UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “J ULIO DE MESQUITA
FILHO” FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS CAMPUS DE JABOTICABAL

CONDICIONAMENTO BIOLOGICO DE Anticarsia gemmatalis
HUBNER, 1818 EXPOSTA A CONCENTRACOES DE
Bacillus thuringiensis BERLINER, 1915

Fabricio Oliveira Fernandes

Engenheiro Agrébnomo

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “J ULIO DE MESQUITA
FILHO” FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS CAMPUS DE JABOTICABAL

CONDICIONAMENTO BIOLOGICO DE Anticarsia gemmatalis
HUBNER, 1818 EXPOSTA A CONCENTRACOES DE
Bacillus thuringiensis BERLINER, 1915

Discente: Fabricio Oliveira Fernandes

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Antonio Polanczyk

Coorientadora: Profa. Dra. Janete Apparecida Desidério

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus
de Jaboticabal, como parte das exigéncias
para a obtencdo do titulo de Doutor em
Agronomia (Entomologia Agricola)

2020



Fernandes, Fabricio Oliveira
F363c
Condicionamento bioldgico de Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818

exposta a concentrag¢des de Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 / Fabricio

Oliveira Fernandes. -- Jaboticabal, 2020

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias, Jaboticabal

Orientadora: Ricardo Antonio Polanczyk

Coorientadora: Janete Apparecida Desidério

1. Lagarta da soja. 2. Controle microbiano. 3. Efeito subletal. 4.
Progénie. I. Titulo.

Sistema de geracao automatica de fichas catalogréaficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp®

Cémpus de Jabotlcabal

CERTIFICADO DE APROVAGAD

TITULO DA TESE: CONDICIONAMENTO BIOLOGICO DE Anticarsia gemmatalis HOBNER, 1818
EXPOSTA A CONCENTRAGOES DE Bacillus thuringiensis BERLINER, 1915

AUTOR: FABRICIO OLIVEIRA FERNANDES
ORIENTADOR: RICARDO ANTONIO POLANCZYK
COORIENTADORA: JANETE APPARECIDA DESIDERIO

Aprovado como parte das exigéncl.as para obtencdo do Titulo de Doutor em AGRONOMIA
(ENTOMOLOGIA AGRICOLA), pela Comissfe Examinadora: '

i

| & -
Prof. Dr. RICARDO ANTONIO POLANCZYK . «‘\ MQNL%:@/
Departamento de Fitossanidade / FCAVY f UNESP - Jaboticabal

Prof. Dr. FERNANDO HERCOS VALICENTE (VIDEOCONFERENCIA)
Centro Nacional de Pesquisa de Milho & Sorgo-EMBRAPA [ Sefe Laguas/MG

Pesquisador Dr. LUIS GARRIGOS LEITE (VIDEQCONFERENCT A)
Laboratdrio de Controle Biolégico-Instituta Bioldgico de S&o Paulo / Sio Paulo/SP

Prof®, DF. REMATA DE LIMA (VIDEQCONFERENCTIA CL&[CM N
Universidade de Soracaba (UNISO) f Sorocaba/SE

Prof. Dr. DANIEL JUNIOR DE ANDRADE {(VIDEOCONFERENCTA) . E
Departamento de Fitossanidade / FCAVY / UMESP - Jaboticabai

Jaboticabal, 23 de abril de 2020

Facyidade de Cilinsies Aprdras & Wedecr = Clmpap do -
E W g Acesso Prfessor Pauk Densto Castolane, s, 14084600, Mabcticabal - S8 Pinda
IS wwe SV, 1 0. bRy Fa-agriechalCNP.: 48 051 STAI0 | 20T,




Curriculares do Autor

Fabricio Oliveira Fernandes, nascido no municipio de Corinto, MG, em 18
de setembro de 1989. Formado em Técnico em Meio ambiente pela Escola
Técnica Municipal de Sete Lagoas (2007-2009), ingressou em agosto de 2009
nos cursos Bacharel em Biossistemas (2009-2012) e Engenharia Agronémica
(2009-2014) pela Universidade Federal de Sao Jodo Del-Rei (UFSJ - campus
Sete Lagoas). Realizou iniciacdo cientifica em entomologia agricola (2010-
2012), sob orientacdo do Prof. Dr. Marcos Antonio Matiello Fadini (UFSJ -
campus Sete Lagoas), com bolsa de iniciacdo cientifica (IC) (CNPq (PIBIC)),
avaliando a abundancia de acaros fit6fagos e predadores em seringueira Hevea
brasiliensis, evidenciada principalmente a partir de resumos apresentados em
congressos. Ingressou ha Embrapa Milho e Sorgo (2012-2014), sob orientacéo
do Prof. Dr. Fernando Hercos Valicente o estagio extracurricular (FUNARBE),
desenvolvendo formula¢des a base de baculovirus para o controle da lagarta do
cartucho, evidenciada com apresentacao de resumos em congressos. O estagio
obrigatorio foi realizado na empresa de assisténcia técnica EMATER (2014-
2014) em propriedades que produziam olericolas, cereais e floresta. Em margo
de 2015, iniciou o Mestrado em Entomologia pela Universidade Federal de
Pelotas (UFPel - campus Capéo do Leao), sob orientacdo da Profa. Dr. Ana
Paula Schneid Afonso da Rosa com vigéncia entre margo de 2015 a fevereiro de
2017 (CAPES), periodo no qual desenvolveu pesquisas de campo avaliando o
desempenho de cultivares de milho e soja para resisténcia a noctuideos e
pentatomideos e analise econbmica. Durante o Mestrado em Entomologia
auxiliou em outras pesquisas desenvolvidas pela equipe da referida orientadora,
além da apresentacdo de trabalhos em congressos relacionados com
entomologia agricola e publicacdes de artigos em revistas cientificas. Em margo
de 2017 ingressou no Doutorado em Agronomia (Entomologia Agricola)
(CAPES) pela Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FCAYV -
Unesp), sob orientacdo do Prof. Dr. Ricardo Antonio Polanczyk, avaliando o
condicionamento biolégico da lagarta-da-soja exposta a concentracdes de

Bacillus thuringiensis Berliner 1915 com vigéncia até margo de 2020.



“Tudo vale a pena quando a

alma nao é pequena”

Fernando Pessoa



Aos meus pais, Salustriano Fernandes e Francisca Fernandes, e a minha
irma Fabiana Fernandes, que me proporcionaram a oportunidade de alcancar
meus sonhos e participarem de todas as minhas conquistas. Por todo amor,
carinho e confianga! Aos meus avos Manoel Oliveira e Edite Vieira que nem

tenho palavras suficientes para descrever o carinho e bondade!

DEDICO



Agradecimentos

A Deus por me orientar e me dar forcas para seguir em frente
ultrapassando inUmeros obstaculos.

Aos meus familiares, minha mae Francisca Fernandes, meu pai
Salustriano Fernandes e minha irma Fabiana Fernandes, pelo amor e carinho
durante todos estes anos de estudo e dedicacao exclusiva a pesquisa.

As minhas amigas Tamires Doroteo, Ariadne Sanches, Tamiris Souza e
Andressa Vilela que serei eternamente grato, por acreditar e confiar em meus
objetivos e estarem sempre comigo mesmo em momentos dificeis.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal (FCAV -
Unesp), por oferecer todo o suporte técnico, cientifico e de infraestrutura para
minha formagé&o profissional.

Ao Departamento de Fitossanidade (FCAV - Unesp), que possibilitou o
pleno desenvolvimento de minhas pesquisas.

Ao Programa de Pdés-Graduacdo em Agronomia (Entomologia Agricola)
(FCAV - Unesp), pela oportunidade concedida para o desenvolvimento do
Doutorado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concessédo da modalidade da bolsa de estudos de Doutorado. O
presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Finance Code 001.

Aos Professores do Departamento de Fitossanidade (FCAV - Unesp),
responsaveis pela formacado profissional dentro do contexto da éarea de
Entomologia Agricola.

Ao meu orientador Prof. Dr. Ricardo Antonio Polanczyk pelo incentivo
profissional, responsaveis pelo meu amadurecimento profissional e pessoal, que
possibilitaram o desenvolvimento desta tese.

Aos Servidores do Departamento de Fitossanidade (FCAV - Unesp). Aos
aos integrantes do Laboratorio de Controle Microbiano de Artrépodes Pragas
(LCMAP) (FCAV - Unesp), que contribuiram de alguma forma pelo meu

aprendizado profissional e pessoal.



Ao Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria (FCAV - Unesp),
que possibilitou o pleno desenvolvimento de minhas pesquisas, funcionarios,
discentes e docentes.

A Profa. Dr. Janete Apparecida Desidério que me acolheu como filho e
auxiliou no desenvolvimento do conhecimento na area de biologia molecular e,
acabou despertando meu interesse.

Ao técnico de laboratorio Rodrigo Takeshi Uchiyama pelo incentivo,
ensinamentos e amizade, meu eterno obrigado.

A equipe do Laboratorio de Genética de Bactérias e Biotecnologia
Aplicada (LGBBA) que se tornou minha segunda familia e responséaveis por gerar
um maior conhecimento na area de biologia molecular, além dos incentivo e
amizade.

E aos demais colegas que de alguma forma participaram dessa caminha

0 meu muito obrigado.



SUMARIO

RESUMO ...ttt e e e ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e nna e [
ABSTRACT ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e ii
CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS .....oooviivieeieeeeeeeeeeeee e, 15
1. INTRODUGAO ......coiiiieicee ettt ettt s 15
2. REVISAO DE LITERATURA ... .ottt 18
2.1. A lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818).........ccccccvveeen. 18
2.1.1. Distribuicdo Geografica e Plantas Hospedeiras...........cccccccceeeneeennnn. 18
2.1.2. Aspectos Bioecoldgicos de Anticarsia gemmatalis ..............cccoo....... 19
2.2. A bactéria Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 ...........ccccccvvvvvviinnnnnnnnnns 20
2.2. 1. HISEOMCO ..o 20
2.2.2. ASPECIOS QEIAIS.....cciiiiiiiiiiiieiieeee et 22
222G T Y (o o [o o [T Vot~ Lo R 24
2.3. Efeitos subletais em artrOpodes-praga........cccceeeeeevvveevviiiiieeeeeeeeeeiiiinnn 27
2.4. Efeitos fiSIOIOQICOS .....ciiiiiiiiiiiieeeee e 28
2.4.1. Parametros de desenvolVImMeNntO.........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeee 28
2.4.2. Longevidade de adultos e fecundidade.............ccccoeeeeeiiiiiiiiiinnneeenn, 30

P2 G T 10 00 1T =T = 32
2.5. Efeitos N0 cOMPOrtamento .........coeeeeeeeiiiiiiiie e 34
2.6. Resisténcia de insetos-praga as tOXiNAS ......coeveeeeeiveeeiiiiiiii e, 35
3. REFERENCIAS ......cooiitiieteteeee ettt 37

CAPITULO 2 - GERACOES DE Anticarsia gemmatalis HUBNER, 1818
APRESENTAM DIFERENTES RESPOSTAS A Bacillus thuringiensis

BERLINER, L9117 ..ottt 57
RESUMO ...ttt e e e e e e e e e e e 57
ABSTRACT L.ttt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaas 58
1. INTRODUGAO ..ottt nene, 59
2. MATERIAIS E METODOS ......oviiiiiieeeeee ettt 61
P2 T O = Vo= To 0 [0 S | 1S (1 61
2.2. Estimativas das Concentrag0es letaisS (CL)..........uuuvuvmmrmiiimiiiiiiiiiiiiiiinnnns 61
2.3. Avaliacéo dos efeitos subletais ... 62
2.4. Delineamento exXperimental.......... ... .uuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiieiees 62
3. RESULTADOS . ... ittt e e e e e e e s et e e e e e e e e e eanns 63
A, DISCUSSAO ..ottt ettt 68
5. CONCLUSAD ..ottt 73
B. REFERENCIAS......coiiitiiitetiietee ettt sttt sttt s e ne e 74



CAPITULO 3 - CONDICIONAMENTO BIOLOGICO DE Anticarsia gemmatalis
HUBNER, 1818 EXPOSTA A SUBDOSES DE Bacillus thuringiensis

o L = T 81
RS U1 81
N = 1S 3 2 ¥ N O 82
1. INTRODUGAO ......ooiitieeeeee ettt 83
2. MATERIAIS E METODOS .....coooviiiiieceectecteceeee e ete ettt 84
P2 R O = Tor= To o [0 K | £ 151 (o 1 TR 84
2.2. Concentragies letaiS (CL) ....uuuuuriiiee e 84
2.3. Estudo dos efeitos SUDIEAIS........cooeeeeiiieeeiiiie e 85
2.4, Delineamento experimental................ueeueeiiiiiiiiiiiiiiiieiiees 86
3. RESULTADOS ... .o 87
A, DISCUSSAOD ..ottt sttt e bens 97
5. CONCLUSAOD ..ottt 100
B. REFERENCIAS........ccoitieeieeeeieeeeeteee ettt 101

CAPITULO 4 - MORFOMETRIA DE ADULTOS DE Anticarsia gemmatalis
HUBNER, 1818 EXPOSTOS A SUBDOSES DE Bacillus thuringiensis

o L = T N 107
RS U1 107
N = 1S 3 2 ¥ AN O 108
| N = 1011007\ @ J 109
2. MATERIAIS E METODOS .....oouiiiviieeeeeeeee ettt 110

P2 I O - Tor= T o [0 N | £ 1S (1N 110

2.2. Concentragies letais (CL) ......uuciiiie e 111

2.3. EStudo dos efeitos SUDIETAIS.......cooeeeeeieeeiiiiiie e 112

AT B @] o) (=1 g o= ToJe (o130 F= o [0 1S N 112

2.5. ANAlise dOS dadOS.........ccoiiiiiiiiii e 113
3. RESULTADOS ... .o 114
A, DISCUSSAOD ..ottt 123
5. CONCLUSAD ..ottt 127
6. REFERENCIAS.......coooieieiieeceeee ettt 128
CAPITULO 5 - EFEITO SUBLETAL DE Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 NA
ATIVIDADE PROTEOLITICA DE Anticarsia gemmatalis HUNBER, 1818 ..... 134
RS U1V T 134
N 2 E 3 2 ¥ AN O 135
1. INTRODUGAO ......ooiiieeeeeeeeeeeeeeee ettt 136
2. MATERIAIS E METODOS .....oouviiiiiieeceeceeeee ettt 137

P2 I O = Tor=To o [0 N 1S (1N 137



2.2. Concentracoes letais (CL) para o bioinseticida Dipel SC...................... 138

2.3. EXpressao e extracao de CryLAC........cccuuuiiiiiieeeeeeeeiiee e 139
2.4. Concentracao letal (CLso) para protoxina CrylAC .......ccceeeeeeeeriiiinnnnne. 140
2.5. Avaliagdo da atividade proteolitiCa..........cuuveeeeeieiriiiiiiiiiieeeeee e 140
2.6. Eletroforese SDS-PAGE 12% e quantificacdo das protoxinas............. 141
2.7. Delineamento experimental.................eueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 142
3. RESULTADOS ... .o 143
A, DISCUSSAOD .....coiiiiieieiee ettt 150
5. CONCLUSAD ..ottt 153
B. REFERENCIAS.......coiiiiiteiiiiiteietetee ettt 154

CAPITULO 6 - CONSIDERACOES FINAIS .....cooviiieeeicieeeeeeeeeee e 160



CONDICIONAMENTO BIOLOGICO DE Anticarsia gemmatalis HUBNER,
1818 EXPOSTA A CONCENTRA(;OES DE Bacillus thuringiensis BERLINER,
1915

RESUMO - O objetivo desse trabalho foi avaliar o condicionamento biolégico de
A. gemmatalis submetido a subdoses do bioinseticida Dipel SC. A partir da
estimativa da curva resposta de A. gemmatalis ao Dipel SC pela analise de Probit
os tratamentos CLs, CLio, CLis, CLz2o, CL2s foram utilizados em 10 repetices
com 10 lagartas de 2° instar, totalizando 100 lagartas. O delineamento
inteiramente casualizado foi utilizado para as variaveis indice de adaptacéo,
peso, longevidade e viabilidade das fases de ovo, lagarta, pré-pupa, pupa,
adultos e pré-oviposicdo; e confeccionar a tabela de vida. Os parametros
morfométricos foram dispostos em arranjo fatorial 3 (F1, F2, F3) x 5 (CLs, ClLuo,
CLis, ClL2o e a testemunha) x 22 (largura, comprimento e &rea das asas anterior
e posterior, peso do tegumento, térax, abdome, asas e o adulto integro de ambos
0s sexos). E o teste de protedlise da protoxina CrylAc verificou a degradacéo
pelo suco intestinal dos insetos sobreviventes. As amostras foram incubadas a
30°C a 100 rpm sendo coletados 15 pl em diferentes intervalos (0, 60, 180
minutos) acondicionado tampao de amostra utilizado em preparagdes para gel
SDS-PAGE. O indice de adaptacdo apresentou uma associacdo entre o
aumento da concentracdo subletal com a reducéo do nivel de adaptacédo na 3°
geracgao. AlteragOes na razao sexual foram observados nos tratamentos CL2o e
CLs. Nos parametros da tabela de vida, houve associacdo do aumento da
concentracdo do bioinseticida com reducdo nos parametros taxa liquida de
reproducdo e taxa finita de aumento. O parametro tegumento + adultos integros
(TEG+T) em ambos 0s sexos repetiram ao longo das trés geragdes avaliadas. O
tratamento CLs apresentou um aumento na atividade proteolitica apos 60
minutos em relagdo ao tratamento ClL2s e ao controle. O condicionamento
biologico de A. gemmatalis foi afetado apresentando um custo para sobreviver
as subdoses, refletindo na biologia, morfologia e fisiologia da espécie.

Palavras-chave: lagarta da soja, controle microbiano, efeito subletal, progénie.



BIOLOGICAL CONDITIONING OF Anticarsia gemmatalis HUBNER, 1818
EXPOSED TO CONCENTRATIONS OF Bacillus thuringiensis BERLINER,
1915

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the biological
conditioning of A. gemmatalis submitted to underdoses of the bioinsecticide Dipel
SC. From the estimate of the response curve of A. gemmatalis to Dipel SC by
Probit analysis, treatments LCs, LCio, LCa1s, LC20, LC25 were used in 10 repetitions
with 10 caterpillars of 2"% instar, totaling 100 surviving caterpillars. The completely
randomized design was used for the variables adaptation index, weight, longevity
and viability of the egg, caterpillar, pre-pupa, pupa, adults and pre-oviposition
phases; and the life table was made. The morphometric parameters were
arranged in a factorial arrangement 3 (F1, F2, F3) x 5 (LCs, LC10, LC15, LC20 and
the control) x 22 (width, length and area of the anterior and posterior wings,
weight of the integument, chest, abdomen, wings and the adult of both sexes).
The CrylAc protein proteolysis test was performed to verify the degradation by
the intestinal juice of the surviving insects. The samples were incubated at 30°C
at 100 rpm and 15 yl were collected at different intervals (0, 60, 180 minutes)
containing sample buffer used in preparations for SDS-PAGE gel. The adaptation
index showed an association between an increase in sublethal concentration and
a reduction in the level of adaptation in the 3™ generation. Changes in sex ratio
were observed in treatments LC20 and LCs. In the parameters of the life table, an
association with the increase in the concentration of the bioinsecticide there was
a reduction in the parameters net reproduction rate and finite rate of increase.
The tegument parameter + healthy adults (TEG + T) in both sexes were repeated
over the three generations evaluated. The CL5 treatment showed an increase in
proteolytic activity after 60 minutes compared to the CL25 treatment and the
control. The biological conditioning of A. gemmatalis was affected, presenting a
cost to survive the underdoses, reflecting in the biology, morphology and
physiology of the species.

Keywords: soybean caterpillar, microbial control, sublethal effect, progeny.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O Brasil € 0 segundo maior produtor de soja com 122,1 milhfes de
toneladas comercializadas na safra 2019/2020. A cultura da soja representa
crescimento na area de 2,7% em relacdo a ultima temporada, continuando a
tedéncia de aumento das utlimas safras (Conab, 2019). Entretanto, existem
fatores abidticos e bidticos que limitam a producdo agricola, entre estes se
destacam os artrépodes-praga que proporcionam cerca de 19% de reducao na
produtividade (Moscardi et al., 2012).

O controle quimico é o mais utilizado para reduzir as perdas causadas
pelos artrépodes-praga. Esta preferéncia se deve ao fato desses produtos
apresentarem efeito de choque e alta persisténcia (Melo et al., 2018). No entanto,
a sua utilizacdo de forma inadequada afeta a saude humana, inimigos naturais
e organismos nao alvo como os polinizadores, além de contribuir na selecdo de
individuos resistentes no campo (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016; Bueno et al.,
2017).

O controle biolégico é uma alterativa ao controle quimico, apresentando
como vantagens especificidade e seletividade (Glare et al., 2012; Parra, 2014;
Lacey, 2017). Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 € uma bactéria utilizada na
forma de bioinseticida ou na biotecnologia com insercdo dos genes cry da
bactéria em plantas para a obtencédo de resistencia a insetos, conhecidas como
plantas transgénicas ou plantas Bt (Konecka et al., 2018). Logo, a bactéria é
estudada com outras finalidades como controle de doencas fungicas em plantas
(Deepak e Jayapradha, 2015), biorremediacdo (Aceves-Diez et al., 2015;
Ferreira et al., 2016) ou tratamento de ceélulas cancerigenas humanas
(Sathishkumara et al., 2018; Chubicka et al., 2018).

Apesar do uso tradicional do B. thuringiensis como bioinseticida, o
surgimento das plantas Bt com alta eficiéncia de controle, especificidade e
facilidade de implementacéo reduziu a adoc¢ao dos bioinseticidas a base de B.
thuringiensis, pois acreditava-se que esta biotecnologia dominaria
completamente a producéo de alimentos (Schinemann et al., 2014; Polanczyk
et al., 2017).
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Com a alta adocao de &reas comerciais com insercdo de genes cry do B.
thuringiensis, cultivadas em cerca de 2,15 bilhdes de hectares (ISAAA, 2018), a
resisténcia de populacdes de insetos as plantas Bt tem sido relatada em
Pectinophora gossypiella Saunders, 1844 (Lepidoptera: Gelechiidae) na india
(Dhurua e Gujar, 2011), Helicoverpa armigera Hubner, 1808 (Lepidoptera:
Noctuidae) (Zhang et al., 2011) na China, Spodoptera frugiperda Smith, 1797
(Lepidoptera: Noctuidae) em Porto Rico, Brasil e Carolina do Norte (Storer et al.,
2012; Monnerat et al., 2015; Li et al., 2016) e Helicoverpa zea Boddie, 1850
(Lepidoptera: Noctuidae) em Louisiana (Kaur et al., 2019).

Por outro lado, bioinseticidas a base de B. thuringiensis, foram
imprescindiveis para conter surtos de Chrysodeixis includens Walker, 1858
(Lepidoptera: Noctuidae) e H. armigera nas safras 2012/2013 e 2013/2014 no
Brasil (Polanczyk et al., 2017). Essas espécies sdo importantes pragas da soja,
assim como Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) que pode
ocorrer em todas as regides produtoras de soja do Brasil. Na fase larval, a espécie
pode consumir cerca de 85 cm? a 150 cm? de area foliar causando a desfolha total
da planta (Moscardi et al., 2012; Céleres, 2018; Embrapa, 2018).

Com a adoc¢do da soja Bt em grandes areas expressando uma Unica
toxina (CrylAc) sem ou pouca adocgdo de areas de refugio, ha uma grande
chance da evolucao da resisténcia, processo governado por fatores genéticos e
bioecolégicos que se inter-relacionam (Ferré e Van-Rie, 2002; Maia, 2003;
Andow, 2008). Estudos demostram que a sucesséao de cultivos de algodao e soja
expOe populacdes de H. virescens a intensa pressao de selecéo a toxina CrylAc,
o qual apresentou razao de resisténcia > 10.000 vezes, apos 19 geracdes de
pressdo de selecdo com CrylAc incorporada em dieta artificial (Gould et al.,
1995).

Aléem disso, existem discussdes sobre a utilizacao de bioinseticidas a base
de B. thuringiensis em éarea de plantas transgénicas desde que as toxinas
presentes nos bioinseticidas ndo ocupam o mesmo sitio de ag¢ao, nos insetos-
praga, daqueles presentes nas plantas Bt (Jakka et al., 2014). Desta forma é
possivel compatibilizar o controle biologico e a tecnologia das plantas Bt, que
pode ser bem sucedido no manejo integrado de pragas, desde que a escolha do
produto seja feita corretamente (Fernandes et al., 2018; Fernandes et al., 2019;

Fernandes et al., 2020a).
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Em adicao, a capacidade de lepidopteros praga evoluirem resisténcia a
toxinas Cry foi reportada para linhagens de laboratorio de Spodoptera exigua
Hubner, 1808 e Spodoptera littoralis Boisduval, 1833 a CrylAc (Moar et al., 1995;
Muller-Cohn et al., 1996) e a campo para S. frugiperda a CrylF (Storer et al.,
2010). Resisténcia pode ser definida como um fendmeno evolucionario com
alteragbes genéticas que ocorre em reposta a continua pressdo de selegcéo
exercida por diferentes agentes de controle (Storer et al., 2010; Bernardi et al.,
2011).

E para que ocorra esse fenbmeno, a frequéncia como a espécie é exposta
a concentracdo de B. thuringiensis vai definir a evolucdo da resisténcia ou
ocasionar efeitos subletais a praga, ndao eliminando a possibilidade de ocorrer
efeitos subletais na espécie resistente (Eizaguirre et al., 2005; Herrero et al.,
2016).

Efeitos subletais sdo definidos como interferéncias nos processos
fisiolégicos e comportamentais nos individuos que sobrevivem, como por
exemplo, exposicdo a um bioinseticida. O resultado pode ser um aumento no
gasto energético que tera consequéncias negativas ou positivas nos parametros
de desenvolvimento biologico da espécie-praga (Osman et al., 2018).

O espécime que apresenta efeitos subletais pode causa uma diversidade
de respostas. O fenbmeno é conhecido como hormese e, pode trazer
consequéncias como contribuir para surtos de insetos-praga, ressurgéncia de
pragas secundarias ou até mesmo interposicao em intera¢des entre organismos
(Guedes e Cutler, 2014).

