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MORTALIDADE E EFEITOS SUBLETAIS DE Bacillus thuringiensis Berliner EM
Spodoptera albula (Walker, 1857)

RESUMO - Spodoptera albula é uma praga polifaga e cosmopolita
sendo que no Brasil ndo existem produtos registrados para o seu controle embora
recentemente alguns agricultores tenham relatados surtos desta espécie em
lavouras de soja no estado do Mato Grosso. Desta forma, € de extrema importancia
o desenvolvimento de taticas de controle eficientes para esta praga e que ao mesmo
tempo sejam pouco agressivas ao meio ambiente e a sociedade. Bacillus
thuringiensis (Bt) € uma bactéria entomopatogénica altamente eficiente no controle
de lepidopteros praga e apresenta toxicidade para varias espécies do género
Spodoptera. A atividade téxica de isolados e bioinseticidas a base de Bt foi avaliada
utilizando lagartas de segundo instar de S. albula em bioensaios de mortalidade e
viruléncia, bem com os efeitos subletais do Bt nas lagartas sobreviventes aos
tratamentos. Os bioinseticidas Agree, Xentari e Dipel SC foram selecionados para os
bioensaios de viruléncia, sendo que o primeiro foi 0 mais virulento e, portanto o mais
promissor para 0 manejo desta praga. Também foi observada diferenca na
toxicidade entre as formulagdes do Dipel. Entre os isolados nenhum se destacou no
controle desta praga e o isolado BtO5 afetou o desenvolvimento das lagartas
resultando em menor peso de pré-pupa e pupa em relacdo a testemunha.

Palavras-chave: Toxicidade, Entomopatégeno, Noctuidae, MIP, Efeitos nao letais.



MORTALITY AND SUBLETHAL EFFECTS OF Bacillus thuringiensis Berliner ON
Spodoptera albula (Walker, 1857)

ABSTRACT - Spodoptera albula is a polyphagous and cosmopolitan
pest and in Brazil there are no products registered for their control although some
farmers have recently been reported outbreaks of this specie in soybean in the Mato
Grosso state. Thus, it is extremely important to developing effective tactics to control
this pest that are less harmful to the environment and society. Bacillus thuringiensis
(Bt) is a highly efficient entomopathogenic bacterium in lepidopterous pest control
and it is toxic to several species of Spodoptera genus. The toxic activity of Bt isolates
and Bt biopesticides was evaluated using S. albula second instar larvae in mortality
and virulence bioassays, and evaluating the sublethal Bt effects on larvae surviving
to treatment. The biopesticides Agree, Xentari and Dipel SC were selected for
bioassay virulence. Agree was the most virulent and therefore the most promising for
the S. albula management. It was also observed differences in toxicity between Dipel
formulations. All Bt isolates tested were not good for the control of this pest and the
isolate BTO5 affected the development of larvae resulting in lower weight of pre-pupa
and pupa compared to control.

Keywords: Toxicity, Entomopathogen, Nocuidae, IPM, Non lethal effects.



1. INTRODUCAO

O aumento da producgédo agricola brasileira para atender a crescente demanda
por alimentos, exportacdo de graos e seus subprodutos tém impactos diretos sobre o
agroecossistema, pois esta ligado ao uso intenso de insumos visando diminuir as
perdas, causadas por fatores bidticos e abioticos, durante o processo produtivo. Os
inseticidas, embora de grande importancia no controle de pragas, sé&o
frequentemente, utilizados em grandes quantidades, sem orientacdo técnica,
causando uma série de problemas ao ambiente e aos agricultores.

Spodoptera albula (Walker, 1857) € um noctuideo polifago e cosmopolita e
por isso € uma espécie que necessita o desenvolvimento de taticas de controle, uma
vez que nao existem inseticidas quimicos ou biolégicos registrados para o controle
desta espécie no Brasil.

Normalmente o agricultor brasileiro escolhe o controle quimico como opc¢ao
de controle pela sua rapida eficiéncia e baixo custo. Esse tipo de controle pode,
também, contaminar os grdos deixando residuos nos alimentos, prejudicar a
entomofauna benéfica, impedindo a atuacdo do controle biolégico natural,
favorecendo o surgimento de novas pragas ou ressurgéncia de outras.

Devido a estes fatores, a busca por alternativas que possam minimizar ou até
mesmo substituir os inseticidas convencionais foi intensificada e, atualmente, as
novas taticas abrangem uma série de alternativas: plantas resistentes, inseticidas
seletivos, parasitbides e micro-organismos entomopatogénicos. Entre 0s
entomopatdégenos, o Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner destaca-se pela sua ampla
utilizacdo no combate dos insetos praga, especialmente lepidopteros.

Esta pesquisa foi conduzida com o objetivo de isolar e selecionar, em
laboratério, bioinseticidas e isolados de Bt eficientes para S. albula, bem como seu

efeito no desenvolvimento das lagartas sobreviventes aos tratamentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Spodoptera albula (Walker, 1858)

O género Spodoptera Guenée, 1852 (Lepidoptera: Noctuidae) inclui muitas
pragas agricolas importantes (POGUE, 2002). Spodoptera albula (Walker, 1858) é
conhecida como “mariposa grisalha” (Gray-streaked armywom moth) e possui varias
sinonimias como Spodoptera sunia Guenée, Spodoptera orbicularis (Walker) e
Spodoptera caudata (Walker).

As mariposas adultas medem entre 26 e 37 mm de envergadura, suas asas
anteriores e 0 corpo sdo acinzentados e as asas posteriores sao brancas (Figura
la). A caracteristica marcante dessa espécie é a presenca de uma faixa longitudinal
escura na base da asa anterior. A cor das lagartas varia de preto acinzentado a
castanho-acinzentado, com duas fileiras dorsais de manchas triangulares pretas ou
escuras, cada uma com um ponto branco no centro (Figura 1b). A cabeca é
castanha com manchas pretas e as lagartas tem o habito noturno e podem se
esconder no solo (PANIZZI et al., 2012).

J.J. da Silva
A. de F. Bueno

Figura 1. Adulto (a) e lagarta (b) de Spodoptera albula. (Panizzi et al., 2012).

