-formulantes responsaveis por
estabilizar a formulacao, garantir a mistura em tanque e proteger os microrganismos
(Lin et al., 2023), assim mesmo os adjuvantes We e Pr apresentando efeito negativo

sobre o desenvolvimento do Bt in vitro (Figura 1), o mesmo nao pode ser observado
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para eficiéncia inseticida na calda de aplicagao, nos resultados obtidos neste trabalho,
em que as caldas apresentaram mortalidade superior a 80%.

Com base nos resultados obtidos, a acdo de adjuvantes no crescimento
vegetativo e esporulagdo de Bt pode ser influenciada pela natureza e interagao
quimica dos produtos, bem como a sua concentracdo. Dessa forma, sao
recomendadas avaliagdes in vitro para verificar a compatibilidade de componentes
isolados que podem compor uma formulagéo de bioinseticida, ativando e protegendo
0S organismos, mas nao dispensa uma avaliagdo complementar em calda de
aplicacao, para confirmar que a combinacao entre formulagdes tem efeito sobre acéo
do bioinseticida em aplicagdes de campo, uma vez que as origens de cada formulagao

sdo altamente diversificadas.

5 CONCLUSAO

Ainfluéncia dos adjuvantes sobre o Bt é evidente e importante. Para a avaliagcao
in vitro ha formulag¢des dos adjuvantes que compativel (Li e Tw), ou incompativel (Fi,
Pr e We) de alguma forma afetando o efeito inseticida. Isto indica que o
desenvolvimento de formulagcbes de Bt pode ser potencializado com alguns
adjuvantes e deve-se evitar outros. A combinacao de produtos formulados na calda,
que visa aspectos da tecnologia de aplicagao, nao afetou o controle de S. frugiperda,
exceto We (2,0 horas apds o preparo da calda), indicando que compatibilidade do

adjuvante na mistura em tanque requer uma avaliagao direta dos produtos formulados.
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CAPITULO 4 — CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho abordou a influéncia de adjuvantes diferentes para parédmetros
ligados a pulverizagdo, bem como modificam aspectos da biologia do Bt e influenciam
a eficacia do controle. Um préximo passo a ser tomado pode ser a avaliagdo dos
componentes da formulagdo dos adjuvantes em separado, a fim de identificar a
relagcdo de cada componente com os efeitos observados. A grande quantidade de
produtos no mercado tanto bioinseticida quanto adjuvantes torna oneroso testar todas
as combinagdes possiveis.

Para além da simples interagdo entre o microrganismo usado com ingrediente
ativo, a compatibilidade entre esses produtos em influenciada pelos co-formulantes
presentes no bioinseticida. Dessa forma seria interessante uma organizagdo dentro
das empresas que formulam os produtos para compartihamento de informacgdes
quanto a compatibilidade. Pode-se criar um banco de dados com interagédo entre os
microrganismos e moléculas quimicas, possibilitando o desenvolvimento de
adjuvantes voltados diretamente para utilizagdo em conjunto com microrganismos,

bem como desenvolvimento de formulagbes mais eficazes.