Condi¢cdes ambientais e a tecnologia de aplicacdo adotada s&o o0s
principais fatores que impedem a administracdo de uma dose letal a uma
populacdo de inseto-praga (Sedaratian et al., 2013). Portanto, sdo necessarios
estudos que avaliem a interacao patogeno x hospedeiro ao longo do tempo para
fornecer subsidios ao manejo da praga.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o condicionamento biologico de A.
gemmatalis submetido a concentracdes do bioinseticida Dipel SC ao longo das

geracoes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)

2.1.1. Distribuicdo Geogréfica e Plantas Hospedeiras

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera:
Erebidae) € uma espécie de climas tropicais e sub-tropicais com ocorréncia
restrita ao continente americano (Haase et al., 2015 a; b). E uma das principais
pragas desfolhadora da cultura da soja nos Estados Unidos, México, Colémbia,
Venezuela e Argentina (Hoffman-Campo et al., 2000). No entanto, a dinamica
populacional e a bioecologia podem variar de forma significativa de acordo com
as condic¢des de temperatura e disponibilidade do alimento (Milano et al., 2008).

No Brasil, A. gemmatalis foi considerada durante muito tempo, a principal
praga na cultura da soja. A partir da safra 2003/2004 a lagarta falsa-medideira,
C. includens deixou de ser praga secundaria e atingiu junto com a A. gemmatalis
o status de praga primaria (Carvalho, 2015).

Os surtos de C. includens, tornaram-se frequentes devido ao uso
excessivo de fungicidas para o controle da ferrugem asiatica da soja
(Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., 1914) que contribuiu para a eliminacao
de fungos entomopatogénicos que mantinham a populacdo do inseto em
equilibrio (Sosa-Gémez et al., 2014). Em pouco tempo, a ocorréncia de ambas
lagartas desfolhadoras comecou a ser relatada nos principais estados
produtores de soja do Brasil, de forma isolada ou associada (Bueno et al., 2007).
Os ataques dessas pragas tém sido relatados, mais frequentemente, nas regioes
centro-oeste, sudeste e sul do Brasil (Moscardi et al., 2012; Botelho et al., 2019).

A permanéncia do inseto no campo pode ser atribuida ao seu amplo
espectro de plantas hospedeiras, incluindo cultivadas e silvestres. A continua
producédo de alimentos nas regides tropicais e subtropicais levou a formacao de
pontes verde, ou seja, a sequéncia ininterrupta de culturas que beneficiam
pragas polifagas (Oliveira et al., 2014). Estudos realizados exemplificam a

permanéncia de pragas polifagas como Spodoptera frugiperda (J E Smith), 1797
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(Lepidoptera: Noctuidae), H. armigera e A. gemmatalis no sistema de producao
do Brasil (Dias et al., 2016; Abreu et al., 2018; Fernandes et al., 2020b).

Além disso, a capacidade de migrar de uma regido para outra com o intuito
de colonizar novas areas com maior disponibilidade de alimento também é outro
fator determinante (Pashley e Johnson, 1986; Ford et al., 1975). A alimentacéo
de A. gemmatalis é preferencialmente realizada em leguminosas como a soja,
entretanto, foi encontrado lagartas alimentando em arroz, algodao, begonia,
cornichdo, girassol, quiabo, trigo entre outras espécies (Panizzi et al., 2004;
Moscardi et al., 2012; Specht et al., 2015; Abreu et al., 2018).

2.1.2. Aspectos Bioecoldgicos de Anticarsia gemmatalis

A espécie A. gemmatalis oviposita preferencialmente durante a noite,
sendo que as posturas se tornam maiores com a diminuicdo da temperatura e
aumento da umidade (Greene et al., 1973). Os ovos sédo depositados isolados
(2/3 inferior da planta) e, geralmente, na face abaxial das folhas (Ferreira e
Panizzi, 1978).

O desenvolvimento embrionario dura cerca de dois a trés dias e a lagarta
apos a ecloséo apresenta coloragéo verde, variando do verde claro ao escuro,
em especial apdés o segundo instar (Guyton, 1940; Fugi, 2003). As lagartas
podem apresentar de cinco a seis instares larvais, sendo que seis é 0 mais
comum. Entretanto, a duracdo de cada instar pode ser influenciada por fatores
bidticos e abidticos (Fugi et al., 2005; Milano, 2008). As lagartas de primeiro
instar locomovem-se medindo palmos, podendo ser confundida com C.
includens. Em instares mais avancados apresentam trés linhas longitudinais
brancas no dorso e quatros pares de falsas pernas abdominais, além de um par
anal, diferentemente da C. includens que apresenta dois pares de falsas pernas
abdominais (Sosa-Gomez et al., 2014).

A duracdo da fase larval por variar entre 12 a 15 dias, onde essa
alternancia pode ser atribuida a cultivar de soja em que as lagartas se
desenvolveram ou as condi¢cfes de temperatura e umidade relativa (Machado et
al., 1999; Franco et al., 2016).

A intensidade de danos causados pelas lagartas é variavel e depende da

densidade populacional e do estadio de desenvolvimento da planta (Degrande e
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Vivan, 2007). O consumo da folha pela lagarta resulta na reducao da area foliar
fotossinteticamente ativa, podendo ter sua produtividade comprometida
dependendo do percentual de desfolhamento, tempo de permanéncia da injuria
ou até mesmo o estadio fenologico da planta (Moscardi et al., 2012).

Apo6s o ultimo instar larval, a lagarta encolhe de tamanho e apresenta o
dorso de cor rosada, permanecendo sem alimentar, esta fase é denominada pré-
pupa com duracdo de um até dois dias (Praca et al., 2006). A fase de pupa
apresenta uma duracao de sete a 22 dias de coloracdo marrom, usualmente
localizadas no solo (Sosa-Gomez et al., 2014). Destas pupas emergem as
mariposas, que apresentam envergadura de asas aproximadamente de 30 a 38
mm e coloracao de cinza ao marrom-escuro. Sendo que, os adultos apresentam
sempre uma linha diagonal de cor marrom unindo as pontas do primeiro par de
asas, o que auxilia em seu reconhecimento (Herzog e Todd, 1980).

Logo apds o pér do sol, as mariposas iniciam voos curtos, localizando
parceiros para o acasalamento ou plantas para a oviposi¢cao. Nesse processo de
reproducdo, a emissdo do feromonio sexual pelas fémeas € muito importante
para a orientacdo e localizacdo pelos machos. A viabilidade dessa fase pode
variar 12 a 20 dias, além das fémeas de A. gemmatalis depositar
aproximadamente 400 ovos durante toda vida (Heath et al., 1988; Leppla et al.,
1987; Pietrowski, 2000; Fugi et al., 2003).

2.2. A bactéria Bacillus thuringiensis Berliner, 1915

2.2.1. Historico

A bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) pertence a familia
Bacillaceae e foi isolada pela primeira vez em 1901, do bicho da seda, Bombyx
mori L., 1758 (Lepidoptera: Bombycidae). Foi descoberto por Shigetane Ishiwata
gue nomeou como “sotto disease bacillus” e descreveu como um bacilo que apos
a ingestéo, multiplicava-se dentro do inseto e causava a morte (Ishiwata, 1901;
Steinhaus, 1961; Heimpel e Angus, 1963). Em 1911 a mesma bactéria foi isolada
de Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae) pelo alemao Ernst
Berliner, coletada na provincia de Thuringe, que assim, atribuiu 0 nome de B.
thuringiensis (Habib e Andrade, 1998).
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As primeiras tentativas de usar a bactéria B. thuringiensis para o controle
de artrépodes-praga ocorreu em 1920, com o intuito de controlar a mariposa
cigana, Lymantria dispar L., 1758 (Lepidoptera: Erebidae) uma das mais
destrutivas pragas florestais do Hemisfério Norte (Metalnikov e Chorine, 1929).
Em 1930, houve relatos da utilizacdo de B. thuringiensis no controle da broca
européia do milho, Ostrinia nubilalis Hibner, 1796 (Lepidoptera: Crambidae) na
regido da Hungria (Husz, 1930).

O desenvolvimento de bioinseticidas a base de B. thuringiensis ocorreu
somente por volta de 1938 na Franca para o controle de E. kuehniella.
Entretanto, os avancos para a producdo de bioinseticidas a base de B.
thuringiensis foram interrompidos com a descoberta do DDT em 1939, pelo
qguimico suico OAul Muller (Entwistle et al., 1993; Ramos, 2008).

Sendo assim, somente na década de 1950 houve a renovacdo no
interesse no uso de B. thuringiensis como bioinseticida para o controle de
lepidépteros (Beegle e Yamamoto, 1992). O pesquisador Edward Steinhaus em
1951 contribuiu com diversas descobertas com a utilizagdo do B. thuringiensis
no controle de artrépodes-praga (Steinhaus, 1951). Em 1964, "Biospor" tornou-
se o primeiro bioinseticida a base de B. thuringiensis licenciado na Alemanha
(Sanchis, 2010).

No ano de 1970, Dulmage isolou uma estirpe de B. thuringiensis em
lagartas de Pectinophora gossypiella Saunders, 1844 (Lepidoptera:
Gelechiidae), e descreveu como Bt alesti HD-1. A cepa tornou-se a base para
produtos competitivos com inseticidas quimicos em termos de desempenho,
custo e beneficio. Esta cepa estabeleceu comercialmente através da empresa
Abbott Laboratories (Atual Sumitomo) como Dipel® (Dulmage, 1970). Até a
década de 1990, somente trés produtos comerciais estavam disponiveis no
mercado consumidor, sendo: Dipel®, Thuricide® e o Bactospeine® (Habib e
Andrade, 1991).

No Brasil, a partir da década de 1960, iniciou estudos com a utilizacdo de
produtos a base de B. thuringiensis, devido a incentivos no setor de
desenvolvimento e pesquisa (Capalbo et al., 2008).

Segundo o Sistema Integrado de Informagdes sobre Agrotoxicos (SIA) o
primeiro bioinseticida a base de B. thuringiensis foi registrado somente em 1981

no Brasil, considerado oficialmente o mais antigo ingrediente ativo bioldgico
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registrado (Capalbo et al., 2005). Como era de se esperar a demora para
registrar devido uma série de duvidas gerada pelos 6rgaos reguladores de todo
o mundo, em funcdo da maneira mais adequada para avaliar o Dipel Técnico
solicitado pela empresa Sumitomo. Afinal, este diferia significativamente dos
tradicionais produtos quimicos sintéticos (Oliveira-Filho et al., 2004).

Em 2010 bioinseticidas a base de B. thuringiensis representaram
aproximadamente 53% de todos os bioinseticidas comercializados
mundialmente (Polanczky et al., 2017), e o produto Dipel® (B. thuringiensis
kurstaki HD-1) apresentou o maior destaque no mercado internacional, pelo fato
de ser altamente eficiente para 170 lepidépteros-praga que causam desfolhas
em diversas culturas (Glare e O’Callagham, 2000).

O mercado mundial de bioinseticidas alcancou 3.738,00 milhdes de
dolares em 2015 e, estima-se que em 2022 alcance 11.176,00 milhdes de
dolares, registrando um CAGR de 16,9% de 2016 a 2022. A demanda por
produtos sustentaveis e que possam ser utilizados tanto para a agricultura
convencional quanto organica sao os principais fatores que impulsionam o
mercado de bioinseticidas. Além disso, 0 aumento nos custos de aplicacédo de
inseticidas sintéticos ajuda a impulsionar o mercado e, fornece aos fabricantes
uma oportunidade de ganhar representatividade no mercado internacional
(Research and Market, 2017; 2018).

Até o0 momento, existem 22 produtos registrados no ministério da
agricultura pecuéria e abastecimento (MAPA), sendo que 13 séo para o controle
de A. gemmatalis (Agrofit, 2019). Os bioinseticidas fornecem alternativas viaveis
em situacdes em gue os inseticidas e as plantas Bt possam perder a eficiéncia,
devido a rapida evolucéo da resisténcia. Como por exemplos surtos de insetos
que ocorreram nas safras 2012/2013 e 2013/2014 no Brasil (Polanczky et al.,
2017).

2.2.2. Aspectos gerais

B. thuringiensis € uma bactéria gram-positiva em forma de bastonete, de
tamanho aproximado, na fase vegetativa de 1,0 a 1,2 um de largura e 3,0 a 5,0
pm de comprimento e apresenta mobilidade por meio de flagelos (Zhang et al.,

1995). A temperatura 6tima para o desenvolvimento na forma aerdbica é entre
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28°C a 32°C, podendo também crescer em anaerobiose em uma faixa de 10°C
a 45°C (Habib e Andrade, 1998; Moraes e Capalbo, 1986).

O esporo dessa bactéria na maioria das vezes, apresenta a forma
cilindrica e esta localizado na regido paracentral, quando dentro da célula méae.
A principal caracteristica que difere esta espécie das demais do mesmo género,
€ a presenca intracelular do cristal protéico (Habib e Andrade, 1998; Glare e
O’Callaghan, 2000).

O ciclo de desenvolvimento do B. thuringiensis pode ser dividido em duas
fases, sendo um de crescimento vegetativo, na qual a bactéria multiplica por
biparticho. E a outra, conhecida como esporulacdo, que consiste na
diferenciacéo da bactéria em esporos (Monnerat e Praca, 2006).

A caracteristica de toxicidade desta bactéria esta interligado a producéo
de inclusdes cristalinas denominadas & endotoxinas ou mais conhecidas como
proteinas Cry na fase estacionaria (Yamamoto e Dean, 2000). A classificacao é
feita pela sequéncia priméaria de aminoacidos de genes Cry classificadas em 75
grupos sendo de Cryl ao Cry 75 (Crickmore, 2019). Uma das caracteristicas
interessantes destas toxinas é a especificidade, determinada pela ligacdo das
toxinas a superficie localizada nas microvilosidades apicais das células
colunares do meséntero (Bravo et al., 2017).

Além das toxinas citadas, a bactéria tem a capacidade de produzir outras:
como Vip, Cyt com efeito inseticida e 0s esporos que contribuem com a
patogenicidade da bactéria pelo sinergismo entre esporos e cristais (Johnson e
Mcgaughey, 1996; Souza, 2016).

Atualmente, estdo registradas 946 variedades de soja (MAPA, 2019),
destas, had 11 variedades transgénicas que confere tolerancia ao glifosato
(Roundup Ready) para o manejo de plantas daninhas que competem com a
cultura e, quatro resistentes tanto ao glifosato quanto a insetos-praga devido a
insercao do genes cry da bactéria B. thuringiensis (CTNBio, 2018).

No territério brasileiro, a éarea cultiva de soja transgénica ocupa
aproximadamente 96,5% do total semeado, divididos em 59,8% para tecnologia
com resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas e 36,7% para 0s genes com
tolerancia a herbicida (Céleres, 2017). O evento de soja liberado comercialmente
RR2 PRO (MON 87701 (producdo da proteina CrylAc) x MON 89788 (cp4

epsps) apresenta um controle contra as principais lagartas desfolhadoras, sendo
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a A. gemmatalis, C. includens, Heliothis virescens Fabricius, 1777 (Lepidoptera:
Noctuidae) e Crocidosema aporema Walsingham, 1914 (Lepidoptera:
Tortricidae), além de supresséo as lagartas de Elasmopalpus lignosellus Zeller,
1848 (Lepidoptera: Pyralidae), H. zea e H. armigera (Bernardi et al., 2012). A
soja RR2 PRO é a segunda geracao da soja transgénica (portanto, uma evolucéo
da soja RR1) e foi desenvolvida especialmente para o mercado brasileiro
(Carvalho, 2015; CIB, 2019).

2.2.3. Modo de acéo

As & endotoxinas sao formadas por protoxinas que, depois de ingeridas
sao solubilizadas para que sejam liberadas em solucéo e iniciar o processo de
intoxicacdo (Jurat-Fuentes e Crickmore, 2017). A solubilizacdo do cristal
parasporal é favorecida pelas condi¢des fisico-quimicas do suco intestinal do
hospedeiro, principalmente pelo pH alcalino do meséntero. (Angus, 1954;
Schnepf et al.,1998; De-Maagd et al., 2001).

A diferenca na solubilizacdo pode ser responsavel por distincdo quanto ao
grau de toxicidade de cada cristal proteico, que é atribuido a diferencas nas
pontes de dissulfeto (Du et al., 1994) e blocos de aminoacidos altamente
conservados entre as & endotoxinas semelhantes (Wang et al., 2012) que
contribuem para a estabilidade da estrutura do cristal do B. thuringiensis
(Aronson et al., 1991; Du et al., 1994).

O primeiro desafio é a probabilidade da & endotoxinas especificas
encontrar um hospedeiro. O fato das toxinas se apresentarem como cristais
insoltveis limita a disponibilidade a certos hospedeiros, como por exemplo, a
ordem Hemiptera que alimentam da seiva elaborada. Outra observacao
pertinente € que algumas toxinas apresentam atividade entre ordens, o que foi
documentado em 6 das 68 familias de & endotoxinas (Jurat-Fuentes e Crickmore,
2017).

Apbs o processo de solubilizacéo, a protoxina € proteolizada por enzimas
gue se encontram no meséntero, denominadas proteases (Bravo et al., 2017;
Fatoretto, 2017). As principais enzimas no meséntero da ordem Lepidoptera sao

as tripsinas e as quimotripsinas, distintamente da ordem Coleoptera,
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relacionadas as cisteina-proteases e aspartico-proteases (Schnepf et al.,1998;
De-Maagd et al., 2001).

No entanto, dependendo da familia da & endotoxina, esse processamento
proteolitico pode ser mais ou menos extenso. Para exemplificar, a maioria das
protoxinas Cryl tem o tamanho de 120 kDa, enquanto as protoxinas Cry2 ou
Cry3 ndo contém um dominio extenso de protoxina no terminal C e séo
aproximadamente 70 a 73 kDa. Embora as toxinas menores, como Cry2 e Cry3,
nao sejam submetidas a um processamento extensivo no terminal C, elas sao
clivadas no terminal N e ha evidéncias de que essa clivagem € necessaria para
toxicidade e pode potencialmente determinar especificidade (Bravo et al.,
2002; Morse et al., 2001).

Sendo assim, propde-se que uma clivagem N-terminal adicional ocorra
como parte do mecanismo de acdo de algumas toxinas, e 0s mutantes onde as
toxinas foram pré-clivadas nesse local mostram uma especificidade alterada,
pois podem superar parcialmente um fendtipo resistente (Soberén et al., 2007).

Vale ressaltar que, embora as toxinas maiores expressas em culturas
transgénicas sejam geralmente truncadas no terminal C, elas geralmente néo
sao truncadas no terminal N e, portanto, ndo podem ser consideradas como a
forma totalmente ativada (Jurat-Fuentes e Crickmore, 2017).

Algumas pesquisas relatam que o mecanismo de resisténcia desenvolvido
por P. xylostella pode estar interligado com o decréscimo da solubilidade e
também com as proteases envolvidas no processo de ativacdo da protoxina
(Chang et al., 2012; Hernandez-Martinez et al., 2013).

Uma vez processada, a d endotoxina resultante deve permanecer estavel
no suco intestinal do hospedeiro para ser ativa. Estudo realizados com o suco
intestinal do meséntero de Choristoneura fumiferana Clemens, 1865
(Lepidoptera: Tortricidae) demonstrou que a presenca de elasterase é capaz de
ligar e precipitar especificamente formas de toxinas e protoxina de CrylA,
contribuindo para a atividade reduzida contra o hospedeiro (Milne et al., 1998).

Este fato também foi observado em H. armigera, onde o sequestro de
toxinas por esterases ou hexamerinas no suco intestinal do meséntero
impediram o avanco do processo de intoxicacdo a CrylAc (Gunning et al.,
2005; Ma et al., 2005).
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A toxina precisa passar pela membrana peritréfica do hospedeiro que €
composto principalmente de quitina, incluindo também proteinas fortemente
glicosiladas (Brandt et al., 1978; Moskalyk et al., 1996). As dobras semelhantes
a lectina em dois dos trés dominios da maioria das & endotoxinas podem ser
reconhecidas como residuos glicosidicos pela membrana peritrofica e serem
sequestradas interrompendo o0 processo de intoxicacdo (Jurat-Fuentes e
Crickmore, 2017). A atividade de algumas cepas também foram reduzidas
devido a presenca de inibidores de quitinase, o que acredita-se que a membrana
peritréfica determina a especificidade a & endotoxinas (Regev et al.,
1996; Sampson e Gooday, 1998; Lertcanawanichakul et al., 2004; Ding et al.,
2008).

As ligacdes aos receptores do meséntero é a proxima etapa e é
considerada critica devido a mudangas que ocorre na atividade da & endotoxina
(Wolfersberger, 1990). Diversos receptores funcionais da & endotoxina foram
identificados, incluindo proteinas e glicolipidios (Pigott e Ellar, 2007).

E espera-se que exista interacfes entre proteina-proteina e proteina-
carboidratos entre dominios e receptores da & endotoxina. O descobrimento de
estruturas Unicas de carboidratos presentes em invertebrados foi proposto para
elucidar a especificidade das toxinas para insetos e nematoides (Dean et al.,
1996).

Outros estudos identificaram que os dominios Il e Ill como os principais
determinantes da especificidade de ligagdo a toxina Cry (Xu et al., 2014). Sendo
que a resisténcia cruzada entre as toxinas Cry é frequentemente associada a
semelhancas de sequéncia nesses dominios (Carriere et al., 2015).

Por fim, ocorre a formacéo de poros devido a ligacdo de alta afinidade
proporcionando o extravasamento do conteddo intestinal para a hemocele
(Copping e Menn, 2000; Praca et al., 2004). As caracteristicas de intoxicacao
nos insetos € a interrupcdo da alimentacdo, paralisia do intestino, vomito,
diarréia, paralisia total e posterior septicemia, proporcionando o inseto a morte
(Monnerat e Bravo, 2000; Bravo et al., 2017).
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2.3. Efeitos subletais em artrépodes-praga

Condicdes ambientais e a tecnologia de aplicacdo adotada s&o os
principais fatores que impedem a administracdo de uma dose letal a uma
populacdo de inseto-praga. Com aparecimento de individuos sobreviventes,
devido serem exposta a subdoses, problemas como reinfestacdo e
sobreposic¢des do ciclo biolégico da espécie-praga, atualmente, s&o comuns em
condi¢cGes de campo (Sedaratian et al., 2013).

Determinados patdégenos necessitam de condicbes favoraveis de
temperatura, umidade luminosidade, radiacdo além da tecnologia de aplicacdo
adotada para serem eficientes. Os produtos microbianos funcionam somente
guando aplicados corretamente, fornecendo um potencial de inéculo adequado
e suficiente para provocar doenca por ingestdo ou contato. Usando-se
estratégias previamente selecionadas que devem ser planejadas de acordo com
o periodo de incubacédo do patégeno, de modo que o inseto possa ser eliminado
antes de prejudicar economicamente a cultura. Além de exigir maiores cuidados
no armazenamento, visando manter a viabilidade para melhor aproveitamento
do potencial desses entomopatégenos (Alves, 1998).

A tecnologia de aplicagdo preocupa em utilizar tecnologias e
conhecimentos cientificos capazes de atingir o alvo na quantidade necessaria,
de forma econdmica e com o minimo de contaminacdo ao ambiente (Matuo,
1990).

O sucesso de uma aplicacdo depende dos seguintes fatores: selecao das
pontas, ajuste do volume de calda, parametros operacionais, condi¢cdes
ambientais favoraveis e momento correto da aplicacdo, devendo sempre ser
levado em consideracdo as recomendacdes agrondmicas de cada produto.
Sendo imprescindivel que se conheca a biologia e o comportamento do alvo
bioldgico a ser atingido para que se possa ter o0 maximo de eficiéncia no seu
controle (Balan et al., 2012).

No entanto, devido a falta de conhecimento pelos produtores a tecnologia
de aplicacéo o controle se torna ineficaz e subdoses do produto séo pulverizados
nos insetos alvo, causando a permanéncia no campo (Andef, 2010).

Os primeiros estudos avaliando os efeitos subletais iniciaram em 1956

com lagartas de lepidopteros e larvas de himendpteros submetidos a toxina de
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B. thuringiensis (Angus, 1956). Desde entdo, o numero de estudos vem
aumentando devido a importancia dos efeitos subletais no manejo integrado de
pragas (Fast e Régniére, 1984; Moreau e Bauce, 2003; Sedaratian et al., 2013).

Métodos para testar os efeitos subletais dos bioinseticidas ainda estédo
sendo desenvolvidos em funcéo dos artropodes-praga, baseados nos métodos
utilizados para inseticidas sintéticos. Em cada pais, avaliagcéo regulatdria do risco
e Uso e 0 registro de agroquimicos segue orientac6es especificas como exemplo
na Europa segue as Normas do Conselho Europeu 91/414, no Estados Unidos
a Lei Federal de Fungicida, Inseticidas e Rodenticida e no Brasil a Lei Federal n°
7.802, de julho de 1989.

Efeitos subletais sdo definidos como interferéncias nos processos
fisiol6égicos e comportamentais nos individuos que sobrevivem a exposicado a um
bioinseticida. Esses efeitos sobre artropode pragas podem ser divididos em dois
grandes grupos: fisiologia e comportamento (Desneux et al., 2007; Sedaratian et
al., 2013).

2.4. Efeitos fisiolégicos

2.4.1. Parametros de desenvolvimento

Efeitos subletais causados pelas toxinas de B. thuringiensis no
desenvolvimento larval de artropodes-praga pode resultar em interferéncias nos
tecidos do sistema digestivo apresentando diferentes respostas (Janmaat et al.,
2014). Estudos avaliando a atividade proteolitica de H. armigera submetido a
diferentes concentracdes letais de B. thuringiensis kurstaki comprova que os
danos que ocorreram nas células epiteliais do meséntero é compensada, as
vezes, com 0 aumento da taxa de alimentacdo das lagartas como também o
melhor processamento pelo sistema digestivo do alimento ingerido (Fathipour et
al., 2019).

Resultados semelhantes séo relatados para lagartas de Trichoplusia ni
Hubner, 1803 (Lepidoptera: Noctuidae) resistentes tratadas com diferentes
concentracbes subletais de B. thuringiensis kurstaki. Nesse caso, hd um
aumento no processamento do alimento contribuindo no aumento da absorcgéo

de nutrientes o que favorece no ganho de peso do individuo. Entretanto, néao foi
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possivel observar o mesmo efeito na populacdo suscetivel, no qual, o efeito da
ingestdo da bactéria na mortalidade e crescimento aumentou de acordo com a
concentracéo (Janmaat et al., 2014).