As posturas das fémeas consistem em massas irregulares, podendo conter
até 1.400 ovos (NOVO PADRINO et al., 1985), normalmente em duas camadas
sobrepostas, mas podendo ocorrer até quatro e geralmente sdo recobertos por
escamas do corpo da fémea. Apéds a eclosdo as lagartas dos primeiros instares
raspam as folhas, e conforme vao se desenvolvendo as destroem completamente



(MONTEZANO, 2012). Essas lagartas tém habitos noturnos e escondem-se no solo
sob as plantas durante o dia (POGUE, 2002).

Montezano et al. (2013) relataram que a viabilidade das fases de ovo, larva,
pré-pupa e pupa de S. albula € de 94,54; 97,33; 93,84 e 92,34%, respectivamente. A
duracdo média das fases de ovo, larva, pré-pupa e pupa é de 4,14; 16,37; 1,69; e
9,34 dias, respectivamente. Na fase de larva observou-se que 80,85% das fémeas e
93,99% dos machos passaram por seis instares e 0s demais por sete, com
protandria larval significativa. As lagartas que passaram por seis e sete instares
apresentaram razdo média de crescimento de 1,58 e 1,48, respectivamente.

S. albula é cosmopolita ocorrendo a partir da Flérida e sul do Texas, em todo
0 Caribe, América Central e da Venezuela ao Sul do Paraguai e Sul do Brasil
(POGUE, 2002; ZENKER et al., 2010), e Chile (ANGULO et al., 2008). Montezano et
al. (2013) citaram 55 espécies de plantas pertencentes a 29 familias botanicas como
hospedeiras dessa espécie. Além de se alimentar de folhas, frutos e do caule de
plantas de interesse econdmico, as lagartas de S. albula também se alimentam de
varias ervas daninhas que crescem entre as linhas e podem ser suas plantas
hospedeiras (HALLMAN, 1979), bem como ao longo das bordas (GONZALEZ, 1966)
0 que aumenta seu potencial de dano.

No Brasil, o primeiro relato de altas populacbes de S. albula ocorreu na
cultura do amendoim (Arachis hypogaea) no estado de Sao Paulo (TEIXEIRA et al.,
2001). Os autores relataram um surto de lagartas dessa espécie chegando a atingir
70 lagartas por metro linear em fevereiro de 2000, na safra das aguas, no municipio
de Tupa (SP).

Piotto & Sosa-Gomez (2013) realizaram levantamento populacional de
noctuideos em soja em Londrina (PR) entre agosto de 2012 e marco de 2013. Os
autores constaram que S. albula foi a espécie mais abundante do género
Spodoptera, sendo coletadas um total de 308 mariposas contra 74 espécimens de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Além disso, das nove espécies de
noctuideos coletadas, S. albula foi a quarta mais abundante, sendo superada
apenas por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), Chrysodeixis includens
(Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa spp. Panizzi et al. (2012) salientam que as



caracteristicas morfolégicas dessa espécie sdo muito proximas a Spodoptera
eridania, sendo esta a possivel razdo dos escassos relatos de S. albula em soja.

O manejo dessa espécie precisa ser desenvolvido com um enfoque mais
sustentavel de acordo com as premissas do Manejo Integrado de Pragas, pois além
de sua voracidade e grande capacidade reprodutiva, existem relatos de popula¢cdes
de S. albula que sao resistentes a diversos inseticidas quimicos (MONTEZANO,
2012).

Além disso, a auséncia de produtos registrados para o controle desta praga
no Brasil (ANDREI, 2013; AGROFIT, 2015) torna necessario o estudo de estratégias
de controle eficientes, mas ao mesmo tempo pouco agressivas ao meio ambiente,
uma vez que surtos desta praga podem levar ao uso desenfreado de agrotdxicos
sem registro com elevado impacto sobre o meio ambiente, agricultores e
consumidores, como foi recentemente relatado para Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) (THOMAZONI et al., 2013).

Entre os principais agentes de controle microbiano de pragas destaca-se a
bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt). Bioinseticidas a base de Bt
sao utilizados com sucesso no controle de pragas desde a segunda metade do
século XX (ROSAS-GARCIA, 2009; SANAHUJA et al., 2011; POLANCZYK; DE
BORTOLI; DE BORTOLI, 2012). A atividade toxica de Bt para espécies do género
Spodoptera é bem conhecida na literatura (AGUIAR et al., 2006; SANTOS et al.,
2009; Van FRANKENHUYZEN, 2009) embora somente recentemente Bergamasco
et al. (2013) tenham relatado a eficiéncia de toxinas Cry de Bt no controle de S.
albula.

2.2 Bacillus thuringiensis Berliner

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria entomopatogénica que esta
presente em amostras de solos de areas cultivadas, areas desérticas, ambientes
aquaticos, superficie e interior de plantas, restos vegetais, insetos e pequenos
mamiferos mortos, teias de aranha, grdos armazenados e locais inabitados
(POLANCZYK, 2015).



Esta bactéria é conhecida pela sua habilidade de produzir inclusées
cristalinas (ou cristais) com atividade inseticida (SCHNEPF et al., 1998) (Figura 2).
Desde a clonagem e sequenciamento dos primeiros genes das proteinas Cry
(denominados de cry) na década de 1980, muitos outros foram caracterizados e

classificados de acordo com a nomenclatura de Crickmore et al. (1998).

Figura 2. Cristais de Bacillus thuringiensis (Fonte: Fernando Hercos Valicente).

Apéds a ingestdo do esporo mais cristal pelo inseto, o cristal é dissolvido pelo
pH alcalino formando as pro-toxinas que sdo proteoliticamente convertidas em
polipeptidios menores e estaveis no intestino médio do inseto. Estas toxinas ativadas
ligam-se a receptores especificos nas microvilosidades apicais das células colunares
do intestino médio, permitindo que as proteinas se insiram na membrana e formem
poros que rompem as células do intestino médio, levando a posterior septicemia e
morte do inseto (CARROLL & ELLAR, 1993; KIROUAC et al., 2002).

Bioinseticidas a base de Bt sdo utilizados com sucesso no controle de pragas
desde a segunda metade do século XX (ROSAS-GARCIA, 2009; SANAHUJA et al.,
2011; SANCHIS, 2011; POLANCZYK et al., 2012). Esta bactéria entomopatogénica
tem efeito letal e/ou subletal na fase jovem e/ou adulta de diversas ordens de insetos
de importancia agricola e para algumas espécies de &acaros praga, hematoides,
Ascaris suum (Goeze, 1782) (Ascaridida: Ascarididae); Blatta orientalis Linnaeus,
1758 (Blattaria: Blattidae); Leishmania major Yakimoff & Schokhor, 1914
(Trypanosomatida: Trypanosomatida); Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904)
(Strigeiformes: Schistosomatidae) (POLANCZYK, 2015).



Embora os produtos comerciais a base de Bt sejam utilizados somente contra
lepidopteros, dipteros e coledpteros, mais de 1.000 espécies de insetos,
pertencentes a diversas ordens, sdo suscetiveis a este patdgeno (GLARE &
O'CALLAGHAM, 2000). Dos 572 lepidépteros suscetiveis ao Bt elencados por estes
autores, 83 (14,5%) sao noctuideos. O bioinseticida a base de Bt com maior alcance
no mercado mundial é o Dipel (Bt kurstaki HD-1). Este produto, pouco téxico para
acaros, coledpteros, dipteros e hemipteros é altamente eficiente contra mais de 170
lepidopteros-praga (BEEGLE & YAMAMOTO, 1992; GLARE & O'CALLAGHAM,
2000).

Uma revisao feita pelo Cab International Centre (2010) relata que 322
produtos a base de Bt sdo responsaveis por 53% do mercado mundial de
bioinseticidas o que gera um faturamento anual de US$ 210 milhdes, porém a
participacéo destes produtos no mercado mundial de bioinseticidas vem diminuindo
desde 2000. Naquele ano, a participacao era de 90%, diminuindo para 60% em 2005
e para 53% em 2010. Esta reducdo ocorreu devido ao incremento no uso fungos
entomopatogénicos e de virus entomopatogénicos em cerca de 50% e 100%,
respectivamente. Ao mesmo tempo o0 mercado de produtos a base de Bt aumentou
apenas 36%.

Entre 2013 e 2015 o mercado de bioinseticidas a base de Bt no Brasil passou
de cerca de 300 mil hectares para mais de 5 milhdes de hectares, sendo que
somente uma empresa comercializou quase 3 milhdes de litros de Dipel na safra
2013/2014. Este aumento inesperado ocorreu devido a ineficiéncia dos produtos
quimicos convencionais no controle de Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) e C. includens, o que fez com que os agricultores passassem a utilizar
em grande escala os bioinseticidas a base de Bt, principalmente o Dipel. Este fato
refor¢a a importancia dos bioinseticidas a base de Bt como uma tatica importante de
controle de pragas na agricultura brasileira, pois a area pulverizada somente com

esses produtos cobre cerca de 10% da area cultivada no Brasil.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Criacéo de Spodoptera albula

A criagdo de S. albula iniciou-se a partir de 100 adultos coletados em lavoura
de amendoim no municipio de Jaboticabal (SP) em janeiro de 2013. Os insetos
foram identificados pelo Prof. Dr. Roberto Zucchi (ESALQ/USP) como S. albula pelo
exame da genitalia. A criacdo dos insetos foi realizada no Laboratério de Resisténcia
de Plantas a Insetos da FCAV/UNESP, onde as lagartas foram alimentadas em dieta
artificial (GREENE, 1976) e os adultos com solucéo de acgucar 10%. Os casais foram
inseridos em gaiolas, constituidas de tubos de PVC (25 x 10 cm) com tampa plastica
na base e apice, revestidas internamente com papel sulfite para coleta dos ovos a
cada dois dias, dos quais cerca de 10% foi utilizado para a manutencao da criacao e

0 restante para a realizacdo dos bioensaios (Figuras 3a e 3b).
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Figura 3. Criacao de lagartas (a) e adultos (b) de Spodoptera albula.

Para a criacdo dos insetos foi utilizada sala com temperatura (25 + 2°C) e
umidade constante (70% UR) para o desenvolvimento uniforme dos mesmos e evitar

contaminacdes.



3.1 Bioensaios de mortalidade

Para os bioensaios de mortalidade foram utilizados sete bioinseticidas a base
de Bt (Tabela 1) e cinco isolados com perfil proteico desconhecido (Bt04, Bt05, Bt20,
Bt27 e Bt29) escolhidos de forma aleatdria da colecdo de entomopatégenos do
Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes Praga da FCAV/UNESP. Para o
bioinseticida Dipel foram testadas trés formulagdes: suspensao concentrada (SC), po
molhavel (WP) e granulado dispersivel (WG).

Tabela 1. Bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis utilizados nos bioensaios

com Spodoptera albula.

Bioinseticidas Formulacao Composicéao Potencia
(endotoxina)

Agree WP B. thuringiensis aizawai CG 91 38g/kg
BacControl WP B. thuringiensis kurstaki 32g/kg
Btt090 sC B. thuringiensis tolworthi 10%/mL
Dipel SC B. thuringiensis kurstaki 33,60g/litro
Dipel WG B. thuringiensis kurstaki 540g/kg
Dipel WP B. thuringiensis kurstaki 32g/kg
Xentari WG B. thuringiensis aizawai 540g/kg

WP: p6 molhavel, SC: suspenséo concentrada, WG: granulo dispersivel.

Os isolados foram multiplicados em meio de cultura BHI (Infusdo de Cérebro e
Coracdo — Caldo BHI da MBiolog) a 28 °C, e 180 rpm por 76 horas para um
crescimento padrdo dos mesmos. Apds a lise bacteriana, a mistura contendo
esporos, cristais e células vegetativas foi submetida a trés centrifugacdes
consecutivas (5.000 rpm por 20 minutos), a fim de eliminar o meio de cultura e lavar
o concentrado obtido, eliminando toxinas extracelulares, como as -exotoxinas.

As concentracdes dos bioinseticidas e isolados foram ajustadas para 3 x 10°

esporos/mL em camara de Neubauer com auxilio de microscépio de contraste de



fase (aumento 1.000 vezes). Esta concentracdo é considerada discriminatoria em
testes de patogenicidade de Bt para insetos praga (POLANCZYK; ALVES;
PADULLA, 2005). Para os bioensaios, uma aliquota de 500 pL desta concentragédo
foi aplicada na superficie do disco de dieta artificial (4,8 cm®) previamente distribuida
em placas de acrilico (3,5 cm ). Apés a evaporacdo do excesso de umidade da
dieta, 60 lagartas de segundo instar foram distribuidas em 6 repeticdes. No lote
correspondente a testemunha foi aplicada agua destilada e esterilizada, em volume
equivalente aos lotes tratados.