Na maioria dos estudos que avaliam os efeitos subletais, os artropodes-
praga apresentam diminuicdo no peso corporal (Kullik et al., 2011; Costa et al.,
2000), reducéo no consumo do alimentar (Costa et al.,, 2000; Nathan et al.,
2005; Ramalho et al., 2011), utilizacdo de outras plantas hospedeiras como
suplemento alimentar (Costa et al., 2000; Nathan et al., 2005; Prutz e Dettner,
2005) e, até mesmo, ha o prolongamento no clico biolégico de desenvolvimento
da espécie (Arshad e Suhail, 2011; Ramalho et al., 2011).

Em contraste, estudos em uma populacao resistente a B. thuringiensis em
campo demonstrou que P. xylostella acelerou o0 desenvolvimento e
produziu maiores pupas quando alimentadas com dieta tratada com B.
thuringiensis (Sayyed et al., 2003). Os autores sugerem que a populacao de P.
xylostella resistente pode ter utilizado as toxinas da bactéria como uma proteina
alimentar suplementar, o que pode ter levado a um efeito estimulante.

A eficiéncia na absorcdo de nutrientes a partir da alimentacdo é um
processo dinamico e se interferido, altera as taxas de desenvolvimento. Os
ajustes nesses processos devido a interferéncia como concentracdes de
bioinseticidas podem ser responsaveis pelas respostas de compensacao
(Wheeler e Halpern, 1999). Essa resposta de compensacéao pode resultar em um
aumento na assimilacdo ou digestibilidade, que é observado na quantidade de
alimento ingerido que é digerido. Uma forma que pode ser utilizada para avaliar
esse efeito € por meio da quantidade produzida de fezes pelo artropode-praga
(Leo et al., 1998; Campero et al., 2007).

Estudos avaliando a eficiéncia de assimilacéo e digestdo de T. ni a toxinas
de B. thuringiensis demonstraram que a eficiéncia de convencdo alimentar
aumentou quando as lagartas foram alimentadas com concentracdes da
bactéria, isso refletiu na diminuicdo da producgéo de fezes pelo inseto (Janmaat
etal., 2014). Outros estudos demonstram o aumento na eficiéncia de assimilacéo
quando as larvas foram expostas a concentracoes subletais de B. thuringiensis
(Deml et al., 1999; Prutz e Dettner, 2005; Chen et al., 2007).

A conversdo alimentar realizada pelo artrépode-praga € exercida pelas

enzimas digestivas que se encontram no meséntero. Essa atividade pode ser
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alterada de acordo com a alimentacdo, em respostas podem ocorrer alteracfes
na composicao e tipo das enzimas que se encontram no meséntero (Harsulkar
et al., 1999; Brandt et al., 2004), aumento na producdo enziméatica por células
gue ndo foram danificadas pelas toxinas da bactéria (Broadway e Duffey, 1986)
ou ativacdo de processos que regenere as células epiteliais danificadas (Spies
e Spence, 1985; Loeb et al., 2001).

Estudos realizados com H. armigera submetido a subdoses de B.
thuringiensis kurstaki exemplificam que os parametros da tabela de vida também
podem ser alterados. A taxa liquida de reproducéo (R o), taxa intrinsecas (r m) €
a taxa finita de aumento (X) foram significativamente mais baixas em insetos
tratados com concentragdes subletais em comparacdo ao controle (Sedaratian
et al., 2013). Essas observacdes destacam a importancia de considerar o papel
dos efeitos subletais ao tentar avaliar o impacto do tratamento com B.
thuringiensis em uma populacédo de artrépodes-praga afetando até mesmo na
progénie. Tais efeitos fisiologicos também podem causar disturbios na
longevidade e fecundidade, devido a alteracdo da vitelogenina, que € uma

lipoproteina fundamental em cada uma dessas processos (Amdam et al., 2003).

2.4.2. Longevidade de adultos e fecundidade

Padrdes evolutivos surgem a partir da aptiddo manifestada no fenétipo
que é determinada por um gendtipo (Forbes, 2000). A teoria do principio de
alocacao baseado no modelo energético fisioldgico julga que trocas na alocagao
de recursos entre diferentes processos fisiol6gicos sdo uma caracteristica
central no controle dos fenétipos do organismo, ou seja, para um determinado
nivel de entrada de recursos, 0s organismos serdo selecionados com base em
como eles alocam os recursos (Sibly e Calow, 1986). Individuos expostos a
alteracdes ambientais, podem manifestar distintos padrdes de alocacéao (Calow
e Sibly, 1990). Fisiologicamente, espera-se uma maior alocagao para processos
como crescimento e resulte em menor alocacdo para metabolismo e/ou
reproducdo. A mudanca no padrdo de alocacdo pode ter consequéncias
positivas ou negativas dependendo da capacidade de cada individuo (Forbes,
2000).
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Em condicdes de estresse como insetos submetidos a concentracdes de
bioinseticida, hA& um aumento nos gastos de energia como resposta para a
desintoxicacdo, esses gastos energéticos adicionais devem ser pagos por
decréscimo na energia dedicada a reproducdo. Ao invés de investir em
mecanismos de defesa, como producdo de proteinas que melhora a
sobrevivéncia, uma alternativa pode ser o investimento na producdo de prole
devido a possibilidade de se dispersarem e aumentar a probabilidade de
sobrevivéncia da espécie. Esse investimento em prole reflete diretamente na
longevidade dos adultos, pois leva ao surgimento de individuos pequenos mas
com a capacidade de reproduzirem para investirem na perpetuacao da espécie
a partir dos descendentes (Forbes, 2000; Parsons, 2000).

No entanto, caso a alocacédo de recurso nao atinja o suficiente de energia
necessaria para que ocorra o desenvolvimento, interferéncias no parametro de
fecundidade podem ser observados. Estudos realizados avaliando efeitos
subletais em H. armigera revelaram que o potencial reprodutivo foi afetado
significativamente na geracao parental e progénie. As mariposas que emergiram
exibiram curta longevidade e baixa producdo de ovos. Esses resultados foram
encontrados para as espécies Spodoptera littoralis Boisduval, 1833
(Lepidoptera: Noctuidae) e C. fumiferana (Salama e Zaki, 1986; Pedersen et
al., 1997).

Os resultados indicaram redugdes no periodo de oviposicdo de H.
armigera em duas geracdes subsequentes com impacto consideravel na taxa de
fecundidade, e na ecloséo de ovos da espécie praga. A eclodibilidade reduzida
dos ovos induzida por B. thuringiensis foi relatada por outros autores estudando
os insetos S. littoralis e C. fumiferana (Salama e Zaki, 1986; Bauce et
al., 2006). Essas informac¢fes sugerem que o tratamento com a bactéria tem um
efeito direto no sistema reprodutivo dos artropodes-praga, ou que 0s custos de
alocacdo de recursos tiveram um impacto consideravel na reproducdo
(Sedaratian et al., 2013).
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2.4.3. Imunidade

Os bioinseticidas podem interagir no sistema imunolégico dos artropodes-
praga e, dependendo da concentracdo podem diminuir ou aumentar o potencial
inseticida. Os artropodes tém plasmatdcitos que apresentam um papel na
resposta imune dos insetos permitindo o encapsulamento de corpos estranhos.
Estudos evidenciaram que a reducdo no numero de plasmatdcitos associados
causa um aumento na taxa de hemocitos granulares, que desempenham um
papel na desintoxicagéo por fagocitose (George e Ambrose, 2004).

O sistema imunolégico dos artropodes € baseado em reacdes mediadas
por moléculas ou células de defesa contra microrganismos. Varias funcées
imunes sao atribuidas aos hemacitos que séo células especificas dispersas na
hemolinfa que reconhecem e agem contra corpos estranhos (Strand, 2008;
Hillyer, 2016).

Estudo realizado com Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera:
Braconidae) exemplifica a capacidade do sistema imunoldgico se responder a
invasdo do microrganismo. Os resultados indicaram que insetos submetidos ao
B. thuringiensis podem regular a resposta imune sem diferencas no
desenvolvimento, tamanho dos teratécitos, peso de pupa e nimero de adultos
(Pinto et al., 2019).

Em muitos organismos, a resposta imunologica das fémeas pode ser
transferida para a prole e protegé-la contra futuras infeccdes. Esse fato,
provavelmente, € uma capacidade adaptativa ao longo das geracdes. A
capacidade de transferir essa imunidade materna de anticorpos para progénie
em invertebrados foi considerada impossivel. No entanto, existe o efeito
transgeracional, também denominado como imunidade transgeracional que foi
observado em muitos artropodes como S. frigiperda e Tribolium castaneum
(Herbst, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae) (Sadd e Schmid-Hempel, 2007; Roth
et al., 2010; Tidbury et al., 2011; Boots e Roberts, 2012; Trauer e Hilker, 2013;
Hernandez-Lopez et al., 2014; Souza et al., 2018).

Os efeitos trangeracionais foram revelados através da atividade
imunolégica aprimorada ou aumento da sobrevivéncia a infeccdo a

concentracdes de entomopatdégenos em ovos (Moreau et al., 2012; Zanchi et al.,
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2012; Dubuffet et al., 2015), juvenis (Rahman et al., 2004; Moret, 2006; Freitak
et al., 2009; Rosengaus et al., 2017) e adultos (Sadd e Schmid-Hempel, 2009;
Roth et al., 2010; Zanchi et al., 2011; Castro-Vargas et al., 2017).

Embora os efeitos trangeracionais sejam benéficos contra-ataques de
microrganismos, ha um aumento nos custos de condicionamento fisico, sendo o
investimento em imunidade oneroso em mdltiplos niveis (Schmid-Hempel, 2003),
e sua atividade, pode ser impactada negativamente quando ativada na prole nos
parametros de crescimento (Lorenz e Koella, 2011; Roth et al., 2010) e
reproducao (Trauer e Hilker, 2013).

No entanto, a magnitude da imunidade transgeracional recebido pela
prole depende dos patdégenos bacterianos que infectam as fémeas (Dhinaut et
al., 2018). Como exemplo, a prole do Tenebrio molitor paga um custo menor
utilizando a imunidade transgeracional fornecida pelas fémeas quando foram
infectados por B. thuringiensis (Dubuffet et al., 2015; Dhinaut et al., 2018). No
entanto, quando as fémeas apresentam deficiéncia na transferéncia da
imunidade transgeracional e transferem para a prole podem ficarem suscetivel
ao patégeno (Moreau et al., 2012).

Estudos comprovam que fémeas submetidas a microorganismos como B.
thuringiensis produziram ovos que continham maiores niveis de atividade
microbiana (Dubuffet et al., 2015; Moreau et al., 2012; Sadd e Schmid-Hempel,
2007; Trauer-Kizilelma; Hilker, 2015; Zanchi et al. 2012). Por um outro lado, os
ovos também podem receber de forma passiva substancias antibacterianas
produzida pelas fémeas (Berry, 1982).

Ovos podem exibir niveis de atividade antibacteriana elevados logo apés
serem ovipositados. Essa atividade antibacteriana pode perpetuar ou reduzir
durante a incubacdo, pois essas substancias podem ser metabolizadas e
degradadas ao longo do tempo (Moreau et al., 2012).

Fémeas que podem apresentar deficiéncia imunoldgica podem também
proporcionar ativagao de genes imunes no embrido, uma vez que 0s ovos podem
ativar sua propria resposta imune (Freitak et al., 2014; Jacobs et al., 2014;
Jacobs et al., 2017). A resposta pode ser induzida pela transferéncia pela fémea
de fragmentos bacterianos para o ovo (Freitak et al.,, 2014; Knorr et. al.,
2015; Salmela et al., 2015) ou por mecanismos epigenéticos, como a metilacdo

do DNA ou modifica¢des de histonas (Castro-Vargas et al., 2017; Sysoev et al.,
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2016). Nesse caso, 0s ovos exibem um aumento no nivel de atividade
antibacteriana & medida que a resposta imune do embrido € ativada. Entretanto,
COMO 0S 0VOoSs apresentam escassez de recursos o desenvolvimento do embrido
e a sobrevivéncia das larvas resultantes podem ser afetados reduzindo a taxa
de ecloséo, prolongando o tempo de incubacao ou interferindo na sobrevivéncia

nos estagios posteriores (Geister et al., 2008; Dhinaut et al., 2018).

2.5.Efeitos no comportamento

A capacidade de herbivoria dos artropodes-praga em conjunto com o
sistema sensorial possibilita a percepcédo da composicdo do agroecossistema.
Essa percepcdo proporciona ao individuo a capacidade de escolha dos
alimentos a serem ingeridos de acordo com os volateis quimicos emitidos. Caso
o individuo ndo tenha a opcao de escolha, trés fenbmenos podem ocorrer. O
primeiro, as lagartas podem ingerir o alimento e, apds alguns dias cessarem a
alimentacao, cuja duracao do periodo dependera das condi¢cfes de temperatura,
exposicao, concentracdo e principalmente da qualidade do alimento (Van-
Frankenhuyzen e Nystrom, 1987; Fast e Régniére, 1984; Bauce et al., 2002).

Consequentemente, o tempo que as lagartas ficariam com a alimentagao
interrompida o sistema de defesa teria a capacidade de regenerar as células
epiteliais do intestino que foram lesadas pela acdo das toxinas de B. thuringiensis
(Retnakaran et al., 1983; Spies e Spence, 1985).

O segundo fenbmeno seria, a necessidade no ganho energético para
prosseguir o ciclo de desenvolvimento, nesse caso, as lagartas se alimentariam
da dieta com o intuito de compensar o tempo perdido, prolongando a fase larval
de desenvolvimento para suprir a demanda energética requerida durante o
periodo de inanicdo (Bauce et al., 2002). O ultimo fendmeno, mais observado
em campo, é o periodo de anorexia, que quando acontece, interfere no ciclo
biolégico do individuo alvo e acaba dessincronizando o0s ciclos de
desenvolvimento, tanto da praga quanto da planta hospedeiro,
consequentemente, a fonte alimentar pode estar em estagio de senescéncia
desfavorecendo o ato da herbivoria (Bauce et al., 2006).

A capacidade de voo € outro parametro que pode ser alterado. Individuos

gue alimentaram de dietas com baixa qualidade mudam de fase com deficiéncia
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nutricional e, devido a isso Sdo mais suscetiveis aos intemperes do ambiente e

aos inimigos naturais (Von-Frisch, 1967; Ferraz, 1998).

2.6.Resisténcia de insetos-praga as toxinas

A evolucado da resisténcia € um dos maiores problemas no controle de
artropodes-praga. Tal fato, pode ser acompanhado avaliando os possiveis
efeitos subletais no ciclo de desenvolvimento do individuo. Entretanto, os casos
de resisténcia nao limitam somente a inseticidas sintéticos, pois existem relatos
de resisténcia com produtos biolodgicos (Hawthorne, 1998). Entre os métodos de
controle bioldgico, algumas pragas evoluiram em relacdo as toxinas produzidas
pela bactéria B. thuringiensis em resposta a selecao natural imposta pelo método
de controle, limitando sua eficiéncia e viabilidade a longo prazo (Lemes, 2012;
Martinelli et al., 2017).

Os casos de evolugao da resisténcia de insetos as & endotoxina atingem
toda a cadeia produtiva, desde a utilizacdo dos bioinseticidas a base de B.
thuringiensis aplicado em pulverizagdo, quanto a plantas com genes de
resisténcia a insetos. A adocdo de formulagbes contendo a toxina de B.
thuringiensis foram usadas durante quarenta anos como agentes de controle
sem nenhuma evidencia de resisténcia em situagbes de campo. Contudo, o
primeiro relato de falhas de formula¢gdes a base de B. thuringiensis ocorreu nas
Filipinas com a traca das crucifera, P. xylostella (Van-Rie e Ferré, 2000).

Um limiar imprescindivel, que determina a capacidade de uma espécie
desenvolver resisténcia € a variabilidade genética, tanto interespecifica quanto
intraespecifica (Ferré; Van-Rie, 2002). Este fato foi relatado em diferentes
espécies de insetos como H. virescens, H. armigera e S. frugiperda (Ali et al.,
2006; Monnerat et al., 2006; Saeglitz et al., 2006; Ali e Lutrell, 2007).

Quando a evolucado da resisténcia numa populacéo de inseto é por meio
de plantas transgénicas, sao atribuidos a diversos fatores que se interagem. As
alteracdes podem ser no sitio de ligacdo da toxina a membrana, modificacdo da
atividade proteolitica ou até mesmo o aumento na velocidade de reparacdo do
tecido epitelial (Lemes, 2012; Lemes et al., 2017; Martinelli et al., 2017).

A alteracdo no sitio de ligacdo da toxina a membrana é a que gera 0s

maiores niveis de resisténcia. Além disso, esta alteracdo tem sido observadas
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em artropodes resistentes a uma ou varias toxinas da familia CrylAc nos insetos
da traca-indiana-da-farinha [Plodia interpunctella Hubner, 1813 (Lepidoptera:
Pyralidae)] (Van-Rie et al., 1990), na traca-das-cruciferas [P. xylostella] (Ferré et
al., 1991) e na lagarta-da-maca [H. virescens] (Lee et al., 1995).

Quando é o mecanismo que implica na alteracdo da atividade proteolitica
do intestino do inseto, mostra que ha relacdo genética entre a resisténcia a
proteina CrylAc e a auséncia de uma protease intestinal, quando inseto adquire
a capacidade de degradacado da proteina altera também a atividade proteolitica
do mesmo, aumentando a resisténcia. Em lagartas de P. interpunctella foi
constatada a ligacao genética entre a resisténcia a CrylAc e a auséncia de uma
protease intestinal (Oppert et al., 1994). Em H. virescens observa-se que as
lagartas resistentes mostram rapida recuperacdo do tecido epitelial apdés sua
intoxicacdo com doses subletais da toxina CrylAc (Martinez-Ramirez et al.,
1999).

Esses fatores citados envolvem a capacidade da resposta dos individuos
frente a concentracdo de B. thuringiensis submetida e qualquer alteracdo que
ocorra como por exemplo genética, fisiolégica ou até mesmo comportamental
refletem em um aumento no gasto energético que refletirh nos parametros de
desenvolvimento dos artr6podes-praga (Herrero et al., 2016; Osman et al.,
2018).
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CAPITULO 2 - GERACOES DE Anticarsia gemmatalis HUBNER, 1818
APRESENTAM DIFERENTES RESPOSTAS A Bacillus thuringiensis
BERLINER, 19117

RESUMO - Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) causa
perdas em todas as regibes produtoras de soja e bioinseticidas a base de
Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 podem ser utilizados para o controle dessa
praga, mas além dos efeitos letais (mortalidade) a compreensdo dos efeitos
subletais € um importante avanco para o conhecimento da relacédo patégeno e
hospedeiro. O objetivo deste estudo foi avaliar o indice de adaptacdo da A.
gemmatalis em laboratério submetidas a diferentes concentracfes letais do
bioinseticida Dipel SC ao longo de trés geracdes. O peso de lagartas
sobreviventes ao Dipel SC na primeira geracéo foi inferior em relacdo as demais
geracdes, mas 0 peso das pupas ao longo das geragcdes nao foi afetado, com
excecdo da primeira geracdo onde todos os tratamentos diferiram da
testemunha. Em relacdo ao peso dos adultos, somente os individuos dos
tratamentos CLio e CL2s ndo diferiram da testemunha na primeira geragéo; na
segunda geracao os individuos dos tratamentos CLs, CLio, CL20 € CL2s nao
diferiram da testemunha e o0s adultos provenientes da Ultima geracdo nédo
apresentaram diferenca significativa entre ambos os tratamentos e a
testemunha. A razdo sexual foi afetada somente nos tratamentos CL2o na
primeira geracédo e CLs na segunda geracdo. O indice de adaptacéo e o indice
relativo de adaptacao indicaram diferenca nas respostas das lagartas tanto entre
0s tratamentos quanto nas geracfes. Na primeira geracdo nao houve diferenca
entre os tratamentos, exceto para o CLis. Quando as lagartas foram avaliadas
na segunda geracao as populacdes CLis e CL2s apresentaram niveis superiores
de adaptacdo em relacdo aos outros tratamentos, diferenciando da terceira
geracdo que apresentou uma associacao entre 0 aumento da concentracao
subletal com a reducdo do nivel de adaptacdo. Houve uma reducdo na
suscetibilidade ao Dipel na maioria dos tratamentos ao longo das geragoes.

Palavras-chave: Efeito subletal, Lagarta da soja, Entomopatégeno, Controle

bioldgico, Glycine max, hormese
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CHAPTER 2 - DO GENERATIONS OF Anticarsia gemmatalis HUBNER, 1818
PRESENT DIFFERENT RESPONSES TO Bacillus thuringiensis BERLINER,
19157

ABSTRACT - Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae)
causes losses in all soybean producing regions, and bioinsecticides based on
Bacillus thuringiensis can be used to control this pest, but in addition to the lethal
effects (mortality) the understanding of sublethal effects is an important advance
in understanding the pathogen and host relationship. The aim of this study was
to evaluate the adaptation index of A. gemmatalis in the laboratory subjected to
underdoses of the bioinsecticide Dipel SC over three generations. The weight of
caterpillars surviving Dipel SC in the first generation was lower compared to the
other generations, but the weight of the pupae over the generations was not
affected, except for the first generation where all treatments differed from the
control. Regarding the weight of adults, only individuals from treatments LCio and
LC2s did not differ from the control in the first generation; in the second
generation, individuals from treatments LCs, LCio0, LC20 and LC2s did not differ
from the control and adults from the last generation showed no significant
difference between both treatments and the control. The sex ratio was affected
only in the treatments LC2o in the first generation and LCs in the second
generation. The adaptation index and the relative adaptation index indicated
differences in the responses of the caterpillars both between treatments and
across generations. In the first generation there was no difference between
treatments, except for LCis treatment. When the caterpillars were evaluated in
the second generation, the LC1s and LCzs populations showed higher levels of
adaptation compared to other treatments, different from the third generation that
showed an association between the increase in sublethal concentration and the
reduction in the level of adaptation. There has been a reduction in susceptibility
in most treatments over the generations.

Keywords: Sublethal effect, Soybean caterpillar, Entomopathogen, Biological

control, Glycine max, hormone.
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1. INTRODUCAO

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera:
Erebidae) é uma das principais pragas da cultura da soja (Glycine max L. Merrill,
Fabaceae) nas Américas (Haase et al., 2015). Esta espécie pode ocorrer em
todas as regibes produtoras de soja, proporcionando perdas de 3 a 75% na
produtividade (Moscardi et al., 2012; Castro et al., 2019).

O controle quimico e as plantas transgénicas sdo os principais métodos
adotados no controle da lagarta da soja, todavia, 0 seu uso incorreto favorece a
rapida evolucéo da resisténcia (Zhu et al., 2015; Mushtaq et al., 2017; Wang et
al., 2019). Por outro lado, bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis, foram
imprescindiveis para conter surtos de Chrysodeixis includens Walker, 1858
(Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa armigera Hibner, 1808 (Lepidoptera:
Noctuidae) nas safras 2012/2013 e 2013/2014 no Brasil (Polanczyk et al., 2017).

O uso tradicional do B. thuringiensis como bioinseticida, passou a ser
considerada uma tecnologia superada, devido ao surgimento das plantas
transgénicas com alta eficiéncia de controle, facilidade de uso e auséncia de
efeitos nocivos ao meio ambiente. Essa nova tecnologia dominou
completamente o mercado e os bioinseticidas cairam em desuso (Schiinemann
et al., 2014; Polanczyk et al., 2017). A crenca de que as plantas transgénicas
seriam a solucdo no controle dos insetos alvo resultou na reducédo dos estudos
de patologia dessa bactéria e a pesquisa foi direcionada principalmente para a
compreensao dos mecanismos do modo de acdo das toxinas Cry, visando ao
desenvolvimento de estratégias no manejo de resisténcia (Tabashnik et al.,
2013;2014).

Atualmente, pesquisas voltadas ao uso de bioinseticidas a base de B.
thuringiensis vém sendo retomadas, devido aos frequentes e crescentes relatos
de resisténcia de espécies praga as plantas transgénicas com genes de
resisténcia (Bentivenha et al., 2018; Amaral et al., 2019; Horikoshi et al., 2019).
A evolucdo da resisténcia dos insetos a tecnologia das plantas transgénicas
pode estar relacionada a expressédo de baixa dose das toxinas presentes nos
eventos transgénicos com resisténcia a insetos e ao aumento da pressao de

selecao (Arias et al., 2019).
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Um dos parametros chave que influencia a evolugcédo de resisténcia é a
frequéncia da dose que os organismos estdo expostos ao longo das geracodes
(Eizaguirre et al., 2005). Portanto, sdo necessarios estudos que avaliem a
interacdo patogeno-hospedeiro ao longo do tempo para fornecer subsidios ao
manejo de resisténcia da praga.

O espécime sobrevivente pode apresentar efeitos subletais da toxina, o
que causa uma diversidade de respostas. O fendbmeno é conhecido como
hormese e ocorre entre as geracdes, podendo levar a consequéncias positivas
ao organismo de grande relevancia, pois pode contribuir para surtos de insetos-
praga, ressurgéncia de pragas secundarias ou até mesmo interposicdo em
interacdes entre organismos (Guedes e Cutler, 2013; Van-Rie e Ferré, 2000).

As formula¢des contendo toxinas e esporos do B. thuringiensis foram
usadas quarenta anos como agentes de controle com poucas casos de
resisténcia em situacdes de campo diferentemente das plantas transgénicas
com genes de resisténcia a insetos (Escriche et al., 1995; Gong et al., 2010;
Zago et al., 2014). No entanto, essas formula¢cdes comerciais ainda enfrentam
desafios relacionados a aplicacéo correta o produto biologicamente ativo no alvo,
em quantidade necessaria, de forma econémica e com o minimo de desperdicio.
Condicdes ambientais e a tecnologia de aplicacdo adotada s&o os principais
fatores que impedem a administracdo de uma dose letal a uma populacdo de
inseto-praga (Sedaratian et al., 2013).

Desta forma, o manejo integrado da A. gemmatalis baseado no controle
biolégico com B. thuringiensis constitui um importante método de controle,
porém, o uso dessa ferramenta deve ser bem planejado, e para isso € importante
conhecer o efeito do patdégeno ao logo das geracdes do inseto-praga (Zago et
al., 2014; Sedaratian et al., 2013; De Bortoli et al., 2013). Sendo assim, devido a
falta de informacdes sobre os efeitos subletais por B. thuringiensis o objetivo
deste estudo foi avaliar o indice de adaptacdo de geragfes da lagarta da soja
em laboratério submetidas a subdoses do bioinseticidas Dipel SC ao longo de

trés geracoes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Criacao dos insetos

Os insetos foram obtidos do Laboratorio de Biologia dos Insetos da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ - Piracicaba) e a criagdo de
insetos foi estabelecida no Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes
Pragas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP —
Jaboticabal), mantidos em dieta artificial (Greene et al., 1976).