Uma camara incubadora tipo Biological Oxigen Demand (B.O.D.), regulada
para 25+0,5 °C, 65+10% de UR e 12 horas foi utilizada para acondicionamento do
bioensaio. Nesses bioensaios os tratamentos foram avaliados até o 7° dia apds a
aplicacdo da bioinseticida. Apds a analise da variancia, os dados foram submetidos
ao Teste de Tukey a 5%. Os bioinseticidas que foram patogénicos e causaram
mortalidade = 80% foram selecionados para os testes de viruléncia (estimativa da
CLso).

Para os bioensaios de estimativa da CLs, foram selecionados os
bioinseticidas Agree, Dipel SC e Xentari, sendo escolhidas cinco concentracdes
logaritmicamente espacadas mais a testemunha para cada bioinseticida,
considerando que a concentracdo mais baixa e a mais alta causem 5 a 15% e 85 e
95% de mortalidade dos individuos, respectivamente. Desta forma as concentracdes
para o Agree variaram entre 1,1 x 10 a 9,1 x 10* esporos/mL, para o Dipel entre 1,1
x 10° e 3 x 10° esporos/mL e entre 3,1 x 10" a 3 x 10® esporos/mL para o Xentari.
Para a determinacgéo destas concentragoes foram utilizados cerca de 10.500 insetos.
Na estimativa da CLso foram testadas 150 lagartas de segundo instar distribuidas em
trés repeticbes para cada concentragdo, totalizando 900 insetos. No lote
correspondente a testemunha foi aplicada agua destilada e esterilizada, em volume
equivalente aos lotes tratados.

Uma camara incubadora B.O.D., regulada para 25+0,5 °C, 65+10% de UR e
12 horas de fotofase foi utilizada para acondicionamento do bioensaio. Os
bioensaios de estimativa da CLsg foram avaliados a cada 24 horas, até o sétimo dia
apos a aplicacdo. A CLsy foi estimada com a utilizacdo do programa Polo-PC
(Analise de Probit), conforme HADDAD (1998).



10

Para avaliar os efeitos subletais do Bt sobre as lagartas sobreviventes aos
tratamentos foram escolhidas as lagartas que sobreviveram a aplicacdo dos isolados
de Bt (maior numero) sendo que foi anotado o peso de pré-pupa e pupa. Os
espécimens foram pesados com auxilio de uma balanca de precisdo UniBloc®
recentemente calibrada. Apos a analise da variancia, os dados foram submetidos ao

Teste de Tukey a 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioensaios de mortalidade e estimativa da concentracdo letal média
(CLso)

A mortalidade de S. albula submetida aos diferentes bioinseticidas variou de
12 a 100% (Figura 1), sendo que os bioinseticidas Agree®, Dipel SC® e Xentari®
causaram mortalidade superior a 80% e também foram estatisticamente diferentes
dos demais tratamentos (BacControl®, Btt090®, Dipel WP® e Dipel WG®).
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Figura 4. Mortalidade corrigida (%) causada por diferentes bioinseticidas a base de
Bacillus thuringiensis em lagartas de segundo instar de Spodoptera albula na

concentracdo 3 x 10° esporos/mL.
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Entre os isolados de Bt a mortalidade variou entre 17% e 45% (Figura 5).
Como a mortalidade de lagartas de segundo instar de S. albula ficou abaixo de 80%
em todos os tratamentos, estes isolados n&o foram utilizados nos testes de
estimativa da concentracédo letal média (CLsg).
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Figura 5. Mortalidade corrigida (%) causada por diferentes isolados de Bacillus
thuringiensis em lagartas de segundo instar de Spodoptera albula na concentracéo 3

x 108 esporos/mL.

A mortalidade de lagartas de S. albula causada pelo Dipel SC foi superior
(100%) a mortalidade causada pelas duas outras formulagbes de Dipel, a WG
(granulos dispersiveis) e WP (p6 molhavel), que ficou em torno de 20%. Embora
todas as formulagbes do Dipel contenham as mesmas toxinas (CrylAa, CrylAb,
CrylAc, Cry2A e Cry2B), os inertes contidos na formulacdo podem influenciar na
eficiéncia do produto (MOHAN & GUJAR, 2001). Estes autores constataram que o
bioinseticida Biobit foi 6,7; 7,8 e 13,5 vezes mais toxico para Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) do que os bioinseticidas Dipel, Halt e Hil, embora todos
estes produtos tenham como principio ativo as mesmas toxinas elencadas acima
para o Dipel SC.

Esta variagdo de eficiéncia também foi constatada por Monteiro & Souza
(2010) quando avaliaram a eficiéncia de Dipel WG e Dipel SC visando ao controle de

Grapholita molesta (Lepidoptera: Tortricidae) e Bonagota cranaoedes (Lepidoptera:
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Tortricidae) em maca. O efeito dos inertes da formulacédo pode ter ocorrido também
para o bioinseticida BacControl que causou mortalidade de 16% em lagartas de
segundo instar de S. albula (Tabela 1) pois este produto possui as mesmas toxinas
Cry que o Dipel.

Estas diferencas na toxicidade entre formulacdes podem ser devidas a
presenca ou auséncia de toxinas Cry biologicamente ativas, devido a diferenca na
quantidade de toxinas entre os produtos (Figura 6), efeito dos aditivos e/ou
adjuvantes, efeitos sinérgicos e aditivos entre as toxinas nos produtos e também
diferentes lotes dos produtos podem variar quanto ao seu potencial biol6gico
(TAKELAR & SHELTON, 1993).

1ac | 1c Nl :

Cry toxin content of Bt products

Cry toxin group: | 1Aa

SA-12 CoStar
Bt kur'stakl SA-11 Selfin o
strains \
HD-1 DiPel o+
Bt aizawai | ABTS-1857 | XenTari +
strains GC-91 Agree . - =] 4
Cry toxin susceptibility of various target insects
Trichoplusia, Pseudoplusia, etc. o+ | == +++ | ++

Plutelia xylostella | ++

Heliothis , Helicoverpa | 4+~

Spodoptera spp. | =

Anticarsia gemmatalis P

Figura 6. Conteldo de toxinas de Cry de bioinseticidas a base de Bacillus

thuringiensis e seu espectro de acao. (Fonte: IHARABRAS).