Para o estabelecimento da criagdo foram separados cerca de 2000 ovos
de A. gemmatalis, acondicionados em placas de Petri de (9 cm @), com papel
filtro umedecido com agua destilada na parte inferior e na parte superior filme
plastico (PVC) perfurado com um alfinete. O material foi mantido em sala
climatizada a 25 + 1°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 horas até a eclosédo
das lagartas. Para os bioensaios utilizaram-se lagartas de segundo instar

alimentadas com dieta artificial (Greene et al., 1976).

2.2.Estimativas das Concentragdes letais (CL)

As suspensdes do bioinseticida a base de B. thuringiensis (Dipel SC)
foram realizadas a partir da quantificacdo do numero de esporos, por meio de
contagem direta ao microscépio com auxilio de camara de Neubauer (Brand et
al., 1976). Para estimar a curva resposta pela andlise de Probit seis
concentragcdes foram definidas, micropipetando 200 pyL na superficie da dieta
artificial (4,8 cm?3) previamente distribuida em copos de polietileno (3,5 cm @).
Para cada concentracdo 10 lagartas de 2° instar de A. gemmatalis foram
distribuidas em 10 repeti¢des, totalizando 100 lagartas por concentracao. No lote
correspondente ao controle foi aplicada agua deionizada, em volume equivalente
aos lotes tratados. A partir da estimativa da curva resposta pela analise de Probit
as concentragfes subletais CLs, CLio, CLis, CL2o e Clas (2,7x10% 3,8x10%
5,1x10% 6,5x10% 1,7x10° esporos.mL) foram escolhidas para serem utilizadas
como tratamentos no bioensaio (Sedaratian et al., 2013).

Para a montagem do bioensaio uma aliquota de 200 pL dos tratamentos

CLs, CL1o, CL1s, CL20 e CL2s foi aplicada na superficie da dieta artificial (4,8 cm?3)
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previamente distribuida em copos de polietileno (3,5 cm &). Cada vez que o ciclo
biolégico da espécie chegava ao fim as lagartas sobreviventes que eclodiam dos
ovos de cada tratamento foram realimentados com dieta artificial contendo suas
respectivas concentragbes subletais (CLs, CLio, CLis, ClL2o, ClLz2s), esse
procedimento foi executado durantes trés ciclos biologicos (Fi1, F2 e F3) da
espécie praga. Para cada geracédo de A. gemmatalis (F1, F2 e F3) 10 lagartas de
2° instar foram distribuidas em 10 repeti¢cBes, totalizando 100 lagartas por
tratamento. No lote correspondente ao controle foi aplicada dgua deionizada, em

volume equivalente aos lotes tratados.

2.3. Avaliagéo dos efeitos subletais

As lagartas sobreviventes nas geracoes F1, F2 e F3 aos tratamentos CLs,
CLio, CLi1s, CL2o, CL2s e controle foram avaliadas diariamente e ao atingirem a
fase de pupa foram sexadas. Os adultos recém emergidos foram separados em
casais e acondicionados em gaiolas de PVC com 10 cm de diametro por 20 cm
de altura, forradas com papel sulfite A4 branco (utilizado como substrato de
oVviposig&o) no seu interior. Na parte inferior foi utilizada uma placa de Petri com
papel filtro e a parte superior vedada com tecido voile.

Os adultos foram alimentados com solucédo de mel a 10% umedecido em
algodao hidréfilo colocado em placa de Petri de polietileno (49 x 12 mm) no fundo
das gaiolas (Fernandes et al., 2017). Os papéis utilizados como substrato de
postura foram retirados, trocados diariamente, acondicionados em potes
plasticos (14,0 cm &, 10 cm altura) e com a eclosdo das larvas essas foram

utilizadas para originar as geracdes subsequentes (Kalvnadi et al., 2018).

2.4. Delineamento experimental

Os dados de mortalidade foram submetidos a andlise de regressdo de
Probit e estimados os valores das concentracdes subletais CLs, CLio, CL15, CL20o
e ClLo2s utilizando o software SAS (P > 95%) (Sas University, 2014). O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) para as variaveis peso
(g) de lagartas do sétimo dia, pupas ap6s 24 horas e adultos recém emergidos.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Foi
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realizado o teste de Kruskall-Wallis e o teste post hoc de Dunn (P < 0,05) nas
geracoes Fi, F2 e F3 (Graphpad Prism 6, 2012).

Para avaliar o desempenho larval de A. gemmatalis utilizou-se o indice de
adaptacao (IA) proposto por Pencoe; Martin (1982) adaptado por Boregas et al.
(2013), que avalia o desempenho larval, em que: IA = sobrevivéncia larval (%) x
peso de pupas (mg) / periodo de desenvolvimento larval (dias); no calculo do
indice de adaptacdo, o peso das pupas fémeas foi utilizada para estimar a
fecundidade dos adultos (Barah e Sengupta, 1991).

Com base neste indice, também foi calculado o indice relativo de
adaptacao, por meio da divisao do indice de adaptacéo de cada tratamento pelo
indice de adaptacéo da testemunha para expressar o valor em percentagem. O
resultado dessa divisao foi multiplicado por cem para facilitar a visualizacédo dos
resultados. Para o calculo da razdo sexual para cada tratamento, foram anotados
0 numero e o sexo dos adultos emergidos nos trés bioensaios utilizados para
estimar os indices de adaptacdo. A expressao usada para calcular a razdo
sexual (RS) foi: RS = numero de fémeas / (nUmero de machos + fémeas). Os
dados foram comparados em relacéo a proporcéo de 1:1 de acordo com a teoria
de Fisher pelo teste do qui-quadrado no software R 3.6.1 (Boregas et al., 2013;
Fisher et al., 1930; Waquil et al., 2016).

3. RESULTADOS

O parametro peso na primeira geragdo atingiu limiares inferiores em
relacdo as demais geracbes. Todos os tratamentos com excecdo CLs,
apresentaram reducdo no peso de acordo com o aumento da concentracao
utilizada, sendo observado na CL2s uma reducéo de 60,0% no peso das lagartas.
Na segunda geracdo todos os tratamentos apresentaram peso superior a
primeira geracao. O tratamento CL2o obteve a maior peso entre todos os
tratamentos, com diferenca de 33,3% em relagédo ao peso da testemunha. Na
terceira geracdo os tratamentos CLio e CLis ndo apresentaram diferenga
significativa com a testemunha. No entanto, CLs e ClLz2o atingiram indices
inferiores, aproximadamente 35,0% no peso das lagartas comparado aos outros
tratamentos. As lagartas expostas a CL2s na terceira geracao n&ao sobreviveram
(Figura 1).
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Na fase pupal, houve pouca variagdo no parametro peso ao longo das
geracdes, ao contrario da primeira geracao onde todos os tratamentos diferiram
da testemunha. Na segunda geracdo as CLs, CLio e CL2o n&o diferiram da
testemunha, entretanto, houve significancia da CL2s com 0 menor valor no peso.
As pupas que alcancaram a terceira geracao, na CL1s apresentaram diferenca
significativa entre CL1o0 e a testemunha com reducao de aproximadamente 15,3%
do peso pupal (Figura 1).

Ao atingirem a fase adulta na primeira geracdo, somente os individuos
dos tratamentos CLio e CL2s ndo diferiram da testemunha. Apds completarem a
segunda geragédo apenas CLis obteve o menor valor com diferenca de 21,4% em
relacdo ao peso da testemunha. Os outros tratamentos CLs, CLio, CL20 € CL2s
nao diferiram da testemunha. Ao final, os adultos provenientes da ultima geracao
nao apresentaram diferenca significativa entre ambos os tratamentos e a

testemunha (Figura 1).
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Figura 1. Peso (g) entre os tratamentos das fases de desenvolvimento de Anticarsia
gemmatalis submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de trés geracdes
a25+1°C, 70+ 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Dunn (P <0,05).

O peso das lagartas de A. gemmatalis de cada tratamento apresentou
diferenca significativa entre as geracdes, com excec¢do ao tratamento CLzs. Nas
avaliacOes realizadas na primeira geracao evidenciam o menor valor do peso
aos tratamentos CLs, CLis e ClL2, no entanto, quando as lagartas foram
avaliadas na segunda geracao os resultados demostraram aumento no peso de
A. gemmatalis entre todas a geracfes. O tratamento CLio foi diferente com
aumento no peso ao longo das geracdes tendo da primeira geracao a terceira
geracdo uma adicao de 75,0% no peso (Figura 2).

Ao atingirem a fase de pupa os resultados foram iguais, onde a segunda
geracdo atingiu os maiores valores em todos os tratamentos, com excecao a
CL2s que néo apresentou diferencga significativa (Figura 2).
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Na fase adulta a CLs na primeira geragao apresentou a maior média no
peso, diferindo das geracdes subsequentes, CLio e CL2s que n&o diferiram entre
si e, CL1s e CL2o apresentaram maiores valores do peso na primeira e terceira
geracao (Figura 2).

A razdo sexual observada comparada a proporcdo de 1:1 esperada
apresentou alteragdo somente nos tratamentos CL2o na primeira geragéao e CLs
na segunda geracdo, uma vez que a média nas geracOes foi de 0,47 entre a
primeira geracdo e segunda geracdo e de 0,54 na terceira geracao,
respectivamente (Tabela 1).

O indice de adaptacéo e o indice relativo de adaptacéo indicou diferenca
nas respostas das lagartas tanto entre os tratamentos quanto nas geracgdes. Na
primeira geracdo ndo houve diferenca entre os tratamentos, exceto para o
tratamento CLis. Quando as lagartas foram avaliadas na segunda geragéo as
populacbes CLis e ClLzs apresentaram niveis superiores de adaptacdo em
relacdo aos outros tratamentos, diferente da terceira geracdo onde houve uma
associacdo entre o aumento da concentracdo subletal com a reducdo do nivel
de adaptacao (Tabela 1).

Ao se comparar os indices em relacdo as geracoes, houve similaridade
nos resultados atribuido ao periodo de exposi¢éo entre a primeira e a segunda
geracdo, com a melhor resposta no indice na segunda geracdo em todos o0s
tratamentos. Nos tratamentos CLis € ClL2o 0 comportamento do indice de
adaptacao e o indice relativo de adaptacdo respondeu de forma diferente, onde
todas as geracdes na CLis diferiram e, no tratamento CL2o ndo houve diferenca

significativa entre as geracdes (Tabela 1).
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Figura 2. Peso (g) entre as geracdes das fases de desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis
submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de trés geragbes a 25+ 1 °

C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Dunn (P <0,05).
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Tabela 1. Razao sexual, indice adaptacdo e indice de adaptacdo relativo de Anticarsia
gemmatalis submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de trés geracdes
a25+1°C, 70+ 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h.

Tratamentos Raz&o Sexual indice de indice de adaptacéo
(fémea/fémea+macho) adaptacao relativo
1° Geracgao
Controle 0,55+ 0,04 2,57 + 0,07 aA? 100,00 + 0,00 aA
CLs 0,46 £ 0,04 1,55+ 0,08 bB 60,16 + 0,48 bB
ClLio 0,61+ 0,04 1,59 + 0,07 bB 61,97 + 0,44 bB
ClLis 0,43+0,04 1,10+ 0,07 cC 42,85+ 0,43 cC
Cl2o 0,26 + 0,041 1,50 £ 0,07 bA 58,33 + 0,44 bA
Clas 0,62 + 0,04 1,50 + 0,06 bB 58,39 + 0,39 bB
2° Geracao
Controle 0,45 £ 0,00 2,81 £ 0,06 aA 100,00 + 0,00 aA
CLs 0,38 £ 0,041 2,00 £0,05cA 71,34 £ 0,32 cA
CLio 0,54 £ 0,04 1,87 £ 0,05 cA 66,42 £ 0,32 cA
ClLis 0,52 £ 0,04 2,09 £ 0,06 bA 74,22 £ 0,35 bA
ClL2o 0,47 + 0,03 1,59 + 0,05 dA 56,68 + 0,32 dA
Clzs 0,48 + 0,03 1,94 + 0,06 bA 69,08 + 0,38 bA
3° Geragao
Controle 0,48 + 0,01 2,61+ 0,09 aA 100,00 + 0,00 aA
CLs 0,50+ 0,04 2,61+ 0,09 bA 72,34 + 0,47 bA
ClLio 0,51+0,04 1,89 + 0,08 bA 74,77 £ 0,36 bA
CLis 0,57 £ 0,03 1,95+ 0,06 cB 60,62 + 0,31 cB
ClL2o 0,57 + 0,03 1,58 + 0,05 cA 59,71+ 0,30 cA
Clos - - -

IDiferenca estatistica em relagdo a razao sexual de 1:1, de acordo com a teoria de Fisher
(1930), pelo teste do qui-quadrado (P <0,05). 2Médias seguidas pela mesma letra mindscula
entre tratamentos e mailsculas entre geragfes nado diferem significativamente pelo teste de
Dunn (P <0,05).

4. DISCUSSAO

O peso na fase larval foi afetado de de acordo com a subdose utilizada ao
longo das geracgfes, sendo que a primeira geracdo sofreu maior influéncia dos
tratamentos.

Essas alteracdes observadas no peso das lagartas podem ser atribuidas
a uma combinacéo de trés fendmenos comportamentais. Primeiro, quando as
lagartas ingeriram a dieta contendo B. thuringiensis, ap6s alguns dias a
alimentacao pode ser inibida, cuja duracdo depende da temperatura, duragao da
exposicdo, dose ingerida e a qualidade do alimento disponivel (Van-
Frankenhuyzen e Nystrom, 1987; Fast e Régniere, 1984; Bauce et al., 2002).
Como resposta a inibicdo, as lagartas degradariam a toxina e reparariam as
células do epitélio intestinal devido a utilizacdo das subdoses (Retnakaran et al.,
1983; Spies e Spence, 1985) ou silenciaria genes que reduz a suscetibilidade a
bactéria (Guo et al., 2015; Crickmore, 2016; Guo et al., 2019).
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O segundo fenbmeno seria atribuido as lagartas que voltariam a se
alimentarem e, como resultado para compensacéo alimentar, prolongariam o
tempo de desenvolvimento para suprir as reservas de energia gasta durante o
periodo de inibicdo (Bauce et al., 2002). O terceiro fenbmeno € aplicado em
condicbes de campo, denominado periodo de anorexia, que é uma forma de
inibicdo da alimentagdo que tende a dessincronizar a ecobiologia dos insetos
com a ecofisiologia da planta atacada (Bauce et al., 2006). Estudos realizados
com o Choristoneura fumiferana (Clemens, 1865) (Lepidoptera: Tortricidae) e a
planta Picea glauca (Moench) (Pinales: Pinaceae) exemplificam o retardo na
sincronia do inseto ao se alimentar da planta; os danos causados aos insetos
sdo maior na fase larval apresentando maior mortalidade, maior tempo de
desenvolvimento larval e menor peso na fase pupal (Lawrence et al., 1997).

Bauce et al. (2002) demonstraram que as lagartas que cessaram por um
tempo e retornaram a alimentacao tinham provavelmente menos tempo para
recuperar e, presumivelmente, tiveram que alocar uma grande parte dos
nutrientes assimilados no reparo de células epiteliais ao invés de utilizar os
recursos para ganho de peso. Além disso, quando o desenvolvimento €&
comprometido os efeitos sdo percebidos nas fases subsequentes, como
observado no tratamento ClL2s que n&o completou a terceira geragao, com
reducdo na fecundidade ap6s exposicdo a dose subletal. Estudos realizados
comprovam o0 observado no presente trabalho, com uma reducdo na
fecundidade apds exposicéo a subdose do B. thuringiensis (Golud e Anderson,
1991; Pedersen et al., 1997; Costa et al., 2000).

O processo fisioldgico também € outro fator que pode ter contribuido para
a variacao no condicionamento fisico dos insetos. Estudo realizado com o efeito
do B. thuringiensis na atividade proteolitica de H. armigera comprova que 0s
danos causados pelo patogeno as células epiteliais do intestino médio sdo
compensados por diferentes mecanismos (Fathipour et al., 2019). O primeiro é,
quando a produc¢éo de enzimas da protease do intestino € prejudicada, o inseto
fisiologicamente compensara alterando a sua composi¢do enzimatica. Uma das
principais razdes para o sucesso de varios lepidépteros polifagos € a presenca
dessas proteases no intestino médio, aléem da capacidade de alterar o tipo e o
nivel de atividade como uma nova estratégia para suprir as necessidades

energéticas e de aminoacidos (Harsulkar et al., 1999; Brandt et al., 2004).
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Um segundo mecanismo, € o aumento na producdo de enzimas digestivas
por células que ndo foram comprometidas. A destruicdo das células do intestino
médio faz com que as células sobreviventes aumentem a producéo de enzimas
digestivas e garantam que o0 inseto consiga explorar o recurso alimentar
disponivel (Broadway e Duffey, 1986).

O terceiro mecanismo seria a ativacdo de processos que substitua as
células epiteliais danificadas. Esse processo foi observado no intestino médio de
Chloride virescens Fabricius, 1777 (Lepidoptera: Noctuidae) submetida a toxinas
do B. thuringiensis. No estudo foi visto que as lagartas apOs realizar a
substituicdo das células epiteliais danificadas continuaram a crescer e alimentar
normalmente (Spies e Spence, 1985; Loeb et al., 2001). Estudos realizados
avaliando a capacidade dos insetos de repararem suas células intestinais
danificadas depois de se alimentar com dieta infectada com B. thuringiensis
mostraram resisténcia a algumas toxinas produzido pelo patégeno (Martinez-
Ramirez et al., 1999; Loeb et al., 2001), o que torna o uso a longo prazo desse
patdgeno ineficaz.

Contudo, os resultados deste estudo indicam que o estresse nutricional
causado pela a utilizacdo de subdoses de B. thuringiensis na primeira geracéo
afeta o desenvolvimento bioldégico do inseto drasticamente, no entanto, as
geracbes subsequentes o0s insetos sobreviventes usam alteracdes
comportamentais ou fisiolégicas para sobreviver e perpetuar sua progénie.

A exposicdo de A. gemmatalis a subdoses de B. thuringiensis resultou em
menor proporgado de fémeas na progénie. A teoria de Fisher (1930) prediz que
espécies que se reproduzem sexualmente, metade dos genes é adquirido de
cada sexo apresentando proporcfes sexuais de 1:1, o fato é atribuido ao
mecanismo de selecdo natural, onde a evolucdo caminha em direcdo a
proporcdo de 1:1, independente do sistema de determinacdo do sexo, pois
supdem que machos e fémeas contribuem de forma igualitaria para o pool
genético (Carvalho et al., 1998). A evolucdo dos tratamentos CLs e CL2o has
geracOes subsequentes corrobora a teoria, no entanto, acredita que essas
alteracdes na proporcéo de machos e fémeas pode estar associada também a
suscetibilidade diferencial entre os sexos e a efeitos fisiologicos na fertilizacao
dos évulos quando os adultos sdo expostos aos tratamentos (Alix et al., 2001;
Desneux et al., 2007).
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Outros estudos exemplificam a distorcdo na razdo sexual diante de
inseticidas  sintéticos, como abamectina em  Ageniaspis citricola
(Longvinovskaya, 1998) (Hymenoptera: Encyrtidae) (Morais et al., 2016),
clorpirifés em Trichogramma brassicae (Bezdenko, 1968) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (Delpuech e Meyet, 2003), no entanto, este € o primeiro
relato sobre o efeito da subdose de um bioinseticiada a base de B. thuringiensis
na proporcao entre machos e fémeas.

Cabe salientar, que este estudo foi realizado em condi¢bes de laboratorio,
onde os insetos sdo submetidos a uma situagao drastica, com exposicdo maxima
dos insetos ao bioinseticida. Dessa forma, € possivel que em condicGes de
campo, os efeitos do bioinseticida sobre a razdo sexual sejam inferiores aos
observados no presente estudo. No entanto, estudos de campo devem ser
realizados para verificar os efeitos subletais causados pelo bioinseticida na
populacdo de A. gemmatalis e em suas geracdes subsequentes.

Tanto o indice de adaptacdo quanto o indice relativo de adaptacdo
indicaram niveis distintos de suscetibilidade ao longo das geracbes nas
populacdes selecionadas artificialmente em condicbes de laboratorio, com
reducdo da suscetibilidade para a maioria dos tratamentos ao longo das
geracoes.

Estudos realizados em laboratorios com bioinseticidas a base de B.
thuringiensis, exemplificam a capacidade de evolucdo de resisténcia quando
lagartas de A. gemmatalis submetidas a subdose de Dipel WP. A pressao de
selecdo para obter aproximadamente 80% de resisténcia na populacéo
apresentou a necessidade de executar consecutivamente 144 geracles
submetida a concentragdo de 16,000 IU.mg?, 32 g.kg?, e inerte 968 g.kg*
(Abbott Laboratories, North Chicago, IL, US) (Sosa-Gomez e Miranda, 2012). Em
condi¢cbes de campo fatores ambientais e 0 manejo inadequado da aplicacao do
produto deve contribuir para acelerar o processo de evoluc¢ao devido ao aumento
da frequéncia de individuos sobreviventes.

Esta resposta é conhecida como hormese e pode levar a consequéncias
positivas ao organismo sendo de grande relevancia, uma vez que contribui para
surtos de insetos-praga, ressurgéncia de pragas secundarias ou até mesmo
interposicdo em interacdes entre organismos (Guedes e Cutler, 2013). Os

padrdes evolutivos surgem a partir da aptiddo manifestada no fenétipo que é
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determinada por um gendtipo e € avaliada pela capacidade de difundir a
carateristica em uma populacéo (Fobes, 2000).

A teoria do principio de alocacdo proposta por Sibly; Calow (1986)
baseado no modelo energético fisioldgico infere que trocas na alocacdo de
recursos entre diferentes processos fisioldgicos sdo uma caracteristica central
no controle dos fenétipos do organismo, ou seja, para um determinado nivel de
entrada de recursos, 0s organismos serao selecionados com base em como eles
alocam recursos entre metabolismo, crescimento, reproducao e dispersao, cuja
combinacéo determina a aptiddo. Mudancas ambientais, como a exposi¢ao ao
bioinseticida para o controle do inseto, podem alterar o padrédo de alocacédo de
varias maneiras (Calow e Sibly, 1990). Fisiologicamente, espera-se uma maior
alocagdo para processos como crescimento e resulte em menor alocagéo para
metabolismo e/ou reproducéo (Fobes, 2000). A mudanca no padrdo de alocacao
pode ter consequéncias positivas ou negativas para a adequacao, visto ao
tratamento CL2s que néo atingiu a 3° geragao.

A sobrevivéncia quanto a reproducédo sdo atividades que requer entrada
de energia e, espera-se gue haja equilibrio entre os componentes. Em condicdes
de estresse como a utilizacdo do bioinseticida, ha um aumento nos gastos de
energia como resposta para a desintoxicacdo e esses gastos energeéticos
adicionais devem ser pagos por decréscimo na energia dedicada a reproducéo.
Ou em vez de investir em mecanismos de defesa, como producao de proteinas
que melhora a sobrevivéncia, uma alternativa pode ser o investimento na
producdo de prole devido a possibilidade de se dispersarem e aumentar a
probabilidade de sobrevivéncia da espécie (Fobes, 2000; Parsons, 2000).

Apesar da A. gemmatalis apresentar suscetibilidade as toxinas de B.
thuringiensis (Fernandes et al.,, 2018) os resultados do estudo afirmam a
possibilidade do inseto utilizar métodos de escape do efeito inseticida da
bactéria. Em condi¢cbes de campo ainda ndo houve relatos dessa evolucéo tanto
com a utilizagdo de plantas transgénicas (Tabashnik, 1994; Caprio et al., 2000)
quanto a bioinseticidas a base de B. thuringiensis (Embrapa, 2019). Contudo, o
panorama agricola atual comprova que o uso inadequado dos métodos de
controle como o uso de subdoses contribui expressivamente para o aumento da
frequéncia de insetos sobreviventes em campo, justificando o aumento

populacional do inseto-praga.
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Paises que se localizam em regides tropicais e subtropicais geralmente
apresentam uma agricultura intensa, devido as condi¢cdes ambientais favoraveis
com producédo de alimento todo o ano, o resultado da abundancia de alimentos
€ a constancia das pragas em campo. Em estudos realizados com A.
gemmatalis, Botelho et al. (1999) observou a possibilidade de nove geracgdes por
ano, o que pode contribuir para agilizar o processo de adaptacao a tecnologia.
Essas tecnologias tanto plantas transgénicas quanto bioinseticidas séo
provenientes de regiées com clima temperado, fato errdneo pois ha necessidade
de desenvolver tecnologias adaptadas a regifes tropicais e subtropicais que
ocorre de forma continuo os processos de producdo de alimento, diferindo das
condicdes bidticas e abidticas de regibes temperadas.

5. CONCLUSAO

Houve uma reducdo na suscetibilidade na maioria dos tratamentos ao

longo das geracoes.
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CAPITULO 3 - CONDICIONAMENTO BIOLOGICO DE Anticarsia gemmatalis
HUBNER, 1818 EXPOSTA A SUBDOSES DE Bacillus thuringiensis
BERLINER, 1911

RESUMO - Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) é um
dos principais insetos-praga desfolhadores na cultura da soja. Bioinseticidas a
base de Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 sdo uma estratégia interessante
visando ao controle dessa praga, no entanto, problemas como temperatura,
radiacdo solar, chuva e a falta de informacgdes sobre tecnologia de aplicacao de
produtos microbianos sdo importantes entraves a sua utilizagéo, por limitarem a
eficiéncia no controle do inseto-alvo. Tais fatores podem atuar de forma conjunta
ou individual de forma que o alvo biolégico receba uma dose inferior a
recomendada em campo; isso pode resultar em efeitos subletais do bioinseticida.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o condicionamento biolégico de A.
gemmatalis submetido a subdoses do bioinseticida Dipel SC. A partir da
estimativa da curva resposta de A. gemmatalis ao Dipel SC pela analise de Probit
as concentragdes letais CLs, CLio, CL1s, CL2o, CL2s foram escolhidas. Para cada
concentracdo subletal 10 lagartas de 2° instar de A. gemmatalis foram
distribuidas em 10 repeticBes em recipientes com dieta artificial, totalizando 100
lagartas por concentracdo avaliado durante trés geracbes. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado para as variaveis duragéo do ciclo biolégico
e viabilidade das fases de ovo, lagarta, pré-pupa, pupa, adultos e pré-oviposi¢ao.
Para a confeccdo da tabela de vida foi utilizado o programa Two sex. Os
tratamentos nao influenciaram o periodo de incubacdo dos ovos, pré-pupa e
pupa. No entanto, nas fases larval CL2s e adulta CLio foram os mais afetados.
Alteracdes na razao sexual foram observados nos tratamentos CL2o e CLs. Nos
parametros da tabela de vida, uma associa¢cdo com o aumento da concentracéo
do bioinseticida houve uma reducdo nos parametros duracdo média de uma
geracdo, taxa liquida de reproducéo, taxa reprodutiva bruta, taxa intrinseca de
aumento, taxa finita de aumento. A biologia de A. gemmatalis foi afetada por
subdoses do Dipel SC, interferindo nos parametros de fecundidade, razéo
sexual, taxa liquida de reproducéo e taxa bruta de reproducéo.