O bioinseticida Btt090, a base do Bt tolworthi causou reduzida mortalidade em
lagartas de segundo instar de S. albula (Figura 4). Sem a informacéo de qual cepa
foi utilizada na formulagdo deste bioinseticida € impossivel fazer inferéncias sobre a

baixa atividade para lagartas de segundo instar de S. albula. Embora tenham sido
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feitos varios contatos com a empresa fabricante, esta informacéo néo foi repassada
aos autores deste artigo.

Os bioinseticidas Xentari e Agree foram aqueles que além do Dipel SC
causaram mortalidade acima de 80%. O Agree possui as toxinas CrylAc, CrylC,
CrylD e Cry2, enquanto que o Xentari possui as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylC e
CrylD (Figura 6). Estas toxinas podem atuar individualmente ou em conjunto, o que
pode potencializar a toxicidade individual de cada toxina (XUE et al., 2005; WEI et
al., 2015) ou pode ocorrer o contrario, onde a combinacéo das toxinas reduz o efeito
inseticida (AMEEN et al., 1998; GARBUTT et al., 2011), provavelmente pela
competi¢do por um mesmo receptor (GOMEZ et al., 2007).

Além disso, Aranda et al. (1996) em estudo realizado para avaliar a interacéo
entre as toxinas Cry e as células epiteliais do intestino médio de S. frugiperda
observaram que, embora as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2 B se liguem
aos receptores, esta ligacdo ndo implica em toxicidade para o inseto. Isto se deve ao
fato dessas toxinas apresentarem reduzida especificidade, resultando numa ligacao
pouco estavel e reversivel com o receptor, ou seja, a toxina apenas reconhece o
receptor, mas nao se liga irreversivelmente a ele. O contrério foi verificado para as
toxinas CrylC e CrylD, altamente tdxicas para a lagarta-do-cartucho. Nestes casos,
a ligacao é estavel e altamente especifica, sendo suficiente para a formacéao do poro
no epitélio e consequente morte do inseto.

Conforme mencionado anteriormente, a combinacéo das toxinas CrylC e Cry
2 pode ser o motivo pelo qual o Agree foi o produto mais virulento entre os trés
selecionados para os bioensaios de CLso (Tabela 2, Figura 6), uma vez que segundo
Van Frankenhyuzen (2009) e Ibrahim et al. (2008) estas toxinas tem atividade toxica
para outros noctuideos como Spodoptera litura, Spodoptera frugiperda, Spodoptera
exigua e Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) mas sua atividade toxica
ainda ndo foi relatada para a espécie do presente estudo.

Bergamasco et al. (2013) relataram a atividade téxica das toxinas Crylla e
Vip3Aa para varias espécies de Spodoptera, inclusive S. albula. Os autores
ressaltam ainda que a interacdo entre estas toxinas resultam em aumento da

atividade inseticida, devido a auséncia de competicdo por receptor(es). A ClLso de
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cada toxina foi estimada em 15,03 e 3,90 ng de proteina/cm?, respectivamente,

enquanto que a CLs, estimada para a interacéo foi de 1,47 ng de proteina/cm?.

Tabela 2. Estimativa da concentracédo letal média (CL50) de bioinseticidas a base de
Bacillus thuringiensis para lagartas de segundo instar de Spodoptera albula (26 + 1°
C, U.R. 65 5% e fotofase de 14h).

Tratamentos n® Slope + EP CL50 (IC95%) x 10° Vo
Agree 900 0,84 £ 0,05 0,022 (0,008 - 0,097) 12,64
Dipel SC 900 0,52 £ 0,05 0,38 (0,30 - 0,49) 13,61
Xentari 900 1,01 £0,07 1164,64 (1054,06 - 1288,66) 3,83

®n = ndmero de insetos testados
@Qui-Quadrado (P > 0,05).

Santos et al. (2009) avaliaram a atividade toxina individual das toxinas CrylAa
e CrylAb para outras espécies de Spodoptera. Estas toxinas presentes nos
bioinseticidas Dipel SC e Xentari sdo toxicas para os noctuideos S. frugiperda,
Spodoptera cosmioides e Spodoptera eridania. Porém os autores ndo avaliaram a
atividade toxica da toxina CrylC para estes insetos praga. Pereira et al. (2009)
constataram a eficiéncia dos bioinseticidas Xentari e Dipel SC no controle de
lagartas S. eridania de primeiro e terceiro instares.

As diferencas na suscetibilidade acima elencadas podem ter como principal
causa a presenca e auséncia de receptores especificos para as toxinas Cry nas
microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio (GOMEZ et al.,
2007; VALAITIS & PODGWAITE, 2013).

Para que a toxina Cry seja letal para artropodes praga sdo necessarias varias
etapas sequenciais e complexas iniciando pela dissolucéo do cristal apds a ingestéao
(FAST & MILNE, 1979) em pH adequado (GRINGORTEN et al., 1992), ativagao das
pro-toxinas (MOHAN & GUJAR, 2003), ligacdo a receptores especificos nas
microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio (GOMEZ et al.,
2007; BENFARHAT-TOUZRI et al., 2013; VALAITIS & PODGWAITE, 2013) e a

formacdo de poros nestas células, rompendo as estruturas do intestino médio
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(GROCHULSKI et al., 1995). Por fim, a germinacdo dos esporos ingeridos pelo
inseto junto com o(s) cristal(is) desencadeia o processo de septicemia (WILSON &
BENOIT, 1993) causando a morte do organismo alvo. Qualquer interferéncia com
esta cascata de eventos associados ao modo de acédo do Bt auxilia na sobrevivéncia
do inseto e, portanto no desenvolvimento da resisténcia (TABASHNIK, 1994).