Palavras-chave: Progénie, condicionamento bioldgico, desfolhadora, subdoses,

lagarta da soja, bioinseticida.
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CHAPTER 3 - BIOLOGICAL CONDITIONING OF Anticarsia gemmatalis
HUBNER, 1818 EXPOSED TO UNDERDOSES OF Bacillus thuringiensis
BERLINER, 1911

ABSTRACT - Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) is
one of the main defoliating insect pests in soybean crops. Bioinsecticides based
on Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 are an interesting strategy aimed at
controlling this pest, however, problems such as temperature, solar radiation, rain
and the lack of information on application technology for microbial products are
important barriers to its use, for limit efficiency in controlling the target insect.
Such factors can act jointly or individually so that the biological target receives a
dose lower than that recommended in the field; this may result in sublethal effects
of the bioinsecticide. The objective of this work was to evaluate the biological
conditioning of A. gemmatalis submitted to underdoses of the bioinsecticide Dipel
SC. From the estimate of the response curve of A. gemmatalis to Dipel SC by
Probit analysis, sublethal concentrations LCs, LCio, LCis, LC20, LC2s were
chosen. For each sublethal concentration, 10 2nd instar caterpillars of A.
gemmatalis were distributed in 10 repetitions in containers with artificial diet,
totaling 100 caterpillars per concentration evaluated over three generations. The
design used was completely randomized for the variables duration of the
biological cycle and viability of the egg, caterpillar, pre-pupa, pupa, adults and
pre-oviposition phases. The Two sex program was used to make the life table.
The treatments did not influence the incubation period of the eggs, pre-pupa and
pupa. However, in the larval LC2s and adult LCi0 phases, they were the most
affected. Changes in sex ratio were observed in treatments LC20 and LCs. In the
parameters of the life table, an association with the increase in the concentration
of the bioinsecticide there was a reduction in the parameters average duration of
a generation, net reproductive rate, crude reproductive rate, intrinsic rate of
increase, finite rate of increase. The biology of A. gemmatalis was affected by
underdoses of Dipel SC, interfering in the parameters of fertility, sex ratio, net
reproduction rate and gross reproduction rate.

Keywords: Progeny, biological conditioning, defoliator, underdoses, soybean

caterpillar, bioinsecticide.
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1. INTRODUCAO

Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) conhecida
como lagarta da soja € um dos principais insetos-praga desfolhadores na cultura
da soja (Haase et al., 2015). No Brasil, a severa desfolha causada pelas lagartas
a cultura foi reduzida na década de 1970 com a utilizacdo de inseticidas
organoclorados e organofosforados. Com o surgimento do MIP soja o uso de
inseticidas foi reduzido e atualmente o controle dessa praga e feito com
inseticidas menos agressivos ao meio ambiente e com a soja Bt que expressa a
toxina CrylAc de Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 (Bernardi et al., 2012;
Moscardi et al., 2012).

A tendéncia de reduzir a dependéncia de inseticidas quimicos na
agricultura aliado aos crescentes relatos de resisténcia de insetos-praga a
plantas transgénicas renovou o interesse mundial em bioinseticidas a base de B.
thuringiensis (Lacey, 2017; Konecka et al., 2018; Amaral et al., 2019; Horikoshi
et al., 2019).

No entanto, fatores bidticos e abidticos sdo importantes limitantes para a
eficiéncia dos bioinseticidas a base de B. thuringiensis por limitarem a eficiéncia
no controle do inseto-alvo (Sedaratian et al., 2013). Estudos comprovaram a
reducdo do efeito inseticida da bactéria em campo de forma gradual pelos fatores
como chuva, radiacdo solar e temperatura considerados 0s principais agentes
(Pinnock et al., 1971; Becker et al., 1992; Manasherob et al., 2002; Hadapad et
al., 2009).

No momento da aplicacao da calda em campo, outros problemas também
podem contribuir para a colocacéo incorreta do produto biolégico no alvo como
incompatibilidade com outros produtos, qualidade da agua utilizada na calda,
calibragem dos equipamentos de aplicacdo, deriva do produto biolégico e
treinamento inadequado do aplicador (Andef, 2010; Matthews et al., 2015;
Adapar, 2019).

Portanto, esses fatores podem atuar de forma conjunta ou individual para
gue o alvo biologico receba uma dose abaixo da recomendada. Isto precisa ser
considerado melhor compreenséo da eficacia e do impacto ecolégico gerados
por bioinseticidas a base de B. thuringiensis em campo (Frye et al., 1973;

Sedaratian et al., 2013). O inseto-praga sobrevivente a subdose apresenta
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efeitos no condicionamento biolégico, o0 que causa uma diversidade de
respostas. O fendmeno é conhecido como hormese e ocorre nos sobreviventes
e seus descendentes e, pode levar a consequéncias positivas ou negativas ao
inseto-praga (Van-Rie e Fereé, 2000; Guedes e Culter, 2013).

Os efeitos de subdoses de B. thuringiensis na biologia de insetos-praga é
pouco conhecido, e os resultados podem ser altamente variaveis devido a
variabilidade bioldgica e as diferencas nos padrdes de alimentacdo. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o condicionamento biolégico de A. gemmatalis
submetido a subdoses do bioinseticida Dipel SC por meio dos parametros de
tabela de vida para detectar e quantificar efeitos no desenvolvimento e

fecundidade do inseto-praga.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Criagéo dos insetos

A populacdo de A. gemmatalis foi obtido no Laboratério de Biologia dos
Insetos da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ - Piracicaba)
e a criacao de insetos foi estabelecida no Laboratério de Controle Microbiano de
Artropodes Pragas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP - Jaboticabal), mantidos em dieta artificial (Greene et al., 1976).

Para o estabelecimento da criacdo foram separados 2000 ovos de A.
gemmatalis, acondicionados em placas de Petri de (9 cm @), com papel filtro
umedecido com agua destilada na parte inferior e na parte superior filme plastico
(PVC) perfurado com um alfinete. A criacdo dos insetos foi mantida em sala
climatizada sobre as condi¢des de 25 + 1°C, UR de 70 £ 10% e fotofase de 12

horas.

2.2. Concentragdes letais (CL)

As suspensdes do bioinseticida a base de B. thuringiensis (Dipel SC)
foram realizadas a partir da quantificacdo do numero de esporos, por meio de
contagem direta ao microscopio com auxilio de camara de Neubauer (Brand et

al.,, 1976). Para estimar a curva resposta pela andlise de Probit seis



85

concentraces foram definidas, micropipetando 200 pL na superficie da dieta
artificial (4,8 cm?3) previamente distribuida em copos de polietileno (3,5 cm @).
Para cada concentracao subletal 10 lagartas de 2° instar de A. gemmatalis foram
distribuidas em 10 repeti¢cdes, totalizando 100 lagartas por concentracao.

No lote correspondente ao controle foi aplicada agua deionizada, em
volume equivalente aos lotes tratados. A partir da estimativa da curva resposta
pela andlise de Probit as concentragdes subletais CLs, CL1o, CLi1s, CL20 € CL2s
(2,7x10% 3,8x10% 5,1x10% 6,5x10% 1,7x10°) foram escolhidas para serem
utilizadas como tratamentos no bioensaio (Sedaratian et al., 2013).

Para a montagem do bioensaio uma aliquota de 200 pL dos tratamentos
CLs, CL1o, CL1s, CL20 e CL2s foi aplicada na superficie da dieta artificial (4,8 cm?)
previamente distribuida em copos de polietileno (3,5 cm &). Cada vez que o ciclo
bioldgico da espécie chegava ao fim as lagartas sobreviventes que eclodiam dos
ovos de cada tratamento eram realimentados com dieta artificial contendo suas
respectivas concentragdes subletais (CLs, CLio, CLis, CL20, ClLz2s), esse
procedimento foi executado durantes trés ciclos biologicos (Fi1, F2 e F3) da
espécie praga. Para cada geracdo de A. gemmatalis (F1, F2 e F3) 10 lagartas de
2° instar foram distribuidas em 10 repeti¢cbes, totalizando 100 lagartas por
tratamento. No lote correspondente ao controle foi aplicada agua deionizada, em

volume equivalente aos lotes tratados.

2.3. Estudo dos efeitos subletais

Nas geragOes Fi, F2 e F3 os tratamentos CLs, CLio, CLis, CL2o, CL2s €
controle foram avaliados diariamente até as lagartas atingir a fase de pupa. As
pupas com até 24 horas foram sexadas (Butt e Cantu, 1962).

Os adultos recém emergidos foram separados em casais e
acondicionados em gaiolas de PVC com 10 cm de diametro por 20 cm de altura,
forradas com papel sulfite A4 branco (utilizado como substrato de oviposi¢ao) no
seu interior. Na parte inferior foi utilizada uma placa de Petri com papel filtro e a
parte superior vedada com tecido voile.

Os adultos foram alimentados com solucéo de mel a 10% umedecido em
algodao hidréfilo colocado em placa de Petri de polietileno (49 x 12 mm) no fundo

das gaiolas. Os papéis utilizados como substrato de postura foram retirados
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diariamente e 0s ovos contabilizados com auxilio de um microscopio

estereoscopico (Leica - S8 APO).
2.4. Delineamento experimental

Os dados de mortalidade dos testes de viruléncia foram submetidos a
andlise de regressdo de Probit e obtidos os valores das concentracdes letais
CLs, CLio, CL1s, CL2o e CLzs utilizando o software SAS (P > 95%) (Sas University,
2014). O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) para as
variaveis duracdo do ciclo biolégico e viabilidade das fases de ovo, lagarta, pré-
pupa, pupa, adulto e pré-oviposicao.

Os seguintes parametros foram registrados em cada tratamento (CLs,
CLio, CLi1s, CL2o, CL2s e controle) e geracao (Fi1, F2 e F3): periodo de pré-
oviposicao do adulto (APOP = o periodo entre a emergéncia da fémea adulta até
a primeira postura), periodo total de pré-oviposicéo (TPOP = intervalo de tempo
entre 0 nascimento e o inicio da postura), periodo de oviposicao e fecundidade
diaria (Colinet et al., 2015).

Utilizou-se o programa de tabela de vida de fertilidade Two-Sex (Chi e Liu,
1985) para analisar os parametros biolégicos ovo, larva, pupa, periodo de pré-
oviposicao de adultos, periodo total de pré-oviposicéo e fecundidade (Chi, 1988;
2019). No estagio etario, os valores de tabela de vida de fertilidade Two-Sex, o

lx, m, e Ro sdo calculados como:

k
ng% (1)
k k
my = stjij /Z ij (2)
=1 =1

Ro = Z Im, 3)
x=0

Onde k é um numero de estagios, sx € a taxa de sobrevivéncia da lagarta
da soja onde x = idade em dias e j = estagio, fyj € a fecundidade especifica do
estagio, Ix € taxa de sobrevivéncia especifica do estagio, my é fecundidade
especifica do estagio, exj expectativa de vida, vy valor reprodutivo no estagio
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estario, Ro é a taxa liquida reprodutiva, k taxa finita de aumento e T é a geracao
média.

Neste estudo, o método de bisseccdao iterativa da férmula de Euler-Lotka
foi usado para estimar r (r é a taxa intrinseca de aumento) est4 usando o com a
idade indexada a 0 (Goodman, 1982), como mostrado na Equacéo (2).

O eyj é definido como o periodo de duracdo ou tempo que um individuo ou

inseto de x e | € previsivel a viver (Chi e Su, 2006) como:

exy=) ) S @

Onde S’y é definida como a probabilidade de os individuos e os individuos
sobreviverem até a idade e o estagio, e é encontrada assumindo siy = 1. O v,;
foi estimado seguindo a metodologia de Abbas et al. (2014) e foi calculado como:

r(x+1)

vxj - SX] Z _r(x+1) z S’lyﬁy (5)

Finalmente, os erros-padrao as médias de diferentes parametros foram

comparados tecnicamente com LSD e bootstrap (Efron e Tibshirani, 1994).
3. RESULTADOS

Anticarsia gemmatalis submetida aos tratamentos CLs, CL1o, CL1s, CL20 €
a testemunha completou o desenvolvimento biolégico nas trés geracdes
avaliadas com diferentes respostas no condicionamento bioldgico da espécie.
As lagartas submetidas ao tratamento CL2s n&o atingiram a terceira geragao.

As curvas de sobrevivéncia mostram a proporcdo de A. gemmatalis em
cada estagio de desenvolvimento em relagdo ao numero inicial de ovos. As
sobreposicdes observadas entre proporcfes dos estagios sdo devidas a
diferencas na velocidade de desenvolvimento entre individuos. As propor¢des
atingiram seus valores maximos, com posterior reducéo em funcao de muda para
a proxima fase ou mortalidade, ou por causa de sua morte na fase adulta (Figura
1).

A maior variacdo foi observada na propor¢do de individuos em cada
estagio do desenvolvimento no tratamento CL2s na primeira geracdo. Na

segunda geracao para os tratamentos CLs e CLis os individuos machos adultos
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apresentaram um maior tempo de sobrevivéncia do que as fémeas. E na ultima
geracdo os resultados evidenciam um aumento na sobrevivéncia da espécie

praga em nos tratamentos CL1s e CL2o (Figura 1).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia de Anticarsia gemmatalis submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de trés geragbes a 25+ 1 ° C,
70 + 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h. Os dados para cada parametro foram calculados usando o procedimento de autoinicializagdo com 100.000 amostras.
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Os tratamentos néo influenciaram o periodo de incubacgéo dos ovos de A.

gemmatalis, aproximadamente 3,00 dias. Na fase larval a testemunha

apresentou o menor tempo de desenvolvimento com média de 9,46 dias nas trés
geracOes avaliadas. A duracdo das fases de pré-pupa e pupa néo foi afetada
pelos tratamentos. Na fase adulta os tratamentos CL2s na primeira geracao e

CLi0 na segunda e terceira geragao atingiram os menores valores (Tabela 1).

Tabela 1. Duragéo (dias) das fases de desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis submetidos
a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de trés geraces a25+ 1 ° C, 70 £ 10%
UR e fotoperiodo L12: D12 h.

1° Geragédo
Tratamentos Ovo Larva Pré-pupa Pupa Adulto
Cls 2,80+0,03aA' 10,44+0,23abB 1,3+0,07aA 9,86+0,13aA 9,36 +0,42 aB
ClLio 3,00+£0,00aA 10,50+0,21abB 1,02 +0,02aA 10,02+0,15aA 7,25+0,25aC
Clis 3,00+0,00aA 10,75+0,23abB 1,17+0,06aA 8,71+0,21aA 7,34+0,34aC
Clzo 3,00+0,00aA 10,87+0,17aB 1,16+0,06aA 9,00+0,07aA 6,55+0,23bC
Clazs 3,00+0,00aA 12,48+0,18aA 1,16+0,07aA 9,62+0,20aA 5,88+0,46bD
Controle 3,00£0,00aA 9,41+0,12bC 1,05+0,03aA 10,54+0,07aA 12,71+0,12 aA
2° Geragao
Tratamentos Ovo Larva Pré-pupa Pupa Adulto
ClLs 3,00+0,00aA 10,12+0,07abB 1,18+0,04aA 10,18 +0,15aA 11,06 +0,46 aA
Clio 3,00+0,00aA 11,27+0,08aA 1,05+0,03aA 10,66+0,09aA 9,43+0,53bB
Clis 3,00+0,00aA 10,35+0,07abB 1,01+0,01aA 10,05+0,04aA 12,15+0,37 aA
Clzo 3,00+0,00aA 982+008bC 1,04+000aA 1051+011aA 12,60=+0,29aA
Clzs 3,00£0,00aA 9,89+0,08bC 1,00+0,00aA 10,53+0,11aA 12,63 +0,29 aA
Controle 3,00+0,00aA 982+0,08bC 1,16+004aA 9,70+0,07aA 12,49+0,31aA
3° Geragéo
Tratamentos Ovo Larva Pré-pupa Pupa Adulto
CLs 3,00+0,00aA 10,32+0,20aB 1,09+0,04aA 10,55+0,07aA 10,91+0,31aA
Clio 3,00+0,00aA 9,44+0,08abC 1,00+0,00aA 10,63+0,08aA 8,91+0,41bB
ClLis 3,00£0,00aA 9,57+0,08abC 1,13+0,04aA 10,38+0,09aA 9,83+0,31abB
Cl2o 3,00+0,00aA 1053+0,09aB 1,22+0,04aA 10,69+0,08aA 11,62+0,19 aA
Clas - - - - -
Controle 3,00+0,00aA 9,17+0,11bC 1,08+0,03aA 10,10+0,10aA 12,68 +0,26 aA

Média (dias) + Erro padrdo. 'Médias seguidas pela mesma letra miniscula entre tratamentos e
mailsculas entre geracdes ndo diferem significativamente. (Teste de inicializacédo
emparelhado: P <0,05).

Os erros padrao foram estimados usando 100.000 bootstraps e comparados usando o teste de
bootstrap emparelhado com base no IC de diferencas.

O periodo de pré-oviposicéo dos adultos (APOP) na primeira geracédo néo
foi afetado pelos tratamentos, diferente da 2° geracdo com o tratamento CL1o e
na 3° geracgéo os tratamentos CLs, CLio e 0 controle que atingiram as menores
médias diferindo dos outros tratamentos. O periodo total de pré-oviposicédo
(TPOP) foi diferente na terceira geragdo com o tratamento CLio (Tabela 2).

A maior longevidade de fémeas e machos na primeira geracao foi

observada na testemunha na segunda e terceira geracdo. Os parametros
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periodo de oviposicao e fecundidade foram afetados pelos tratamentos CL2o e
CL2s ao longo das geragOes avaliadas (Tabela 2).

A razao sexual foi afetada somente nos tratamentos CL2o na primeira
geracdo e CLs na segunda geragdo, uma vez que a média nas geragdes foram
de 0,47 entre a primeira geracdo e segunda geracdo e de 0,54 na terceira

geracéo, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Duracéo (dias) dos parametros de desenvolvimento, fecundidade (ovo/fémea) e razao sexual (fémea/fémea+macho) de Anticarsia gemmatalis submetidos a
doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de trés geracdes a25+ 1 ° C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h.

1° Geracéo
APOP TPOP Longewdgde de Longevidade Longevidade total Oviposigdo Fecundidade Raz&o sexual
Tratamentos . . adultos fémeas adultos macho - - o A P
(dias) (dias) (dias) (dias) (dias) (dias) (ovos/fémea) (fémea/fémea+macho)
CLs 3,04 + 0,17 aA! 26,80 £ 0,34 aB 32,67 £ 0,64 bC 34,13+ 0,64 bB 24,44 £ 1,12 abD 3,52+0,30aB 299,63 + 38,62 bB 0,46 + 0,04 aA
ClLio 2,91+0,15aA 26,70 £ 0,25 aB 31,34+0,41bC 31,27 £0,43cC 23,24 £ 0,97 bE 3,17+0,21 aB 277,63 + 28,68 bB 0,61 + 0,04 aA
ClLis 2,27 £0,19 aB 25,50 £ 0,44 aB 31,67+0,44bC 30,17 £ 0,46c dC 19,65 + 0,97 dF 4,00+ 0,22 aB 264,00 + 15,54 bC 0,43 £ 0,04 aA
ClLa2o 3,26 £ 0,11 aA 26,53 +£0,37 aB 31,73+0,37bC 29,78 £ 0,28 dD 22,59 + 0,91 bcE 3,73+0,26 aB 232,67 £ 16,20 bC 0,26 + 0,04 bB
Clas 2,20+0,19 aB 27,15+0,31aA 31,65+ 0,67 bC 29,92 £0,29 dD 20,61 £ 0,79 dE 2,80 +0,31bC 139,95 + 14,44 cD 0,62 + 0,04 aA
Controle 2,63+0,15aB 26,41+ 0,23 aB 35,42 £0,16 aB 35,96 £ 0,21 aB 26,86 £ 1,20 aD 4,58 + 0,20 aA 472,86 + 22,59 aA 0,55 + 0,04 aA
2° Geragéo
Tratamentos APOP TPOP :%Tj?ti\g?g g]eegse ab%?t%iv:g:gﬁo Longevidade total Oviposicéo Fecundidade Raz&o sexual
(dias) (dias) (dias) (dias) (dias) (dias) (F) (ovos/fémea) (fémea/fémea+macho)
CLs 2,86 £ 0,09 aB 26,73 +0,32 aB 34,20 £ 0,51 bB 36,21 £ 0,67 bA 30,68 £ 0,98 cC 4,76 + 0,33 aA 414,80 + 53,22 aA 0,38 + 0,04 bB
CLio 1,91+£0,05bC 27,33+£0,12 aA 35,25+ 0,70 bB 35,20 +0,88 bB 23,62 +1,07 dE 5,08 + 0,46 aA 235,00 + 27,23 bB 0,54 + 0,04 aA
ClLis 2,97 £ 0,05 aA 27,44 £0,13 aA 34,98 £ 0,46 bB 38,22 £0,46 aA 31,18 £1,05b cB 4,78 + 0,20 aA 150,66 + 11,29 bD 0,52 + 0,04 aA
Cla2o 3,29+ 0,15 aA 27,90 £0,22 aA 37,00+£0,33aA 37,11+043abA 33,70%+0,12abB 3,68 £ 0,21 ahB 104,46 + 9,19 bD 0,47 £ 0,03 aA
Clas 3,70 £ 0,23 aA 28,31 £0,27 aA 37,00+0,33aA 37,11+0,43abA 30,70 £0,87 abC 1,28 £0,23 bC 50,93 £ 4,37 cE 0,48 + 0,03 aA
Controle 2,97 £ 0,02 aA 26,60 £ 0,20 aB 34,80 £ 0,47 bB 35,47 £ 0,52 bB 35,17 £0,35aA 5,60 + 0,26 aA 454,87 + 26,93 aA 0,45 + 0,00 aA
3° Geracgéo
APOP TPOP Longewdgde de Longevidade Longevidade total Oviposigao Fecundidade Razéo sexual
Tratamentos . . adultos fémeas adultos macho - - A A A
(dias) (dias) (dias) (dias) (dias) (dias) (F) (ovos/fémea) (fémea/fémea+macho)
CLs 2,00 + 0,00 bB 27,12+0,42 aA 36,15 £ 0,50 aA 35,48 £0,42 aB 28,75+1,02cC 5,81 + 0,55 aA 352,39 + 42,21 aB 0,50 + 0,04 aA
CLio 2,22 + 0,07 bB 25,68 £ 0,13 bB 32,83+0,52bC 32,94 £ 0,66 bC 25,74 +£1,15dD 4,77 + 0,39 aA 253,67 + 26,90 abB 0,51 +0,04 aA
ClLis 3,45+0,10 aA 27,21 £0,20 aA 33,94 £ 0,48 bB 33,86 £ 0,52 bC 31,22 +£0,74bB 3,39+0,25aB 176,10 £ 19,26 bC 0,57 £ 0,03 aA
ClLao 4,75+ 0,34 aA 29,43 +£0,38 aA 36,81+0,19aA 37,2610,34aA 34,58 £ 0,76 aA 2,93 +0,21 bC 98,92 +£12,59 cD 0,57 £ 0,03 aA
Clas - - - - - - - -
Controle 2,00 £ 0,00 bB 25,30 £ 0,19 bB 33,36 £0,30bB 34,64 + 0,29 abB 35,40 £ 0,41 aA 5,93 + 0,39 aA 434,04 + 34,43 aA 0,48 + 0,01 aA

Média + Erro padrdo. 'Médias seguidas pela mesma letra mindscula entre tratamentos e mailsculas entre geracdes nao diferem significativamente. (Teste de
inicializagdo emparelhado: P <0,05).
Os erros padrédo foram estimados usando 100.000 bootstraps e comparados usando o teste de bootstrap emparelhado com base no IC de diferencas.
APOP periodo de pré-oviposicao dos adultos, TPOP periodo total de pré-oviposigéo.
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Para caracterizar os possiveis custos adaptativos foi realizado a
confecgédo da tabela de vida de fertilidade usando descendentes tratados com
as respectivas concentragdes letais. A testemunha apresentou média superior
em todos os parametros avaliados ao longo das trés geracdes. No parametro
tempo de geracao (T) o tratamento CLis atingiu aproximadamente 27,93 dias
representando a menor média entre todos os tratamentos nas trés geracdes
avaliadas (Tabela 3).

Os parametros da tabela de vida apresentaram uma associacdo com a
concentracao aplicada do bioinseticida; com 0 aumento da concentracdo ha uma
reducdo para a taxa liquida de reproducéo (Ro) (80,64%), taxa reprodutiva bruta
(GRR) (75,87%), taxa intrinseca de crescimento populacional (r) (35,85%) e a

taxa finita de crescimento populacional (A) (5,87%) (Tabela 3).
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Tabela 3. Tabela de vida de fertilidade de Anticarsia gemmatalis submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de trés geracdes a 25 + 1
°C, 70+ 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h.

1° Geragdo
Tratamentos T Ro GRR r A
(dia) (descendente individual™) (descendente) (n° dia?) (n° diat)
ClLs 28,88 + 0,34 aB* 80,90 + 16,79 bC 166,49 + 31,54 bB 0,15+ 0,01 bB 1,16 £ 0,01 bB
ClLio 28,72 £0,32 aB 97,17 £ 16,50 bB 232,17 £ 36, 87 aA 0,15 + 0,00 bB 1,17 £ 0,01 bB
Clis 27,34 £0,41 bB 47,52 +10,48 cD 132,32 + 23,70 bC 0,14 +0,01 bB 1,15+ 0,01 bB
Clzo 28,59 +£0,31aB 34,90 + 8,64 dE 89,09 £ 19,39 cD 0,12 +0,01cC 1,13+£0,01 cC
Clas 28,98 £ 0,51 aB 27,99 £ 6,28 dE 148,51 + 20,93 bB 0,11 +£0,01cC 1,12+£0,01 cC
Controle 29,53 £0,22 aA 170,23 + 24,16 aA 261,92 + 31,83 aA 0,18 + 0,00 aA 1,19 £ 0,01 aA
2° Geragéo
Tratamentos T Ro GRR r A
(dia) (descendente individual) (descendente) (n° dia?) (n° diat)
ClLs 29,47 £ 0,52 aA 124,44 + 24,79 bB 178,51 + 33,74 bB 0,16 £ 0,01 aA 1,17 £ 0,01 aB
ClLio 31,17 £ 0,15 aA 56,4 £ 11,87 cD 163,55 + 27,62 bB 0,12+ 0,01 bC 1,13+0,01 bC
ClLis 27,35+0,41cC 47,51 +£10,48 cD 84,29 £ 10,94 cD 0,14 + 0,001 bB 1,15+ 0,01 bB
Cl2o 28,61 £ 0,31 bB 34,89 £+ 8,64 cE 50,87 £ 7,21 dE 0,12 £ 0,01 bC 1,13+£0,01 bC
Clazs 28,99 + 0,51 bB 27,99 + 6,28 dE 26,13 £ 3,59 eF 0,11 +0,01cC 1,12 +£0,01 cC
Controle 30,54 £ 0,22 aA 170,14 + 24,11 aA 232,86 + 28,81 aA 0,17 £ 0,00 aA 1,19 + 0,01 aA
3° Geragéo
Tratamentos T Ro GRR r A
(dia) (descendente individualt) (descendente) (n° diat) (n° diat)
ClLs 30,32 £0,30 aA 116,29 + 21,52 bB 189,57 + 31,64 aB 0,15+ 0,01 bB 1,16 £ 0,01 bB
ClLio 29,24 £ 0,20 bA 91,32 + 15,47 bB 168,75 + 25,52 aB 0,15 + 0,00 bB 1,16 £ 0,01 bB
ClLis 29,11 £ 0,31 bA 84,53 +12,68 bC 131,37 £ 18,22 bC 0,14 + 0,00 bB 1,16 £ 0,01 bB
Cl2o 30,66 £ 0,20 aA 51,44 £ 8,14 cD 58,55 £ 8,90 cE 0,12 £ 0,00 cC 1,13+0,01 cC
Cl2s - - - - -
Controle 31,44 £0,14 aA 204,00 £ 26,93 aA 215,26 £ 27,94 aA 0,18 £ 0,00 aA 1,20 £ 0,00 aA

Média + Erro padrao. *Médias seguidas pela mesma letra miniiscula entre tratamentos e mailsculas entre geracdes ndo diferem significativamente. (Teste
de inicializacdo emparelhado: P <0,05).
Os erros padrdo foram estimados usando 100.000 bootstraps e comparados usando o teste de bootstrap emparelhado com base no IC de diferencas.
T duracéo média de uma geracéo (dia), Ro taxa liquida de reproducéo (descendente individual?), GRR taxa reprodutiva bruta (descendente), r taxa intrinseca
de aumento (n° dia!), A taxa finita de aumento (n° dia-1).
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4. DISCUSSAO

O efeito da concentracao subletal em A. gemmatalis variou de acordo com
os tratamentos. Esta observacao sugere que os efeitos subletais precisam ser
tomados em consideracdo e, podem ser utilizados como uma ferramenta no
manejo integrado de pragas (Bauce et al., 2006).

A ingestdo de diferentes concentracdes letais de B. thuringiensis pelas
lagartas de 2° instar de A. gemmatalis teve véarias consequéncias no
condicionamento biologico e resultou no prolongamento do periodo larval em
alguns tratamentos. Estas observacdes ocorreram em outras espécies como
Lymantria dispar L., 1758 (Erb et al.,, 2001), Sesamia nonagrioides Lefébvre,
1827 (Eizaguirre et al., 2005) e Helicoverpa armigera Hibner, 1808 (Sedaratian
et al., 2013).

Como estratégia de sobrevivéncia, os organismos podem passam a inibir
a alimentacao, prolongar o tempo de desenvolvimento ou até mesmo aumentar
a incidéncia de polimorfismo com o intuito em compensacéao biolégica (Moreau
e Bauce, 2003). Fast e Régniere (1984) constataram que lagartas de quarto
instar de Lymantria dispar L., 1758 (Lepidoptera: Erebidae) sdo capazes de
recuperar o desenvolvimento quando sdo expostas a subdoses do B.
thuringiensis, com aumento do niamero de instares sem alteracdo do peso de
pupas (Ramachandran et al., 1993). Os resultados do presente estudo
evidenciam que apos a segunda geracao as lagartas expostas a subodose do B.
thuringiensis apresentaram a capacidade de recuperar o desenolvimento
bioldgico e gerar progénie, perpetuando a espécie.

Em condi¢des de campo, o comportamento das lagartas de A. gemmatalis
podem ser similiar ao presente estudo, devido a dificuldade do bioinseticida
atingir o alvo na dose recomendada atribuidos a intempéries do ambiente ou até
mesmo adocédo da tecnologia de aplicacdo incorreta (Van-Frankenhuyzen et al.,
2000).

A intoxicacdo causada pela bactéria B. thuringiensis pode resultar em
alteragdes fisioldgicas resultantes de interagdes complexas entre a & endotoxina
e 0 epitélio intestinal do inseto-praga (Fathipour et al., 2019). Um processo que
pode ocorrer apos a morte de enterdciotos causada pela acdo da & endotoxina

€ a ativagdo do mecanismo de cicatriza¢do nas regides danificadas do intestino.
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Esse processo é regulado por proteinas que controlam o desenvolvimento larval
justificando o prolongamento da fase larval (Retnakaran et al., 1983; Sedaratian
et al., 2013).

A reducdo da digestibilidade devido a alteracdo da quantidade de
proteases no intestino da espécie € outra justificativa para o lento
desenvolvimento. Larvas expostas a ©® endotoxina podem ter o estadio
prolongado para compensar 0s custos associados a recuperacao da exposicao
subletal, com o0 aumento do consumo alimentar (Martinez-Ramirez et al., 1999;
Guijar et al., 2001; Dmitriew, 2011).

Outro fato que pode ocorrer € a alteracdo no numero de instar da espécie
em resposta a qualidade nutricional do alimento (Sehnal, 1985; Kidd e Orr, 2001;
Mayntz et al., 2003; Verdinelli e Sanna-Passino, 2003). Estudos realizados com
S. nonagrioides demonstraram que larvas alimentadas com doses subletais da
toxina CrylAc aumentaram o nimero de mudas e tiveram um maior periodo de
desenvolvimento. Este atraso larval pode interferir no surgimento de populagcdes
resistentes no agroecossistema, fornecendo insetos suscetiveis para acasalar
com insetos resistentes (Liu et al., 1999; Eizaguirre et al., 2005).

Em condi¢cdes de campo, quando o estagio larval é prolongado pode
aumentar a probabilidade de predacdo ou parasitismo (Weseloh, 1984). Além
disso, parametros de desenvolvimento como a sobrevivéncia e fecundidade
podem ser comprometidos devido a reducdo na digestibilidade do alimento
ingerido (Erb et al., 2001; Janmaat et al., 2014). No presente estudo, 0s
resultados corroboram com reducéao dos parametros no tratamento CL2s.

Estudos realizados com Choristoneura fumiferana Clemens, 1865
submetido a subdoses de B. thuringiensis demonstraram que a fase de pupa né&o
afetou a longevidade, pois a lagarta se recuperou da exposi¢cao a subdoses da
bactéria (Fast e Regniere, 1984; Ramachandran et al.,1993). Esses resultados
corroboram com os do presente estudo. Entretanto, mesmo com recuperacao
houve a reducao na longevidade dos adultos.

As mariposas emergidas apresentaram reducdo na longevidade com
variacdo na producdo de ovos de acordo com o tratamento Alteragbes na
fecundidade ap6s o tratamento com a bactéria B. thuringiensis também foram
relatadas para outras espécies como C. fumiferana e Spodoptera littoralis
Boisduval, 1833 (Salama e Zaki, 1986; Pedersen et al., 1997).
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A reducdo na fecundidade teve um impacto na populacdo da espécie-
praga o que pode afetar a dindmica populacional da praga em campo. A reducéo
na producdo de ovos causada pela bactéria foi relatada em outras espécies
como S. littoralis e C. fumiferana (Salama e Zaki, 1986; Bauce et al., 2006).
Essas observacfes comprovam que os tratamentos tem um efeito direto no
sistema reprodutivo de A. gemmatalis.

Fisiologicamente, espera-se uma maior alocacdo de energia para
processos como crescimento com menor alocacdo para metabolismo e/ou
reproducdo. A mudanca no padrdo de alocacdo pode ter consequéncias
positivas ou negativas dependendo da capacidade de cada individuo (Forbes,
2000).

Em condicbes de estresse, 0s insetos submetidos a concentracfes de
bioinseticida a base de B. thuringiensis, gastam mais energia como resposta a
infeccdo. Esses gastos energéticos adicionais resultam me menos
disponibilidade de energia para reproducao (Forbes, 2000; Parsons, 2000).

O periodo pré-oviposicao do adulto (APOP) e periodo total pré-oviposicao
(TPOP) foram afetados pelos tratamentos e alteracbes na razdo sexual entre
machos e fémeas foram observados. Acredita-se que essas alteragdes podem
estar associadas a suscetibilidade diferencial entre os sexos e a efeitos
fisiolégicos na fertilizacdo dos 6vulos (Alix et al., 2001; Desneux et al., 2007).
Outros estudos evidenciam a distor¢cao sexual diante a inseticidas (Morais et al.,
2016; Delpuech e Meyet, 2003). No entanto, este é o primeiro relato sobre um
bioinseticida a base de B. thuringiensis mudar a propor¢édo razao sexual entre
machos e fémeas.

Cabe salientar, que este estudo foi realizado em condi¢des de laboratdrio,
onde os insetos sdo submetidos a exposicdo maxima ao bioinseticida. Dessa
forma, é possivel que em condi¢cdes de campo, os efeitos do bioinseticida sobre
a razao sexual sejam inferiores aos observados no presente estudo. Todavia,
estudos de campo devem ser realizados para verificar os efeitos subletais
causados pelo bioinseticida na populacdo de A. gemmatalis e em suas geracoes
subsequentes.

Os parametros da tabela de vida de fertilidade de dois sexos de A.
gemmatalis utilizada para caracterizar possiveis custos de adequacédo foram

significativamente afetados ao longo das trés geragfes avaliadas. Além disso,
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esses parametros podem ser usados para estimar a eficacia do produto em
relacéo ao alvo (Ozgokee et al., 2018; Rostami et al., 2018).

Quanto maior o tempo do periodo de desenvolvimento, menor a taxa de
sobrevivéncia o0 que resulta em menor aumento populacional. A projecéo
populacional utilizando a tabela de vida de dois sexos auxilia a estimar as
variacdes nas diferentes fases do desenvolvimento populacional da espécie em
estudo, além de observar o comportamento separado entre ambos 0S sexos
(Chi, 1990; Koner et al., 2019).

A taxa reprodutiva bruta (GRR) indica o rdpido aumento da populacdo que
depende dos parametros niumero de ovos, ovos eclodidos e emergéncia dos
adultos que séo afetados pela qualidade nutricional do alimento ingerido (Khalig
et al., 2007).

A taxa intrinseca de crescimento populacional (r) € um parametro Gtil para
descrever a dindmica populagcédo da espécie-praga, que engloba sobrevivéncia,
desenvolvimento e reproducdo, e a taxa finita de crescimento populacional
(A) pode revelar o aumento total da populagédo durante um periodo de tempo sob
condicBes ambientais especificas (Farhadi et al., 2011; Rostami et al., 2018; Das
et al., 2019).

5. CONCLUSAO
A biologia de A. gemmatalis foi afetada por subdoses do Dipel SC,

interferindo nos parametros de fecundidade, razdo sexual, taxa liquida de

reproducao (Ro) e taxa bruta de reproducédo (GRR).
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CAPITULO 4 - MORFOMETRIA DE ADULTOS DE Anticarsia gemmatalis
HUBNER, 1818 EXPOSTOS A SUBDOSES DE Bacillus thuringiensis
BERLINER, 1911

RESUMO - Os insetos adultos obtidos a partir de lagartas sobreviventes
infecgcbes por entomopatogenos podem apresentar comportamento, biologia ou
morfologia diferente dos insetos sadios. Os métodos morfométricos sdo boas
ferramentas, quando usados em conjunto com os dados biolégicos, para
responder questdes relacionadas as covariacdes de caracteres. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a morfometria de adultos de A. gemmatalis expostos a
subdoses do bioinseticida Dipel SC. A partir da estimativa da curva resposta pela
analise de Probit os tratamentos subletais foram CLs, CLio, CLis, CL2o € 0
controle. ApGs alcancar a fase adulta as partes tegumento, térax, abdome, asas
e adultos integro foram separadas com o auxilio de uma tesoura cirtrgica de
ponta fina e depois pesadas em balanca analitica e as asas foram montadas em
lamina e laminulas. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC)
com 10 repetices e tratamentos dispostos em arranjo fatorial 3 (F1, F2, F3) x 5
(CLs, CLio, CL1s, CL2o € a testemunha) x 22 (largura, comprimento e area das
asas anterior e posterior, peso do tegumento, térax, abdome, asas e o adulto
integro de ambos 0s sexos). Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e analisados por correlacéo linear estratificada. Nas situacées que
houve significancia foi feito o desmembramento das varidveis pelo teste de
Tukey (P<0,05). O peso do tegumento, térax, abdome, asas e adultos integro
das fémeas foram inferiores em relacdo aos machos em todas as geracoes
avaliadas. As maiores quantidades de correlagbes positivas nos machos e
fémeas adultos foram observadas na 1° e 3° geracao. E os parametros abdome
+ térax (A+TX) em machos, abdome + adultos integros (A+T), abdome +
tegumento (A+TEG) em fémeas e tegumento + adultos integros (TEG+T) em
ambos os sexos repetiram ao longo das trés geragdes avaliadas. A morfometria
dos adultos de A. gemmatalis foi alterada de acordo com subdose de B.
thuringiensis sendo maiores em fémeas adultas.

Palavras-chave: simetria, medida alometria, aerodinamica, voo, lagarta da soja,

plasticidade fenotipica.
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CHAPTER 4 - ADULT MORPHOMETRY OF Anticarsia gemmatalis HUBNER,
1818 EXPOSED TO UNDERDOSES OF Bacillus thuringiensis BERLINER,
1911

ABSTRACT - Adult insects obtained from surviving entomopathogenic infections
caterpillars may present different behavior, biology or morphology than adult
insects resulting from healthy caterpillars. Morphometric methods are good tools,
when used in conjunction with biological data, to answer questions related to
character covariations. The objective of this work was to evaluate the
morphometry of adults of A. gemmatalis exposed to underdoses of the
bioinsecticide Dipel SC. From the estimate of the response curve by the Probit
analysis, the sublethal treatments CLs, CLio, CL1s, CL20 were chosen. After
reaching adulthood, the integument, thorax, abdomen, wings and intact adults
were separated with the aid of fine-tipped surgical scissors and then weighed on
an analytical balance and the wings were mounted on a blade and coverslips.
The design used was completely randomized with 10 repetitions and treatments
arranged in a factorial arrangement 3 (F1, F2, F3) x 5 (CLs, CL1o, CL15, CL20 and
the control) x 22 (width, length and wing area) anterior and posterior, tegument
weight, chest, abdomen, wings and the full adult of both sexes). The results
obtained were subjected to analysis of variance and analyzed by stratified linear
correlation. In situations where there was significance, the variables were broken
down using the Tukey test (P <0.05). The weight of the integument, thorax,
abdomen, wings and intact adults of females were lower in relation to males in all
evaluated generations. The highest amounts of positive correlations in adult
males and females were observed in the 1st and 3rd generation. And the
parameters abdomen + thorax (A + TX) in males, abdomen + intact adults (A +
T), abdomen + integument (A + TEG) in females and integument + intact adults
(TEG + T) in both sexes repeated on over the three generations evaluated. The
morphometry of the adults of A. gemmatalis was altered according to the subdose
of B. thuringiensis with greater interference in adult females.

Keywords: symmetry, allometry, aerodynamics, flight, soybean caterpillar,
phenotypic plasticity.
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1. INTRODUCAO

Anticarsia gemmatalis Hunber, 1818 é uma espécie-praga desfolhadora,
com ocorréncia no continente americano (Haase et al., 2015). Na fase larval a
alimentacdo € preferencialmente realizada em leguminosas como soja.
Entretanto, por ser considerada uma espécie polifaga, migra para outras regidées
com o intuito de colonizar novas areas com maior disponibilidade de alimento
(Ford et al., 1975; Pashley e Johnson, 1986; Fernandes et al., 2018).

Os danos causados pela espécie foram relatados em arroz, algodao,
girassol, trigo entre outras (Panizzi et al., 2004; Moscardi et al., 2012; Specht et
al.,, 2015; Abreu et al, 2018). A permanéncia do inseto-praga no
agroecossistema € atribuido ao continuo cultivo durante todo ano, que
proporciona a formacao de pontes verdes (Oliveira et al., 2014).

O controle quimico e as plantas Bt sdo os métodos de controle mais
utilizados, no entanto, devido aos custos e prejuizos no agroecossistema, 0
controle bioldgico vém sendo uma alternativa viavel, por apresentar vantagens
como baixa toxicidade, especificidade e seletividade (Glare et al., 2012; Parra,
2014; Nicolopoulou-Stamati et al., 2016; Bueno et al., 2017; Lacey, 2017;
Fernandes et al., 2018; Melo et al., 2018).

Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 é uma bactéria utilizada na forma de
bioinseticida a mais de meio século, e pouco se sabe dos efeitos nos insetos
adultos sobreviventes expostos a subdoses (Sanchis, 2010). O inseto-praga
sobrevivente a subdose apresenta efeitos no condicionamento biolégico, e pode
causar uma diversidade de respostas durante a fase larval e adulta (Van-Rie e
Feré, 2000; Guedes e Culter, 2013).

O tamanho corporal é um parametro quantitativamente importante, pois
influéncia o condicionamento fisico e determina parametros como sobrevivéncia
e reproducédo (Schmidt-Nielsen, 1984). Individuos maiores tendem a apresentar
maior longevidade, além de estar associado muitas vezes com maior
fecundidade (Wang et al., 2009). Deste modo, espera-se que interacdes
populacionais e relacdes bidticas estabelecidas em uma comunidade sejam
influenciadas pela alteracdo no peso corporal do individuo (Vaz et al., 2004,
Gordr et al., 2005).
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Os métodos morfométricos sdo boas ferramentas, quando usados em
conjunto com o0s conhecimentos biolégicos, para responder questdes
relacionadas a covariagOes de caracteres dentro e entre populacdes, ou seja,
sao as variagdes que ocorrer em toda a morfometria de um individuo devido a
uma simples alteracdo na proporcao das asas (Gould e Jhnsoton 1972; Neff e
Marcus, 1980; Reis, 1988). As modula¢ces no tamanho e simetria corpérea em
resposta a estresses ambientais como bioinseticidas, séo produzidas pela
plasticidade fenotipica, que descreve a habilidade do individuo de alterar seu
fendtipo sem afetar o genadtipo (Scheiner, 1993).

A plasticidade fenotipica pode ser considerada uma ferramenta de escape
importante para a sobrevivéncia em ambientes instaveis ou perturbados pela
acado humana (Gotthard e Nylin, 1995). Além de evidenciar o quanto o0 organismo
consegue tamponar seu desenvolvimento frente as condi¢cdes estressantes
(Leung et al., 2000; Fuller e Houle, 2002; Carcamo et al., 2008).

A habilidade do voo dos insetos esta relacionado com a morfometria dos
adultos. Dudley e Ellington (1990) comprovou correlacdes positivas entre a
velocidade de véo com o comprimento das asas (Palmer e Dingle, 1989;
Fairbairn e Roff, 1990). O entendimento sobre a aerodinamica e as forgas
necessarias ao voo de organismos alados sdo essenciais para explicar a
capacidade de dispersdo ou até mesmo migracao (Weis-Fogh, 1956; Dudley e
Ellington, 1990; Ellington et al., 1990; Schellhorn et al., 2014).

Estudos de morfometria sdo importantes para o manejo integrado de
pragas pois auxiliam em estudos de ecologia, biologia e morfologia (Souza et al.,
2004; Silva-Filho et al., 2007). O objetivo deste trabalho foi avaliar a morfometria

de adultos de A. gemmatalis expostos a subdoses do bioinseticida Dipel SC.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Criagéo dos insetos

A populacdo de A. gemmatalis foi obtida no Laborat6rio de Biologia dos

Insetos da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ - Piracicaba)

e a criacao de insetos foi estabelecida no Laboratério de Controle Microbiano de



111

Artropodes Pragas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP — Jaboticabal), mantidos em dieta artificial (Greene et al., 1976).

A partir disso, foram separados 2000 ovos de A. gemmatalis,
acondicionados em placas de Petri de (9,0 cm @; 1,5 cm h), com papel filtro
umedecido com agua destilada na parte inferior e na parte superior filme plastico
(PVC) perfurado com um alfinete. A criacdo dos insetos foi mantida em sala
climatizada sobre as condi¢oes de 25 + 1°C, UR de 70 £ 10% e fotofase de 12

horas.

2.2. Concentragdes letais (CL)

As suspensdes do bioinseticida a base de B. thuringiensis (Dipel SC)
foram realizadas a partir da quantificacdo do numero de esporos por meio de
contagem direta ao microscépio com auxilio de camara de Neubauer (Brand et
al., 1976). Para estimar a curva resposta pela andlise de Probit seis
concentracfes foram definidas, micropipetando 200 pL na superficie da dieta
artificial (4,8 cm?®) previamente distribuida em copos de polietileno (3,5 cm @; 5,0
cm h). Para cada concentracao subletal 10 lagartas de 2° instar de A. gemmatalis
foram distribuidas em 10 repeticdes, totalizando 100 lagartas por concentracao.

No lote correspondente a testemunha foi aplicada agua deionizada, em
volume equivalente aos lotes tratados. A partir da estimativa da curva resposta
pela analise de Probit as concentracbes subletais CLs, CLio, CLi1s e ClLzo
(1,5x10% 2,7x10% 3,8x10% 5,1x10% 6,5x10%) foram escolhidas para serem
utilizadas como tratamentos no bioensaio (Sedaratian et al., 2013).

Para a montagem do bioensaio uma aliquota de 200 pL dos tratamentos
CLs, CL1o, CL1s e Cl2o foi aplicada na superficie da dieta artificial (4,8 cm?3)
previamente distribuida em copos de polietileno (3,5 cm &; 5,0 cm h). Cada vez
gue o ciclo biolégico da espécie chegava ao fim as lagartas sobreviventes que
eclodiam dos ovos de cada tratamento eram realimentadas com dieta artificial
contendo suas respectivas concentragdes subletais (CLs, CLio, CL15 e CLz2o),
esse procedimento foi executado durantes trés ciclos bioldgicos (F1, F2 e F3) da
espécie praga. Para cada geracdo de A. gemmatalis (F1, F2 e F3) 10 lagartas de

2° instar foram distribuidas em 10 repeti¢cbes, totalizando 100 lagartas por
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tratamento. No lote correspondente a testemunha foi aplicada agua deionizada,

em volume equivalente aos lotes tratados.

2.3. Estudo dos efeitos subletais

Nas geracoes Fi, F2 e F3 os tratamentos CLs, CLio, CLis, CL2o € a
testemunha foram avaliados diariamente até as lagartas atingirem fase de pupa.
As pupas com até 24 horas foram sexadas e separadas em recipientes de
polietileno (14,0 cm &; 9,0 cm h) (Butt e Cantu, 1962).

Os adultos recém emergidos foram separados em casais e
acondicionados em gaiolas de PVC (10,0 cm &; 20,0 cm h), forradas com papel
sulfite A4 branco utilizado como substrato de oviposi¢do no seu interior. Na parte
inferior foi utilizada uma placa de Petri com papel filtro e a parte superior vedada
com tecido voile.

Os adultos foram alimentados com solugéo de mel a 10% umedecido em
algodao hidrofilo colocado em placa de Petri de polietileno (4,9 cm &; 1,2 cm h)
no fundo das gaiolas (Fernandes et al., 2017). Os papéis utilizados como
substrato de oviposi¢cdo foram retirados diariamente e os ovos acondicionados
em placas de Petri (9,0 cm &; 1,5 cm h) para prosseguir ciclo biologico do inseto-

praga.

2.4. Obtencéo dos dados

A pesagem dos adultos de A. gemmatalis expostos a subdoses da
bactéria foi realizada com até 24 horas. As diferentes partes do corpo dos
individuos foram separadas com o auxilio de uma tesoura cirtrgica de ponta fina
e depois pesadas em uma balanca analitica (Belmark - 210A). Foram realizadas
pesagens com os adultos integros, somente o tegumento, térax, abdome e asas.

ApoOs serem montadas em lamina, laminula e lacrada com uma fina
camada de esmalte para unhas incolor seca por duas horas, as medidas do
comprimento, largura e area das asas anterior e posterior foram obtidas com o
auxilio de um microscopio estereoscopio com camera acoplada (Leica S9 i)
(Figura 1).
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Figura 1. Asas de Anticarsia gemmatalis montadas em lamina, laminula e lacrada com uma
fina camada de esmalte para unhas incolor seca por duas horas.

O comprimento da asa anterior foi medido entre o limite final da veia radial
R3 e a origem da veia anal 2A e a largura entre o limite final da veia anal 2A e a
margem costal, passando pela origem da veia radial R1.

O comprimento na asa posterior foi medido entre o inicio da fusdo das
veias subcostal Scl e veia radial R1 e o limite terminal da veia mediana M2. A
largura entre o limite final da fusdo das veias subcostal Scl e R1 e o limite final
da veia anal 2a. As areas das asas anterior e posterior foram medidas usando o

contorno total das asas.