E muito comum em trabalhos que visam estimar a Clsy a utilizacdo de
proteinas purificadas de Bt para assegurar que o resultado expresse a atividade
somente de determinadas toxinas Cry, evitando a influéncia de outras toxinas, como
as VIP’s e exotoxinas (ARANDA et al.,1996; BOHOROVA et al., 1997). No processo
de centrifugacédo sequencial adotado neste trabalho considera-se que a eliminagao
das toxinas indesejaveis, foi feita com o descarte do meio, apds a centrifugacéao.
Testes com proteinas purificadas também sao utilizados para estudar a eficiéncia de
uma determinada toxina em relacdo ao inseto-alvo, porém esse nao foi o objetivo
deste trabalho que foi conduzido utilizando-se a suspensao, provavelmente,
contendo mais de uma toxina.

Outro aspecto a ser levado em consideracdo na analise dos dados é a
comparacao entre resultados. Por exemplo, a falta de padronizagdo dos bioensaios,
até 1970, dificultou muito a comparacédo entre estimativas de CLsp, sendo sugerida a
utilizacdo de cepas “padrbes”, para comparagcdes de eficiéncia. As primeiras foram
adotadas somente a partir de 1970. A primeira cepa, denominada Bt thuringiensis E-
61, foi preparada na Franga, porém posteriormente foi trocada pela Bt kurstaki HD-1,
que se mostrou bem mais efetiva que a anterior. Esta padronizagcdo permitiu
comparacdes do seu efeito sobre diferentes espécies-alvo, espécies nao-alvo,
formulagBes e condi¢Bes climaticas. Do mesmo modo, a falta de padronizacdo dos
bioensaios de selecdo € um importante obstaculo para a abordagem do assunto,
uma vez que comparacdes de eficiéncia podem levar a conclusdes pouco confiaveis
(GLARE & O'CALLAGHAM, 2000). Alguns esforcos tém sido feitos no sentido de
minimizar estes problemas como, por exemplo, a formacdo de grupos
interinstitucionais de pesquisa, que utilizam os mesmos métodos de execucao e de
avaliacdo de bioensaios, facilitando assim a interpretacdo dos resultados.

O uso de aditivos e/ou adjuvantes na formulacdo de bioinseticidas €

importante para evitar a perda por evaporacao e também para que o produto cubra
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toda superficie foliar com um grau satisfatério de aderéncia, melhorando a sua
dispersédo e aumentando o periodo residual. Uma grande variedade de ingredientes
tem sido utilizados com esta finalidade: umidificantes, aderentes, dispersantes,
coadjuvantes e agentes protetores (ROSAS-GARCIA, 2009).

Outro fator importante que causa variabilidade nos resultados € a origem das
toxinas. Pequenas diferencas na sequéncia dos aminoacidos de uma mesma toxina
produzida por diferentes cepas de Bt podem influenciar a atividade inseticida para
um determinado inseto alvo (CRICKMORE et al., 1998).

Durante o processo de producdo o Bt €& bastante exigente em termos
nutricionais sendo necessarias quantidades adequadas de carbono, nitrogénio e sais
minerais incluindo calcio, manganés, zinco, ferro, cobre, magnésio e sodio
(VALICENTE et al., 2010).

Neste sentido Hossain et al. (1997) identificaram alguns nutrientes que
influenciam o crescimento do Bt, especialmente o calcio e cobre. Os autores
enfatizaram que a presenca de cobre possivelmente contribui para a formacao de
esporos mais resistentes ao estresse ambiental ou inibe o desenvolvimento de
microrganismos competidores. Ja o célcio é necessario para a termoestabilidade dos
esporos de Bt (DULMAGE & RHODES, 1973) e para o crescimento celular e
producdo das & endotoxinas (SIKDAR et al., 1991).

Estudo detalhado sobre a influéncia do zinco no desenvolvimento do Bt foi
realizado por Yao et al. (2002a). Os autores verificaram que em baixas
concentracdes (até 0,5 mg/dm?®), este elemento auxilia na sintese do DNA e RNA
celular. De 0,5 a 50 mg/dm® ocorre a destruicdo das proteinas, impedindo o
desenvolvimento celular normal, e quando na concentracdo de 60 mg/dm?3, o
desenvolvimento da bactéria é inviabilizado completamente.

Em outro trabalho, Yao et al. (2002b) estudaram o efeito do manganés sobre
0 crescimento Bt. Foi observado pelos autores que em altas concentracdes (80 a
160 mg/dm?®) este elemento é importante para 0 micro-organismo, enquanto que em
baixas concentracdes (inferiores a 80 mg/dm?) foi verificado efeito contrario. Efeito
semelhante foi observado por Polanczyk (2004), onde foi verificado interacao
negativa entre o0 manganés e o crescimento de Bt, com todas as amostras com

valores inferiores a 80 mg/dm®. De acordo com Dulmage & Rhodes (1973), em
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concentracdes adequadas este elemento € essencial para que o Bt inicie 0 processo
de esporulacéo.

Apesar de Dulmage & Rhodes (1973) mencionarem que 0s sais inorganicos
(potassio, magnésio, fésforo, enxofre e menores quantidades de calcio, zinco, ferro,
cobalto, cobre, molibdénio e manganés) sdo essenciais para o0 crescimento dos
micro-organismos, para Bt alguns deles, em determinadas concentracées ou na
presenca de outros elementos, podem influenciar negativamente o crescimento da
bactéria, conforme verificado para o manganés e magnésio por Polanczyk (2004).
Porém, de um modo geral, a presenca de alguns elementos é tdo importante que
existem processos fermentativos submersos para a producdo de Bt, no qual se
utiliza pequenas quantidades de calcio, zinco, manganés e magnésio, como
ingredientes essenciais.

De acordo com os resultados obtidos por Polanczyk (2004) e Yao et al.
(2002a e b), parece Haver um limite quantitativo para cada elemento, podendo os
sais inorganicos, dependendo de sua concentracdo, inibir ou favorecer o
crescimento do Bt.

Os dados do presente estudo enfatizam a possibilidade de uso de
bioinseticidas a base de Bt no manejo de S. albula. O uso destes bioinseticidas esta
de acordo com as premissas do manejo integrado de pragas e podem inclusive
serem utilizados com insetos parasitoides ou predadores de forma aditiva ou
sinérgica (SANAHUJA et al., 2011). Os bioinseticidas tem a importante vantagem de
nao deixar residuos nos alimentos, fato frequentemente constatado com inseticidas
convencionais (ANVISA, 2013) e também o efeito sobre o meio ambiente é
praticamente nulo, ao contrario dos inseticidas convencionais (PALMA, 2011a;
PALMA, 2011b).