2.5. Andlise dos dados

Os dados de mortalidade dos testes de viruléncia foram submetidos a
analise de regressao de Probit e obtidos os valores das concentracdes subletal
CLs, CLio, CL1s e ClL2o utilizando o software SAS (P > 95%) (Sas University,
2014).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com 10
repeticbes e tratamentos dispostos em arranjo fatorial 3x5x22. Foram trés
geracoes (F1, F2, F3), cinco tratamentos (CLs, CL1o, CL15, CL20 e a testemunha)
e 22 variaveis sendo largura, comprimento e area das asas anterior e posterior,

peso do tegumento, térax, abdome, asas e o adulto integro de ambos os sexos.
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Foi realizada andlise estatistica no software GENES (Cruz, 2001), os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e
posteriormente foi realizado a correlagdo linear estratificada para ciclo e
tratamento. Em caso de significancia realizou-se o desmembramento das
variaveis que evidenciaram interacdo entre tratamento e o ciclo pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

Os machos da testemunha apresentaram as maiores médias de peso do
tegumento (126,35 mg), térax (57,30 mg), asas (26,49 mg) e adulto integro
(150,84 mg) ao longo das trés geracdes avaliadas. No entanto, o peso do
abdome atingiu maiores valores para o tratamento CL2o na 1° geracdo e CLs,
CLis e CL2o na 2° e 3° geracao, diferindo significativamente da testemunha
(Tabela 1).

O peso do tegumento nos machos apresentou diferencas na 1°, 2° e 3°
geracdo, no entanto, ao longo das avaliacBes o0s valores aproximaram-se da
testemunha (Tabela 1). Nas fémeas adultas houve variacdes ao longo das
geracdes. As diferencas no peso do tegumento entre 0s sexos alcancou
reducdes de 5,76% nas fémeas em comparacdo aos machos (Tabela 2).

O peso do térax nos machos adultos da testemunha foi superior somente
na 1° geracao, ndo diferindo nas avaliagdes subsequentes. Além disso, ao longo
das geracdes o peso dos tratamentos numericamente ultrapassa a testemunha
(Tabela 1). O peso da s fémeas adultas, por outro lado, apresentaram
significancia em ambas as geracfes (Tabela 2).

O peso do abdome dos machos no tratamento CLio ndo diferiu da
testemunha ao longo das trés geragfes apresentando um condicionamento
biolégico similar. Os tratamentos CLs e CLzo tiveram 0 mesmo comportamento
do tratamento CLio com diminui¢do na 2° geracdo e aumentar do peso na 3°
geracdo, no entanto, obteve médias superiores. O tratamento CL1s aumentou o
peso a cada geracao avaliada (Tabela 1). Nas fémeas o comportamento € similar
mas apresentou media geral inferior de 7,48% no peso do abdome comparado

com os machos adultos (Tabela 2).
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O peso das asas nos machos teve diferenca somente na 1° geracdo com
o tratamento CLio, ndo observando significAncia no condicionamento bioldgico
nas geragbes subsequentes (Tabela 1). Nas fémeas nao foi observado
diferencas no peso das asas ao longo das trés geracdes (Tabela 2).

Houve diferenca significativa para os parametros comprimento e largura
da asa superior dos machos entre a testemunha e o tratamento CLs, com uma
diferenca de 11,20% e 34,79% na 1° geracéo e 9,05% e 6,45% na 2° geracéo,
respectivamente. O mesmo nao foi observado, para o ultimo ciclo avaliado.
Esses mesmos parametros avaliados na asa inferior obteve maiores médias a
testemunha somente na 2° geracao com 14,93 mm de comprimento e 10,54 mm
de largura diferindo do tratamento CL1s, respectivamente (Tabela 1).

A area das asas anterior e posterior dos machos na testemunha revelou
valores superiores em relacédo a todos os tratamentos de 4,74% e 5,11% na 1°
geracao, 3,12% e 3,23% na 2° geracao, 16,12% e 7,40% na 3° geracgao diferindo
em grande parte dos tratamentos e geragdes (Tabela 1).

As fémeas da testemunha ndo apresentaram 0S mesmos parametros
morfométricos observados nos machos. As maiores médias na 1° geracao foi no
tratamento CLs diferindo da testemunha no peso do tegumento (131,81 mg),
térax (68,98 mg), abdome (62,82 mg) e adulto integro (150,42 mg). Na 2°
geracdo o tratamento CLio e a testemunha alcancaram as maiores médias
diferindo significativamente do tratamento CLs nos parametros tegumento e
abdome. Na Ultima avaliacdo realizada o tratamento CLis teve uma maior
significancia entre os tratamentos com diferengca entre a testemunha nos
parametros peso do tegumento (114,24 mg), abdome (60,44 mg) e do adulto
integro (128,15 mq) (Tabela 2).

O comprimento e largura da asa superior e inferior das fémeas no
tratamento CLio e na testemunha apresentou maiores medias entre 0s
tratamentos nas trés geragfes avaliadas. Significancia ndo foi observado entre
0s tratamentos no comprimento da asa superior na 3° geracéo (Tabela 2).

A éarea das asas anterior das fémeas revelou valores superiores da
testemunha em relacédo aos tratamentos na 1° e 2° geracédo ndo apresentando
significancia na 3° geragao entre os tratamentos. No entanto, a area das asas

posterior das fémeas somente na 2° geracado a testemunha apresentou o maior
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valor entre os tratamentos diferindo significativamente do tratamento CLs (Tabela
2).

A andlise de correlacdo linear estratificada tem por objetivo medir a
intensidade da relacdo entre as variaveis avaliadas. Com isso, foi definido a
correlacdo minima a partir de 0,6 e -0,6 consideradas correlacdes lineares
positivas e negativas moderadas.

Na 1° geracdo, apresentaram um maior numero de correlacdes lineares
estratificadas em ambos os sexos. Nos machos adultos, os parametros
tegumento + abdome (TEG+A), térax + asa superior (TX+A-S), térax + adulto
integro (TX+T), asa + adulto integro (AS+T), asa + tamanho superior
comprimento (AS+TSC) e tegumento + adulto integro (TEG+T) apresentaram em
média correlacdes lineares positivas moderada (0,6) entre ambos os tratamentos
e a testemunha.

As fémeas adultas, no entanto, obtiveram em média correlacdes lineares
positivas forte (0,7) nos parametros tegumento + térax (TEG+TX), tamanho
inferior comprimento + asa superior (TIC+A-S), area inferior + asa superior
(AI+A-S), tamanho inferior largura + tamanho inferior comprimento (TIL+TIC),
tegumento + abdome (TEG+A), adulto integro + abdome (T+A), tamanho inferior
comprimento + tamanho superior largura (TIC+TSL), térax + adulto integro
(TX+T), adulto integro + tegumento (T+TEG), tamanho inferior largura + tamanho
superior largura (TIL+TSL) com destague para os tratamento CLis e CLoo,
respectivamente (Figura 2).

O mesmo nao foi observado na 2° geracdo com correlacdes lineares
moderadas (0,6) para os tratamentos CLs e CLio nas variaveis tegumento +
abdome (TEG+A), térax + abdome (T+A) e adultos integros + abdome (T+A).
Nas fémeas os tratamentos que apresentaram correlagdes lineares forte (0,8)
foram CL1o e CLis para as variaveis tegumento + abdome (TEG+A), tegumento
+ adultos integros (TEG+T) e adultos integros + abdome (T+A) (Figura 2).

Na 3° geracdo o0s machos da testemunha apresentaram
aproximadamente correlacdes lineares moderada (0,6) entre as variaveis asa +
adulto integro (AS+T), tegumento + asa superior (TEG+A-S), asa + tamanho
superior largura (AS+TSL) e tamanho superior largura + adulto integro (TSL+T).
Ao contrario das fémeas que obteve correlagdes lineares negativas moderada (-

0,6) na testemunha nos parametros térax + tamanho superior largura (TX+TSL),
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tamanho inferior comprimento + térax (TIC+TX), tegumento + asa (TEG+AS),
tegumento + adulto integro (TEG+T), asa + abdome (AS+A), adulto integro +
abdome (T+A), térax + abdome (TX+A); e maior numero de correla¢des positivas
moderadas (0,6) para o tratamento CLs no tegumento + abdome (TEG+A),
tegumento + adulto integro (TEG+T), adulto integro + abdome (T+A), térax +
abdome (TX+A) e tegumento + térax (TEG+TX) (Figura 2).



Tabela 1. Peso corporal, tamanho das asas e area da asa de Anticarsia gemmatalis submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo
de trés geracbes a 25+ 1 ° C, 70 + 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h.

Macho

Tratamentos

Tegumento

Peso corporal (mg)

Térax

Abdome

Asas

Total

Tamanhos das asas (mm)

Anterior

Posterior

Area da asa (mm)

Comprimento

Largura

Comprimento

Largura

Anterior

Posterior

1° Geragao

ClLs
Clio
Clis
Cl2o

Controle

69,87+0,05cC!
112,71+0,02bA
64,96+0,02cB

126,22+0,04aA
129,75+0,04aA

40,22+0,03cC
51,05+0,02bA
20,59+0,02dB
49,16+0,01bA
67,34+0,04aA

29,65+0,05cB

61,66+0,02bA
44,37+0,03bcA
87,060,04aA

56,42+0,04bB

44,36+0,05aA
11,23+0,02bA
41,49+0,02aA
40,25+0,04aA
39,72+0,04aA

114,22+0,07bAB
123,94+0,02bA

17,36+0,39cA
18,42+0,19bA

9,52+0,29bB
9,34+0,14cC
10,52+0,17aA
9,83+0,23bB
14,60+0,14aA

12,12+0,33cC
13,46+0,16bB
13,51+0,17bA
11,83+0,37cB
14,54+0,16aA

9,51+0,37bC
9,47+0,16bC
10,52+0,16aAB
9,81+0,30bB
9,54+0,16bB

67,44+36,47cB
71,68+13,14bcC
72,52+9,80bcC
75,98+30,68aB
75,49+17,28aB

56,14+35,36dB
57,53+10,54cdB
64,45+8,97bcB
64,68+30,94aB
63,97+16,27aB

ClLs
ClLio
ClLis
Cl2o

Controle

91,29+0,02cB

93,39+0,01cB
113,14+0,02abA
106,02+0,03bcB
127,22+0,05aA

50,68+0,01aB
53,32+0,01aA
58,77+0,02aA
52,68+0,01aA
58,52+0,00aB

68,61+0,02aB
40,06+0,01bB
54,37+0,03abA
53,34+0,02abB
40,70+0,05bAB

14,07+0,03aB
13,14+0,01aA
7,86+0,02aB
6,81+0,01aB
21,02+0,04aB

106,45+0,01bA 17,51+0,17cB
176,47+0,05aA  17,93+0,33bcA
163,47+0,04aA 19,55+0,18aA
2° Geragéo
105,36+0,04bB  17,57+0,17bA

106,53+0,01bA

17,93+0,19bA

9,85+0,22bB
10,13+0,21abB
10,46+0,15aA
10,42+0,14aA
10,53+0,16aB

13,58+0,18cB
14,40+0,17abA
13,65+0,15bcA
13,9610,26bcA
14,93+0,22aA

10,38+0,18abB
10,41+0,18abB
9,96+0,25bB
10,86+0,21aA
10,54+0,20abA

84,03+17,05aA
85,88+17,05aB
89,78+21,85aA
88,5619,10aA
89,87+13,51aA

67,67+15,25cA
72,01+15,25bA
74,54+17,02abA
76,88+19,58aA
75,21+17,05aA

ClLs
Clio
Clis
Clzo

Controle

119,68+0,01aA
106,20+0,02abAB
102,07+0,02bA
107,38+0,02abB
122,09+0,02aA

59,54+0,02aA
50,97+0,02aA
51,29+0,02aA
49,08+0,02aA
46,05+0,01aC

60,13+0,02abA

55,22+0,03bAB
76,79+0,03aA

58,30+0,03abB
50,04+0,02bA

9,74+0,01aB
9,35+0,02aA
6,23+0,02aB
6,81+0,02aB
18,73+0,03aB

121,00+0,02bA 18,87+0,22aA
112,83+0,03bB 17,85+0,24bA
148,24+0,05aAB  19,32+0,14aA
3° Geragao
129,41+0,01abA  16,96+0,29cB
115,55+0,02bA  19,35+0,34aA
108,31+0,02bA  17,96+0,15bB

114,19+0,02bB
140,82+0,02aB

17,58+0,17bcA
17,40+0,23bcB

10,05+0,21bA
10,90+0,27aA
10,74+0,15aA
10,47+0,16abB
9,46+0,20cC

12,90+0,22cA
15,01+0,25aA
13,08+0,15cA
13,59+0,24bcA
13,93+0,23bB

10,48+0,17bA
11,5540,22aA
11,09+0,15abA
10,54+0,15bA
10,58+0,16bA

79,01+18,24bA
85,26+15,98bA
80,20+23,50bB
76,84+25,18bB
95,77+17,47aA

66,59+20,86CA

74,13+16,55bA
76,71+31,92abA
69,92+18,87bcB
77,58+15,27aA

IMédia * Erro padréo. Médias seguidas pela mesma letra mindscula entre tratamentos e mailsculas entre geracdes nao diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P <0,05). N = 10 insetos avaliados
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Tabela 2. Peso corporal, tamanho das asas e area da asa de Anticarsia gemmatalis submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de
trés geracbes a25+1°C, 70 + 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h.

Fémea

Peso corporal (mg)

Tamanhos das asas (mm)

Area da asa (mm)

Anterior Posterior
Tratamentos Tegumento Térax Abdome Asas Total Comprimento Largura Comprimento Largura Anterior Posterior
1° Geragéo
CLs 131,81+0,03aA! 68,98+0,03aA 62,82+0,02aA  18,62+0,03aA  150,42+0,03aA 16,89+0,22bA 9,37+0,29bA  11,97+0,25bcB  9,06+0,28bB 57,63+22,25dC  69,54+23,64aA
Clio 108,05+0,03bA 49,56+0,02bcA  58,49+0,02abA 16,38+0,03aA  124,43+0,03bA 18,37+0,27aA  10,34+0,16aA  14,32+0,27aA  10,22+0,31aA 80,51+18,64aAB  62,52+23,00bA
ClLis 78,50+0,4cB 35,87+0,03dB 42,63+0,03cB  5,31+0,01aA 83,81+0,04cC 17,16+0,35bA 9,09+0,32bB 12,70+0,31bA  10,38+0,29aAB  72,77+27,18bB  59,01+29,85bcB
Clzo 86,96+0,03cA 42,93+0,02cdA 44,02+0,02cA  5,97+0,01aA 92,93+0,03cA 16,51+0,27bB 9,46+0,30bA 11,57+0,33cB  10,46+0,29aA  66,83+25,26cB  56,30+22,69cB
Controle 108,11+0,02bA 56,05+0,04bA 52,06+0,03bcB  14,87+0,02aA  122,98+0,02bA 19,03+0,33aA  10,77+0,38aA  14,22+0,24aA  10,27+0,33aA  81,59+19,25aAB  66,24+21,05bA
2° Geragdo
ClLs 87,79+0,00cA 44,28+0,01bB 43,51+0,03bB  7,81+0,01aA 95,60+0,03bC 17,50+0,16bA 9,83+0,23aA  12,57+0,17cAB  8,95+0,25cB 68,65+24,39bB  58,81+15,72bB
ClLio 115,63+0,03abB 54,62+0,01aA 61,01+0,03aA  3,44+0,01aA 119,07+0,03aA 18,39+0,13aA  10,04+0,22aAB 13,47+0,18abB 10,32+0,14abA 84,42+8,08aA 66,46+6,43aA
Clis 101,35+0,03bcA  49,89+0,02abA  51,46x0,02abA  3,06+0,01aA  104,41+0,03abB  17,73+0,23abA  10,46+0,17aA  12,72+0,23bcA  9,77+0,23bcB  84,13+18,53aA 65,20+8,73aA
Cl2o 86,06+0,02cA 45,49+0,01abA 40,57+0,02bA  7,25+0,01aA 93,32+0,02bA 17,48+0,17bA 9,81+0,23aA 12,91+0,22bcA  10,36+0,15abA 82,11+7,71aA 64,67+9,92aA
Controle 117,32+0,00aA  52,90+0,00abAB  64,42+0,02aA  3,58+0,01aA  120,90+0,02aA 18,44+0,16aA  10,54+0,23aA  13,92+0,17aA  10,97+0,25aA  87,42+15,61aA  68,29+22,25aA
3° Geragao
CLs 98,18+0,03bA 47,14+0,03abB  51,04+0,02abB 16,20+0,03aA 114,38+0,04abB 17,48+0,28aA 9,54+0,25bA 13,10+0,23aB 9,51+0,20bA 76,75%11,05aA 55,79+10,53cB
Clio 86,14+0,03bB 39,39+0,02bB 46,75+0,02bB  24,84+0,01aA 110,99+0,03abA  17,39+0,22aB  9,86+0,16abB  13,11+0,15aA  11,00+0,17aA  78,92+20,01aB  65,08+16,44abA
CLis 114,24+0,03aA 53,80+0,02aA 60,44+0,02aA  13,91+0,01aA  128,15+0,03aA 16,85+0,16aA 9,49+0,16bA 12,62+0,23aC 10,45+0,15aA 75,24+15,76aB  62,70+21,31bAB
Clzo 87,80+0,03bA 45,04+0,02abA  42,76+0,02bA  9,03+0,01aA 96,83+0,03bA  17,51+0,25aAB  10,40+0,24aA  13,01+0,15aA  10,58+0,31aB  79,72+18,88aA  68,62+14,62aA
Controle 92,25+0,02bB 46,11+0,01abC 46,14+0,02bB  38,32+0,03aA  130,57+0,03aA 17,19+0,18aB 9,95+0,17abB 12,57+0,23aA 11,07+0,15aB 74,36+16,52aB 60,50+22,97bA

IMédia + Erro padrao. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula entre tratamentos e mailsculas entre geracdes nao diferem significativamente pelo

teste de Tukey (P <0,05). N = 10 insetos avaliados
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mControle mCL5 mCL10

mControle mCL5 mCL10

1° Geracao
Macho Fémea
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0
TX+A-S  TX+T AS+T AS+TSC TEG+T +A TIC+A-S AI+A-S TIL+TIC TEG+A T+A TIC+TSL TX+T T+TEG TIL+TSL

-0,2 -0,2
04 04
-0,6 0,6
-0,8 -0,8
-1 -1

CL15 mCL20
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2° Geracdo
Macho Fémea
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0
A-S+TX TEG+A TEG+T TX+A T+A SC+TX TSL+AI Al+A TEG+A TEG+T T+A
-0,2 -0,2
-0,4 -0,4
-0,6 -0,6
-0,8 -0,8
-1 -1
mControle mCL5 mCL10 =CL15 mCL20 mControle mCL5 =mCL10 =CL15 mCL20
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3’ Geracao
Macho Fémea

1 1
0,8
0,6
0,4
0,2
0

AS AS+T TEG+A-S +TEG AS+TSL TSL+T AS+Al TEG+T +A 02 +TSL TIC+TX TEG+A G+AS TEG+T S+A T+A X+ AS+T TEG+TX
04
-0,6
-0,8
1 -1

mControle mCL5 =mCL10 =CL15 =CL20 mControle mCL5 ®=mCL10 =CL15 m=mCL20

Figura 2. Correlacao linear estratificada morfométrica de Anticarsia gemmatalis submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SC ao longo de trés
geragbesa25+1°C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h. Tegumento (TEG), térax (TX), abdome (A), asa (AS), asa superior (A-S), asa inferior (Al),
adultos integros (T), tamanho superior comprimento (TSC), tamanho inferior comprimento (TIC), tamanho superior largura (TSL), tamanho inferior largura
(TIL), area inferior (Al).
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4. DISCUSSAO

O efeito das subdoses do Dipel WP na morfometria de A. gemmatalis
variam de acordo com a concentracao do bioinseticida (Tanaka et al., 2012).

Essas variacbes observadas no peso do tegumento podem esta
associadas a suscetibilidade diferencial entre os sexos expostos as subdoses do
bioinseticida a base de B. thuringiensis, além das alteracdes fisioldgicas que sao
refletidas na fase adulta (Retnakaran et al., 1983; Alix et al., 2001; Desneux et
al., 2007; Sedaratian et al., 2013).

Os resultados evidenciam um maior peso toracico nos machos. Deve-se
considerar o maior gasto energético destes para localizar e cortejar as fémeas e
portanto maior desenvolvimento dos musculos toracicos. A velocidade relativa
do voo nos insetos esta correlacionada com a massa toracica, pois nessa regiao
concentra musculos fasicos, que comumente funcionam para mover apéndices
nas estrutura do exoesqueleto (Srygley e Chai, 1990; Batista, 1974; Gullan e
Cranston, 2017).

Os musculos sédo organizados em unidade motoras inervadas de muitas
maneiras podendo ser longos ou curtos. Musculos longos sdo capazes de
produzir grande movimentacgéo de alguns apéndice importantes como asas para
localizar a fémea ja os musculos curtos produzem relativamente forcas maiores
utilizados por exemplo, em disputas intraespecifica pela fémea ou interespecifica
contra predadores (Batista, 1974; Gullan e Cranston, 2017).

Esse arranjo dos musculos dentro da caixa toracica dos insetos esta
relacionado diretamente com o0 peso pois quanto maior melhor o
condicionamento fisico da espécie para realizar diversas atividades (Srygley e
Chai, 1990). Em condi¢cdes de campo individuos que apresentam essas
caracteristicas morfométricas exibem por exemplo maior condicionamento
bioldgico e frequéncia de cépulas (Mare e Corseuil, 2004).

O equilibrio entre o térax e o abdome devem ser considerados, pois
estudos comprovam que existe uma correlagcao negativa entre o peso do térax e
do abdome. Devido ao peso da estrutura esta interligado com a quantidade de
reservas energéticas deve-se apresentar uma biomassa consideravel para
manutenc¢ao das atividades do corpo (Batista, 1974; Srygley e Chai, 1990; Gullan
e Cranston, 2017).
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Um exemplo € o voo pairado que os insetos apresentam e € um grande
componente do custo enérgetico (Srygley e Chai, 1990). Esse tipo de voo
apresenta vantagens, pois permite o escapem de predadores, através de voos e
erraticos onde devem ter altas velocidades (Marden e Chain, 1991; Howland,
1974).

Entre os tratamentos, CLs na 1° geracdo e CLio na 2° geracgdo foram os
que tiveram limiares inferiores em relacdo ao peso do térax e abdome,
considerados as proporcdes do corpo menores que as fémeas. O tamanho
corporal afeta significativamente a maioria dos caracteres fisiologicos ligados a
sobrevivéncia e reproducdo, sendo uma das caracteristicas quantitativas mais
importantes sujeita a evolugdo (Darwin, 1859; Schimidt-Nielsen, 1984, Roff,
1992, Stearns, 1992).

Individuos menores séo, potencialmente, menos propensos em perpetuar
sua prole devido a desvantagens competitivas em relagédo aos demais machos,
além da menor aceitabilidade das fémeas (Stearns, 1976; Borgia, 1979). Os
resultados convergem com a hipétese da capacidade fisioldgica dos insetos em
definir padrées de medidas alométricas em regides especificas do corpo.

Estudos de morfometria confirmam que as asas anteriores dos insetos
apresentam uma medida alométrica importante na determinacéo do tamanho e
forma das asas (Mare e Corseuil, 2004). Isso justifica a grande variagdo entre
comprimento da asa anterior e posterior e a largura das asas anterior e posterior
entre os tratamentos e a testemunha ao longo das trés geracdes. Com excecao
ao comprimento da asa anterior na 3° geracao e a largura das asas anterior na
2° geracao nas fémeas.

Esse fato pode ser atribuido a funcdo que as asas anteriores
desempenham na aerodindmica e sua relagcdo com a velocidade. Nas asas
posteriores, a maior variabilidade observada entre os sexos podem ser conferido
ao papel que elas exercem, funcionando como um aerofélio que regula a direcéo
e a manobrabilidade do voo (Mare e Corseuil, 2004; Dudley, 2000).

Por mais que ocorra variagcdes no peso corporal de cada parte avaliada,
0 peso do adulto integro macho da testemunha apresentou valores superiores
em relacdo aos tratamentos. Nas fémeas houve uma redugcédo media geral de
10,49% em relagcdo aos machos e, somente na 2° e 3° geragéo a testemunha

apresentou valores superiores aos tratamentos.
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Estudos demonstram que a escolha do tamanho do macho no processo
de selecéo sexual depende do tamanho da fémea a ser cortejada (Jorge, 2007).
Esta relag&o entre o peso de ambos o0s sexos pode influéncia a escolha da fémea
de acordo com o seu préprio tamanho (Andersson, 1994).

A escolha pela fémea, neste caso, pode se dar de tal forma que cada
fémea tenha seu préprio tamanho 6timo de macho para copular. Esse tamanho
otimo seria o resultado de um trade-off entre as influéncias negativas que a
fémea tem com machos grandes sobre a fecundidade e as vantagens de machos
grandes para o condicionamento biolégico da prole (Clutton-Brock e Parker,
1992; Andersson, 1994; Jorge, 2007).

Por outro lado, os individuos que apresentaram tamanhos menores como
CLs e CLis na 1° geragéo, CLs e CLio na 2° geracao e CLis e CL2o na 3° geragéo
podem néo perpetuar sua prole, considerando que o maior tamanho corporal
geralmente aumenta 0 sucesso no pareamento devido a competicdo
intraespecifica (macho x macho) ou escolha pela fémea (Clutton-Brock e Parker,
1992; Andersson, 1994).

As escolhas realizadas pelas fémeas por machos maiores € comum nos
insetos (Thornhill e Alcock, 1983; Choe e Crespi, 1997). Além de ser um papel
importante no resultado da disputa intraespecifica e interespecifica (Thornhill e
Alcock, 1983; Rasmussen, 1994). Machos que apresentam o peso corporal
elevado geralmente tém vantagens em lutas com oponentes menores, 0 que
repercute em maior frequéncia de copulas (Rasmussen, 1994; Jorge, 2007).

A éarea da asas anterior e posterior dos machos na 1° geracao
apresentou uma relacéo entre 0 aumento da subdose, aumentando a area das
asas. Esse comportamento foi visto na 2° e 3° geracdo com excecao ao
tratamento CL2o. Nas fémeas 0 mesmo nao ocorre, mas a partir da 2° geragéo a
area das asas anterior ficou mais estavel ndo apresentando diferenca
significativa na 3° geragcédo. Em relagdo a asa posterior o fato ocorreu somente
na 2° geragao.

A proporcéo da area das asas sao influenciadas de acordo com o tamanho
da caixa toracica, individuos que apresentam tamanho das asas maior, maior
peso podem carregar, justificando os resultados do presente estudo. Além disso,
essa proporcao entre peso do torax e tamanho das asas atinge a capacidade de

um Voo evasivo contra inimigos naturais (Marden e Chain, 1991).
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A. gemmatalis vive em agroecossitemas abertos e realiza deslocamentos
a longas distancias, exige a area das asas relativamente maior (Mare e Corseulil,
2004). Estudos realizados monitorando populacdes de A. gemmatalis
demonstrou que podem migrar grandes distancias, chegando a atravessar
estados inteiros nos EUA (Buschman et al., 1977).