4.2 Efeitos subletais
Os efeitos subletais foram avaliados neste trabalho acompanhando-se a

biologia das lagartas sobreviventes aos tratamentos até o final e em seguida foram

pesadas as pré-pupas e pupas (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Peso de pré-pupas de Spodoptera albula sobreviventes a diferentes

concentracOes dos isolados de Bacillus thuringiensis (26 + 1° C, U.R. 65+ 5% e
fotofase de 14h).

Isolados

Concentracdes

Controle

10°

10’

10°

10°

10°*

Bt29
Bt27
Bt20
BtO5
Bt04

0,267+0,005 a
0,267+0,005 a
0,267+0,005 ab
0,267+0,005 a
0,267+0,005 ab

0,302+0,060 a
0,196+0,038 a
0,256+0,028 ab
0,215+0,012 ab
0,248+0,015 ab

0,237+0,029 a
0,221+0,026 a
0,277+0,024 a
0,234+0,027 ab
0,219+0,016 ab

0,216+0,037 a
0,229+0,030 a
0,265+0,016 ab
0,198+0,021 ab
0,215+0,010 b

0,231+0,037 a
0,297+0,030 a
0,195+0,011 b
0,178+0,012 b
0,283+0,026 a

0,241+0,078 a
0,207+0,014 a
0,224+0,015 ab
0,193+0,023 ab
0,279+0,011 ab

Médias (+ EP) seguidas de mesma letra mailscula na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

Tabela 4. Peso de pupas de Spodoptera albula sobreviventes a diferentes

concentracdes dos isolados de Bacillus thuringiensis (26 £ 1° C, U.R. 65+ 5% e
fotofase de 14h).

Tratamentos
Isolados
Controle 108 107 10° 10° 10*
Bt29 0,222+0,006 a  0,249+0,053a  0,193+0,029a  0,173+0,029a  0,193+0,032a  0,203+0,066 a
Bt27 0,22240,006 a  0,155+0,040a  0,183+0,026a  0,187+0,031a  0,245+0,034a  0,166+0,014 a
Bt20 0,22240,006 a  0,213+0,028a  0,230+0,024a  0,216+0,013a 0,157+0,012a 0,178+0,015a
Bt05 0,222+0,006 a  0,177+0,012ab  0,185+0,026 ab  0,159+0,019ab  0,141+0,010b  0,156+0,024 ab
Bt04 0,222+0,006 ab  0,207+0,015ab  0,180+0,014b  0,171+0,010b  0,258+0,022a  0,230+0,012 ab

Médias (= EP) seguidas de mesma letra mailscula na coluna, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

Somente o isolado BtO5 na concentracéo de 10° esporos/mL afetou o peso de

pré-pupa e pupa (Tabelas 3 e 4), com uma reducdo de peso de 44% e 35%,

respectivamente. Cerca de 90% das pupas nao se transformaram em adultos o que

tornou impossivel avaliar o efeito do Bt sobre a longevidade dos adultos e viabilidade

dos ovos. Polanczyk & Alves (2005) constataram efeitos subletais de isolados de Bt

no peso de larvas e pupas de S. frugiperda e, em alguns casos estes efeitos

passaram para a fase adulta afetando a oviposicao e viabilidade dos adultos. Artigo

publicado por Paula et al. (2014) corroboram com estes dados, pois 0s autores
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demonstraram que em condi¢cbes de laboratério que a toxina CrylAc de Bt passa
para a F1 de Chlosine lacinia (Lepidoptera: Nymphalidae).

Apesar do principal foco da maioria dos estudos toxicolégicos ser a
sobrevivéncia e mortalidade dos insetos, hd uma consciéncia crescente sobre a
importancia de efeitos toxicos néo letais. Os individuos que sobrevivem a exposicao
de um determinado produto toxico podem ainda causar danos significativos ou, ao
contrario, os individuos sobreviventes ndo podem mais causar danos e deveriam ser
contados como “mortos”. Os efeitos subletais, de uma forma geral, podem se
manifestar como reducdes no tempo de vida, das taxas de desenvolvimento, da
fertilidade, e da fecundidade, mudancas na razdo sexual, e as mudancas de
comportamento, tais como a alimentacédo, a procura, e postura. Assim, substancias
toxicas podem exercer efeitos sutis, bem como aqueles evidentes que devem ser
considerado na analise do seu impacto. Para Bt os efeitos subletais, dependendo da
dose ingerida, mais comumente observados séo inibicdo da alimentacao, reducao
do peso pupal, prolongamento do ciclo e aumento da incidéncia de polimorfismo no
desenvolvimento (STARK & BANKS, 2003).

Salama & Sharaby (1988) observaram que Bt galleriae afetou a producéo e a
fecundidade dos ovos. De modo semelhante, Pedersen et al. (1997) e Salama et al.
(1981) relataram a reducao na oviposicao e fertilidade dos ovos para véarias espécies
de insetos. Porém, diferente dos resultados obtidos neste trabalho, Ramachadran et
al. (1993) nédo observaram efeito prejudicial de CrylAa no peso de pupas de
Choristoneura fumiferana (Lepidoptera: Tortricidae) e Hyphantria cunea
(Lepidoptera: Arctiidae), sugerindo que esse efeito pode variar de acordo com a
toxina testada. Ao contrario, Moreau & Bauce (2003) observaram um aumento do
tempo de desenvolvimento larval em 14% e reducéo significativa do peso de pupas
de C. fumiferana.

Fast & Reginere (1984) estudaram a capacidade desta espécie de recuperar
da infeccdo por Bt ap6s um periodo de tempo, em todas as concentracfes
cumulativas a mortalidade aumentou até cerca de 10 dias depois do inicio do ensaio.
A extensdo do periodo de exposicdo de 1 dia a continua (equivalente a uma
exposicao de 6 dias), resultou em reducédo de 500 vezes da CLsp € uma reducao

equivalente no TLso. Algumas lagartas se recuperam se for permitido se alimentar de
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dieta sem Bt, mesmo apds exposicdo durante 4 dias em uma concentracdo muito
elevada de Bt. A taxa de crescimento de larvas recuperadas € normal, mas o tempo
necesséario para o crescimento normal de curriculo varia de acordo com a dose e
duracgéo da exposicao.

Lira et al. (2013) avaliaram o efeito da toxina CrylBhl em Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera: Crambidae), Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) e S.
frugiperda. Além do efeito letal, os autores descreveram uma redugdo superior a
80% do crescimento larval em individuos sobreviventes aos tratamentos. No trabalho
gue caracterizou a resisténcia de S. frugiperda para o milho Bt em Porto Rico, Storer
et al. (2010) verificaram taxas de inibicdo do crescimento larval superior a 100 vezes
em populacdes resistentes.

Ghassemi-Kahrizeha & Aramidehb (2015) estudam o efeito de Bt sobre o
besouro da batata (Leptinotarsa decemlineata) e enfatizaram que apenas 15% dos
individuos  sobreviventes tornaram-se adultos, ou seja, completam o
desenvolvimento. A mortalidade pupal das lagartas sobreviventes ficou em torno de
50%. Os autores constataram que larvas grandes do besouro da batata
permanecem em plantas apos a aplicacdo de Bt causando danos significativos. Mas
estas larvas grandes sdo incapazes de se alimentar e até mesmo se elas se
alimentam, para estes sobreviventes, houve alta mortalidade durante a fase de pupa
e houve um atraso no desenvolvimento para a fase de adulto e se eles se tornam
insetos adultos, eles ndo vao ter desenvolvimento e fisiologia normais e,
consequentemente, o dano que eles causam n&o sera consideravel. Apenas
contando com a taxa de mortalidade das larvas em um curto periodo de tempo néo
pode fornecer uma boa estimativa do o nivel de protecdo das culturas obtidas
através da aplicacdo de Bt; por conseguinte, a mortalidade causada pela aplicacédo
de inseticidas a base de Bt ser4 mais elevados do que os valores estimados.

Stark & Banks (2003) sugerem estudos demograficos como um meio mais
adequado para avaliar o efeito total de substancias téxicas em insetos,
simplesmente porque estes estudos sdo capazes de demonstrar todos os efeitos
gue uma substancia téxica pode ter em uma populacdo. Além disso, estudos
demograficos sdo geralmente conduzidos durante todo o periodo de vida de um

organismo e, assim, proporcionam um retrato completo da toxicidade. Estudos
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demograficos toxicolégicos ou experimentos de resposta das tabelas de vida
proporcionam uma medida do efeito toxico de substancias na taxa de crescimento
da populagéo.

As tabelas de vida sdo instrumentos muitos uteis para esta finalidade, pois
expbe grupos de individuos a doses ou concentracbes crescentes de uma
substancia téxica ao longo do tempo de vida do inseto. Existem importantes
vantagens inerentes a utilizacdo das tabelas de vida em relagdo as estimativas de
concentracdo letais tradicionais. Além de expressarem a medida global de efeito
toxico obtido, outras interacdes que ndo sdo perceptiveis a curto prazo podem ser
avaliadas nas tabelas de vida. Por exemplo, os resultados de varios estudos
indicaram que os efeitos subletais podem ser muito sutis e afetam populagcdes em
concentracfes mais baixas do que a curva de resposta a concentracao letal. Stark &
Banks (2003) enfatizaram que alguns agentes toxicos podem afetar parametros
demograficos bem abaixo da curva de concentracdo-resposta, resultando em
diminuicdo da populacdo ou mesmo sua extincdo em concentracfes que pela
analise normal dos dados (mortalidade) ndo teriam nenhum efeitos sobre os
individuos.

Outro fenbmeno que pode ocorrer em populacdes estressadas é aumentar a
reproducdo. A compensacao da populagcdo é o processo pelo qual o potencial
reprodutivo de sobreviver dos individuos numa populacdo aumenta, porque ha
menos competicado por recursos com a reducdo do namero de individuos. A remocao
dos individuos de uma populacdo, seja através da acdo de substancias toxicas,
resulta em sobreviventes que tém mais recursos disponiveis, e, assim, eles podem
reproduzir a uma taxa maior. Os descendentes também sao normalmente mais
saudaveis e pesam mais.

A principal desvantagem da utilizacdo da toxicologia demografica é que o
desenvolvimento da tabela de vida pode ser complexa e demorada. Além disso,
existem limitacdes para espécies que tém longos ciclos de vida e maturacdo sexual
demorada, periodos de pre-oviposicdo prolongados e baixo numero de
descendentes. Além disso, taxas de crescimento populacional obtidas em condi¢cdes
de laboratorio néo refletem as condicBes do inseto na natureza: a dependéncia da

densidade, a concorréncia, imigragdo, emigracao, predacéo e / ou parasitismo nao
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sdo avaliados em tabela de vida. Outro problema com muitas respostas a tabela de
vida € que 0s organismos estdo expostos a concentracdes toxicas constantes
guando, na verdade, muitas substancias toxicas degradam no ambiente ao longo do
tempo (STARK & BANKS, 2003).

Sedaratian et al. (2013) avaliaram os efeitos subletais de Bt em H. armigera
utilizando esta metodologia e constataram que a duracdo dos instares larvais de H.
armigera foi significativamente afetada pelo Bt. Além disso, a fecundidade foi
também afetada negativamente em mariposas fémeas obtidas a partir de recém-
nascidos tratados com Bt kurstaki, com a taxa de eclosdo de ovos quase zero. Os
autores também apresentam dados que suportam que o efeito de concentracdes
subletais de Bt kurstaki pode passar para a proxima geragao.

Concentracdes subletais de Bt kurstaki reduziram a taxa liquida de
reproducdo, e também foram relatadas diferencas significativas entre os valores
deste parametro em todos os tratamentos testados quando comparados com a
testemunha. As taxas intrinseca e finita de aumento foram significativamente
menores nos insetos tratados com Bt kurstaki em comparacdo com a testemunha.
Consequentemente houve reducdo da taxa de desenvolvimento para H. armigera
tratadas com Bt kurstaki, o tempo médio entre geracdes e tempo de duplicacdo
foram significativamente superiores em insetos expostos a qualquer concentracao de

Bt kurstaki em comparagao com a testemunha.

5. CONCLUSOES

O bioinseticida Agree foi 0 mais virulento para S. albula.

O isolado Bt05 afetou o peso pré-pupas e pupas de S. albula sobreviventes.
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