Acredita-se que a espécie seja incapaz de sobreviver no inverno da regido
continental dos EUA. E em muitas ocasifes, popula¢gdes do inseto-praga voam
dezenas de quildbmetros em busca de condicbes favoraveis para o
desenvolvimento (Buschman et al., 1977; Mare e Corseuil, 2004).

Fluxos migratorios foram constatados entre o Brasil e EUA a partir de
estudos de caracterizacdo genética de populacdes de A. gemmatalis (Sosa-
Gbomez, 2004).

Os resultados do presente estudo demonstram a plasticidade fenotipica
dos adultos de A. gemmatalis submetidas a subdoses do bioinseticida a base de
B. thuringiensis. Acredita-se que devido a diferenca da suscetibilidade entre os
sexos, possivelmente, os machos apresentam uma plasticidade fenotipica mais
acentuada que as fémeas, uma vez que apresentaram menor variaGado nos
parametros morfométricos (Gotthard e Nylin, 1995; Loh et al., 2008).

Ghalambor et al. (2007) afirmou que a plasticidade fenotipica pode
diminuir a taxa de evolucao, uma vez que, a maioria das variacdes do fenétipo €
induzida por algum estresse (bioinseticida) e ndo hereditaria (Ghalambor, 2007,
Gibert et al.,, 2016; 2019). Esta observagcdo sugere que os efeitos subletais
precisam ser tomados em consideracdo e podem ser utilizado como uma
ferramenta no manejo integrado de pragas (Bauce et al., 2006).

As maiores quantidades de correlacdes positivas nos machos e fémeas
adultos foram observadas na 1° e 3° geracdo. E os parametros abdome + térax
(A+TX) em machos, abdome + adultos integros (A+T), abdome + tegumento
(A+TEG) em fémeas e tegumento + adultos integros (TEG+T) em ambos 0s
sexos repetiram ao longo das trés geracdes avaliadas. Isso demonstra a
importancia dos parametros por esta intimamente correlacionados.

Estudos avaliando a morfometria de borboletas neotropicais evidenciaram
correlagbes positivas entre a velocidade do voo e o peso do térax, mas
negativamente para o peso do abdome que apresentam a funcéo de

armazenamento de energia e dos 6rgaos reprodutivos (Srygley e Chai, 1990).
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Acredita-se que a influéncia da distribuicdo do peso entre o térax e
abdome podem interferir nas medidas alométricas da espécie devido a
exposicao a subdose do bioinseticida a base de B. thuringiensis (Chai 1987; Sih,
1987; Chai e Srygley, 1990; Srygley e Chai, 1990). Isto, pode influéncia a
ecologia e fisiologia da populacdo e a organizacdo da comunidade. Efeitos
adicionais também podem ocorrem no tipo de defesa usado para evitar
predadores, parasitoides, entomopatégenos, taxa de desenvolvimento e
fecundidade do individuo (Srygley e Chai, 1990).

O estudo deixa evidente que o estresse nutricional causado pela a
utilizacao de subdose de B. thuringiensis influencia a morfometria dos adultos de

A. gemmatalis.

5. CONCLUSAO

A morfometria dos adultos de A. gemmatalis foi alterada de acordo com a

subdose de B. thuringiensis com interferéncias maiores nas fémeas adultos.
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CAPITULO 5 - EFEITO SUBLETAL DE Bacillus thuringiensis Berliner, 1915
NA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE Anticarsia gemmatalis HUNBER, 1818

RESUMO - Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) possui
um conjunto de enzimas digestivas, que a permite ser polifaga. As atividades
dessas enzimas podem ser inibidas por diversos fatores como os bioinseticidas
que prejudicam utilizados no seu controle. Bioinseticidas a base de Bacillus
thuringiensis Berliner, 1915 s&o utilizados no controle de A. gemmatalis e faltam
estudos que avaliem a atividade proteolitica dos insetos sobreviventes. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos subletais do B. thuringiensis na
atividade proteolitica de A. gemmatalis sobreviventes a subdoses do
bioinseticidas Dipel SC submetidas a toxina CrylAc. A partir da estimativa da
curva resposta pela analise de Probit as concentracfes letais CLs, ClL2s e
controle foram escolhidas para serem utilizadas como tratamentos no bioensaio.
O teste de protedlise da protoxina CrylAc foi realizada para verificar a
degradacdo pelo suco intestinal dos insetos sobreviventes submetidos ao
bioinseticidas Dipel SC. Os intestinos das lagartas sobreviventes de 2° e 5° instar
submetidas aos tratamentos (CLs, CL2s e a testemunha) foram retirados,
centrifugados e o suco intestinal acondicionado em eppendorf no frezeer -80°C.
O ensaio de protedlise foi realizado em duplicata para cada tratamento (CLs, CL2s
e controle). As amostras de que foram incubadas a 30°C a 100 rpm sendo
coletados 15 ul em diferentes intervalos de tempo de ativacdo da protdxina (0,
60, 180 minutos). As aliquotas correspondentes a cada tratamento dos
diferentes intervalos de tempo foram transferidas para novos tubos de e
identificados, contendo tampéao qual de amostra utilizado em preparacdes para
gel SDS-PAGE, adicionado B-mercaptoetanol. As lagartas do tratamento CLs
apresentaram aumento na atividade enzimatica apds 60 minutos em relacdo ao
tratamento CL2s e ao controle. A protoxina CrylAc foi ativada pelas enzimas
presentes no suco do intestino de A. gemmatalis em ambos os tratamentos e
lagartas de 2° instar apresentaram uma quantidade maior de protoxina a ser
ativada de acordo com o perfil proteolitico em relacéo as de 5° instar.

Palavras-chave: lagarta da soja, enzima digestiva, meséntero, células epiteliais,

protéxina, bactéria entomopatogénica.
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CHAPTER 5 - SUBLETHAL EFFECT OF Bacillus thuringiensis BERLINER,
1915 ON THE PROTEOLYTIC ACTIVITY OF Anticarsia gemmatalis HUNBER,
1818

ABSTRACT - Anticarsia gemmatalis Hinber, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) has
a set of digestive enzymes, which allows the ability to be polyphagous. The
activities of these enzymes can be inhibited by several factors such as
bioinsecticides that end up harming the development of the species.
Bioinsecticides based on Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 are used in the
control of A. gemmatalis and studies that evaluate the proteolytic activity of
insects surviving underdoses are lacking.The aim of this study was to evaluate
the sublethal effects of B. thuringiensis on the proteolytic activity of A. gemmatalis
surviving underdoses of the bioinsecticides Dipel SC submitted to CrylAc toxin.
From the estimate of the response curve by the Probit analysis, the sublethal
concentrations CLs, CL2s and control were chosen to be used as treatments in
the bioassay. The proteolysis test of the CrylAc protein was performed to verify
the degradation by the intestinal juice of the surviving insects submitted to the
bioinsecticides Dipel SC. The intestines of the surviving 2nd and 5th instar
caterpillars submitted to treatments (CL5, CL25 and the control) were removed,
centrifuged and the intestinal juice was packed in eppendorf at -80 ° C. The
proteolysis assay was performed in duplicate for each treatment (CLs, CL2s and
control). The samples were incubated at 30°C at 100 rpm and 15 pl were
collected at different time intervals of protein activation (0, 60, 180 minutes). The
aliquots corresponding to each treatment of the different time intervals were
transferred to new duly identified tubes, containing sample buffer used in
preparations for SDS-PAGE gel, added with B-mercaptoethanol. The CLs
treatment showed an increase in enzyme activity after 60 minutes compared to
the CLz2s treatment and the control. The protein CrylAc is activated by enzymes
present in the intestine juice of A. gemmatalis in both treatments and 2" instar
caterpillars showed a higher amount of protoxin to be activated according to the
proteolytic profile in relation to the 5" instar.

Keywords: soybean caterpillar, digestive enzyme, mesenteric, epithelial cells,

protein, entomopathogenic bacteria.
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1. INTRODUCAO

Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) é uma
espécie-praga desfolhadora com ocorréncia em todo o continente americano
(Haase et al., 2015; Fernandes et al., 2018). Esse lepiddptero possui um conjunto
de enzimas digestivas como serina, tripsina, quiotripsina, elastase e
caboxipeptidase, que a ser polifaga (Purcell et al., 1992; Patankar et al., 2001).
As atividades dessas enzimas podem ser inibidas por diversos fatores como os
bioinseticidas e/ou plantas transgénicas prejudicando o0 crescimento e o
desenvolvimento da espécie Sitotroga cerealella Olivier, 1789 (Borzoui et al.,
2017).

Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 € uma bactéria utilizada no controle
de A. gemmatalis na forma de bioinseticida ou plantas transgénicas (Polanczyk
et al., 2017). A caracteristica de toxidade da bactéria esta ligada a producéo de
inclusdes cristalinas denominadas & endotoxinas (proteina Cry) (Yamamoto e
Dean, 2000). As d endotoxinas sao formadas por protoxinas que depois de
ingeridas, sdo solubilizadas para que sejam ativadas e iniciar o processo de
intoxicacao (Jurat-Fuentes e Crickmore, 2017).

A protoxina é proteolizada por enzimas que se encontram no meséntero,
denominadas proteases que tem a funcdo de ativacdo da toxina. A toxina
ativada, conecta a receptores no epitélio intestinal do meséntero permite a,
ocorréncia da formacdo de poros devido a ligagcdo de alta afinidade,
proporcionando o extravasamento do conteldo intestinal para a hemocele, o que
eventualmente leva a morte do inseto (Schinemann et a., 2014; Bravo et al.,
2017).

A patogenicidade da bactéria € comprovada em A. gemmatalis (Bernardi
etal., 2012; Fiuza et al., 2012; Sosa-Gomez e Miranda, 2012; Fiuza et al., 2013).
Mas faltam estudos que avaliem a atividade proteolitica dos insetos
sobreviventes a subdoses do B. thuringiensis. O inseto-praga sobrevivente a
subdose apresenta efeitos no condicionamento biolégico, e pode causar uma
diversidade de respostas (Van-Rie e Fereé, 2000; Guedes e Culter, 2013).

O intestino dos insetos tem a principal funcéo de digestado e absorcéo de
alimentos, por outro lado, a regeneragdo e imunologia por meio de barreiras

fisicas impedindo a disseminag&o de patdgenos ingeridos ou resposta fisioldgica
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a desintoxicacdo sdo essenciais para a sobrevivéncia (Lehane e Billingsley,
2012; Silva et al., 2016; Terra et al., 2018).

Fisiologicamente, os insetos tém a capacidade de alterar o tipo e o nivel
da atividade proteolitica como uma estratégia de defesa (Harsulkar et al., 1999;
Brandt et al., 2004). Estudos avaliando o efeito do B. thuringiensis na atividade
proteolitica de Helicoverpa armigera Hubner, 1808 comprovam que os danos
causados pelo patdgeno as células epiteliais do intestino médio ndo foi toxico a
espécie e qualquer dano eventualmente causado foi compensado. O
entendimento da atividade proteolitica de A. gemmatalis é indispenséavel porque
auxilia no entendimento dos possiveis efeitos subletais podendo ser utilizado
como uma ferramenta no manejo integrado de pragas (Fathipour et al., 2019).

As formulagdes contendo toxinas de B. thuringiensis foram usadas
guarenta anos como agentes de controle e ainda enfrentam desafios. Em colocar
de forma correta o produto biologicamente ativo no alvo, em quantidade
necesséria, de forma econémica e com o minimo de desperdicio. Condi¢des
ambientais e a tecnologia de aplicacdo adotada sdo os principais fatores que
impedem a administracdo de uma dose letal a uma populacdo de inseto-praga
(Sedaratian et al., 2013).

Desta forma, o manejo integrado da A. gemmatalis baseado no controle
com B. thuringiensis constitui um importante método, porém, o uso dessa
ferramenta deve ser bem planejado, e para isso, é importante conhecer a
interacao patdgeno-hospedeiro (Sedaratian et al., 2013; De Bortoli et al., 2013;
Zago et al., 2014).Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos subletais
do B. thuringiensis na atividade proteolitica de A. gemmatalis sobreviventes a

subdoses do bioinseticidas Dipel SC submetidas a toxina CrylAc.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Criagéo dos insetos

A populacdo de A. gemmatalis foi obtida no Laboratorio de Biologia dos

Insetos da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ - Piracicaba)

e a criacao de insetos foi estabelecida no Laboratério de Controle Microbiano de
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Artropodes Pragas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP — Jaboticabal), mantidos em dieta artificial (Greene et al., 1976).

Para o estabelecimento da criacdo foram separados 2000 ovos de A.
gemmatalis, acondicionados em placas de Petri de (9 cm &), com papel filtro
umedecido com agua deionizada na parte inferior e na parte superior filme
plastico (PVC) perfurado com um alfinete. A criacdo dos insetos foi mantido em
sala climatizada sobre as condi¢des de 25 + 1°C, UR de 70 £ 10% e fotofase de
12 horas.

2.2. Concentragdes letais (CL) para o bioinseticida Dipel SC

As suspensdes do bioinseticida a base de B. thuringiensis (Dipel SC)
foram realizadas a partir da quantificacdo do niumero de esporos, por meio de
contagem direta ao microscopio com auxilio de camara de Neubauer (Brand et
al., 1976). Para estimar a curva resposta pela andlise de Probit seis
concentragcdes foram definidas, micropipetando 200 pyL na superficie da dieta
artificial (4,8 cm?3) previamente distribuida em copos de polietileno (3,5 cm @).
Para cada concentracao subletal 10 lagartas de 2° instar de A. gemmatalis foram
distribuidas em 10 repeti¢cdes, totalizando 100 lagartas por concentracao.

No lote correspondente a testemunha foi aplicada agua deionizada, em
volume equivalente aos lotes tratados. A partir da estimativa da curva resposta
pela analise de Probit as concentracdes subletais CLs e ClLa2s (2,7x10% 1,7x10°
esporos.mL™) foram escolhidas para serem utilizadas como tratamentos no
bioensaio (Sedaratian et al., 2013).

Para a montagem do bioensaio uma aliquota de 200 pL dos tratamentos
CLs e CLazs foi aplicada na superficie da dieta artificial (4,8 cm?3) previamente
distribuida em copos de polietileno (3,5 cm &). Para cada tratamento 10 lagartas
de 2° instar foram distribuidas em 10 repeti¢des, totalizando 100 lagartas por
tratamento. No lote correspondente a testemunha foi aplicada dgua deionizada,

em volume equivalente aos lotes tratados.
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2.3. Expressao e extracao de CrylAc

Os genes de crylAc (numero de acesso AAA22331) estdo no vetor
recombinante pB03 clonados em linhagens de E. coli XL-1 Blue (Plant Research
International, Wageningen, Holanda). As linhagens recombinantes foram
acondicionadas a -80°C no Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia
Aplicada (LGBBA). A expresséo das protoxina CrylAc foi realizada utilizando o
protocolo descrito por Herrero et al. (2004).

Para isso, foram inoculados 10 pL do clone em placa de Petri (90 x 15
mm) em meio de cultura Terrific Broth TB (12 g de triptona, 24 g de extrato de
levedura, 2,31 g de KH2PO4, 12,54 g de K2HPO4, 4 mL de glicerol, 15 g.L* de
agar, g.s.p. 1000 mL), glicose 2% (v/v) e ampicilina (100 ug.mL™1), e incubada
por 24 h a 37°C.

Apo6s o periodo de crescimento, uma colbnia isolada foi selecionada e
transferida para um pré-indculo em Erlenmeyer com capacidade de 250 mL,
contendo 20 mL de meio TB, glicose 2% (v/v) e ampicilina (10 pyg.mL?) e
incubadas a 37°C, sob agitacdo constante de 200 rpm por 16 h. Apos a agitacao,
2,5 mL desse cultivo foi realocado para um inoculo em Erlenmeyer com
capacidade de 1 L em 250 mL de meio TB e ampicilina (100 pg.mL™) e incubado
durante 60 h, a 28°C sob agitacdo constante de 200 rpm.

As células cultivadas foram coletadas por centrifugacdo (Beckman®,
Maryland, Estados Unidos) durante 8 min a 5.930 xg. Para o inicio da lise celular
foram adicionados 3 mL de tampéao de lise (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 5 mM de
EDTA e 100 mM de NaCl pH 8) para cada grama de “pellet” e submetido a
agitagcao em aparelho tipo ‘vortex’.

Em seguida, foi adicionado 800 pg de lisozima para cada grama de “pellet”
e incubadas a temperatura ambiente por 20 min. Adicionou-se 4 mg de
desoxicolato de sddio para cada grama de “pellet” e incubado por 10 min a 37°C.
Logo apoés, adicionou-se 40 uL (de uma solugdo 1 mg. mL* de DNAse 1) para
cada grama de “pellet” seguida de incubagao por 30 min a 37°C sob agitagao.

O material foi centrifugado a 39.200 xg por 10 min a 4°C (Beckman®,
Maryland, Estados Unidos). Apos a lise celular, o material foi lavado com tampéo
de lavagem (20 mM Tris/HCI pH7,5 contendo 1M de NaCl e 1% de Triton X 100),
misturado por agitagdo em aparelho do tipo ‘vortex’ e centrifugado trés vezes a
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39.200 xg por 10 min a 4°C. Uma solucéo de PBS (salina tamponada com fosfato
- 10mM Na2HPO4/KH2PO4, pH 7,4 dissolvidos em 0,8% (p/v) NaCl) foi utilizada
como passo final nesta etapa para lavagem, seguido de agitacdo em vortex e
centrifugado trés vezes a 39.200 xg por 10 min a 4°C.

Para solubilizacdo da protoxina, foi adicionado 10 mL (50 mM NaHCOS,
pH 10,0 contendo 100 mM NaCl + 10 mM DTT) por grama de “pellet’ de tamp&o
de solubilizacdo seguida de incubacéo por 2 h a 37°C a 200 rpm em posi¢cao
horizontal. Depois foi realizada a centrifugacéo por 15 min a 39.200 xg a 4°C. O
sobrenadante contendo a protoxina solubilizada foi transferido para tubos de 2
mL e estocado a -20°C até sua utilizacdo. A expressdo das protéxinas foi
verificada em SDS-PAGE 12%, segundo Laemmli (1970). Foram quantificadas
com o software ImageQuant TL 8.1 (GE Healthcare BioSciences AB, Uppsala,

Suécia).

2.4. Concentracéo letal (CLso) para protoxina CrylAc

Para estimar a curva resposta pela analise de Probit seis concentracdes
(0,2 ug, 0,4 ug, 0,6 ug, 0,8 ug e 1,0 ug) foram definidas, micropipetando 200 pL
na superficie da dieta artificial (4,8 cm?®) previamente distribuida em copos de
polietileno (3,5 cm @). Para cada concentracdo subletal 10 lagartas de 2° instar
de A. gemmatalis foram distribuidas em 10 repeti¢cbes, totalizando 100 lagartas
por concentracdo. No lote correspondente a testemunha foi aplicada agua
deionizada, em volume equivalente aos lotes tratados. As avaliagbes foram

realizadas apés cinco dias.

2.5. Avaliacao da atividade proteolitica

O teste de protedlise da protéxina CrylAc foi realizado para verificar a
degradacéo pelo suco intestinal do inseto em estudo. Os intestinos das lagartas
sobreviventes de A. gemmatalis no 2° e 5° instar submetidas aos tratamentos
(CLs, CL2s e a testemunha) foram retirados e lavados superficialmente com
tampao MET (300 nM Manitol, 5 mM EGTA, 20 mM Tris). Os mesmos foram
acondicionados em numero de 10 para cada tubo de 1,5 mL e centrifugados a

6000 Xg por 10 minutos. O sobrenadante subsequente, foi transferido para um
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novo tubo de 2,0 mL e, imediatamente congelado em nitrogénio liquido para o
armazenamento a -80°C com o intuito de manter a atividade de serina proteases
(enzimas proteoliticas) dos extratos géstricos (Lemes et al., 2012).

O ensaio de protedlise foi realizado em duplicata para cada tratamento
(CLs, CL2s e controle), onde o suco intestinal foi diluido na proporcéo de 1:4 (Tris
HCI 20 mM pH 8,6). Apds, tubos de centrifuga contendo protoxinas e o suco
intestinal diluido foram preparados na propor¢ao de 1:1 (15 pl de protoxina com
15 pl de suco intestinal diluido 1:4) (Lemes et al., 2012).

As amostras foram incubadas a 30°C a 100 rpm sendo coletados 15 pL
em diferentes intervalos de tempo de ativac¢do da protéxina (0, 60, 180 minutos).
As aliguotas correspondentes a cada tratamento dos diferentes intervalos de
tempo foram transferidas para novos tubos devidamente identificados, contendo
5 ul de tampao de amostra utilizado em preparacgdes para gel SDS-PAGE 12%,
adicionado B-mercaptoetanol.

A reacéo foi interrompida pelo aguecimento das amostras a 99°C por 10
minutos sendo resfriadas por meio do acondicionamento em gelo por 5 minutos,
logo apoOs colocadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C em
ultrafreezer. Os resultados dos bioensaios de protedlise foi visualizado, a partir
da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%).

2.6. Eletroforese SDS-PAGE 12% e quantificacdo das protéxinas

As amostras foram visualizadas em gel de poliacrilamida 12% contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE 12%), segundo Laemmli (1970), em
equipamento para eletroforese vertical Mini Protean 1l (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, EUA). A solugéo “SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder”
foi utilizada (Fermentas, Vilnius, Lituania) como marcador de massa molecular.

As solucgdes foram preparadas contendo 20 ul do sobrenadante de cada
protoxina e 10 pl de tampao de amostra (62 mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20%
Glicerol; 5% B-mercaptanol e 0,02% de Azul de bromofenol). Posteriormente,
aquecidas por 5 minutos a 100°C e uma aliquota de 15 pl aplicada em gel de
poliacrilamida. Os géis de empilhamento e de separacao foram preparados a 5%

e 12% de acrilamida, respectivamente (Tabela 1).



142

Tabela 1. Reagentes utilizados para a confeccdo dos géis de SDS-PAGE 12%.
Gel de empilhamento Gel de separacédo

Reagentes (mL) (ml)

Tris-HCI (0,5 M pH 6,8) 0,500 0,000
Tris-HCI (2,25 M pH 8,8) 0,000 0,800
Acrilamida - Bis (30:0,08%) 0,330 1,660
SDS (4 %) 0,125 0,115

TEMED (tetramethylethylenediamine) 0,006 0,015
Persulfato de aménio (10%) 0,020 0,065
Agua 1,105 2,430

A cuba vertical Bio-Rad, modelo Miniprotean ® Il Cell foi preenchida com
tampao de eletrodo (0, 192 M glicina; 0,025 M Tris e 0,1% SDS) e submetida a
corrente constante de 60 mA, 200 V por 90 min. Apds, as bandas polipeptidicas
serem detectadas por meio da coloracdo do gel com Coomassie-Brilliant Blue
0,02% (metanol 30%; acido acético 10%; sulfato cuprico 0,1% e agua) por 15
minutos e descorado com sucessivas lavagens de solugéo descorante (metanol
10%; acido acético 10% e agua). Os géis foram analisados e fotodocumentados
em aparelho scanner (HP Scanjet 3570c).

Para a quantificacdo das protoxinas, géis de policrilamida foram
preparados contendo cinco diferentes concentragdes de BSA (0,88; 0,44; 0,22;
0,11 e 0,05 mg.ml?) e a respectiva protéxinas. Estas foram quantificadas com o
auxilio do software Bionumerics, sendo o padrdao para quantificacdo da
concentracéo final a soroalbumina bovina (BSA).

Os géis foram digitalizados e os valores de BSA foram inseridos ao
programa como concentragdes conhecidas. Com base nestes valores o software
gerou uma curva de densitometria das concentragfes e estimou a concentracao
de cada amostra aplicada. Os valores de quantificacdo obtidos por essa

metodologia foram apresentados em ng.pl™.

2.7. Delineamento experimental

Os dados de concentracdo-mortalidade dos testes de viruléncia foram
submetidos a analise de regressdo de Probit e obtidos os valores de
concentracéo letal (CLs e CL2s) para o bioinseticida Dipel SC e a concentracdo
letal CLso da protoxina CrylAc, utilizando o software SAS (P > 95%) (SAS
University, 2014).
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O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) no bioensaio
de protedlise com comparacgdes quantitativas para a taxa de ativagdo ao longo
dos diferentes tempos de incubacao (0, 60, 180 minutos) para determinar a
quantidade de protoxina inativada (89 kDa) bem como a porcédo de protoxina
ativa (62 kDa) através de parametros de densidade usando o software
ImageQuant TL 8.

Foi realizada analise de regresséo linear de Pearson para investigar a
relacdo entre a quantidade de protoxina e tempo da protedlise no software R (R
Core Team, 2013).

3. RESULTADOS

A técnica SDS-PAGE 12% confirmou a presenca de uma banda com peso
molecular de aproximadamente 135 kDa correspondente a protéxina CrylAc na
canaleta 7 e 8, respectivamente (Figura 1).

Apos a corrida eletroforética, as bandas referentes a protdéxina foram
guantificadas para uso no bioensaio. A concentracéo letal (CLso) obtida para a

populacdo em estudo de A. gemmatalis foi 0,19 mg.mL™? (IC 95%).
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Figura 1. Eletroforograma evidenciando a expressao da protdxina CrylAc em gel SDS-PAGE
12%. Nas canaletas: 1- Marcador “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”
(Fermentas); 2. BSA 0,88 mg.mL, 3. BSA 0,44 mg.mL?, 4. BSA 0,22 mg.mL1, 5. BSA 0,11
mg.mL-1, 6. BSA 0,05 mg.mL, 7. e 8. Protéxina CrylAc com peso molecular de 135kDa.

A protoxina CrylAc comecgou a ser ativada ao entrar em contato com o
suco intestinal a zero minutos em todos os tratamentos e instares avaliados.

Nos tratamentos CLs e ClLzs, as lagartas de 2° instar no tempo zero
apresentaram maior quantidade de protoxina sendo ativa do que em lagartas do
5° instar. A protoxina foi digerida passando de 135 kDa para um intervalo de 80
kDa a 52 kDa para lagartas de 2° instar e de 69 kDa a 55 kDa para lagartas de
5° instar. Apos 60 minutos a protedlise ainda apresentavam protoxina sendo
ativada em toxina com intervalos de aproximadamente 62-55 kDa a 59-55 kDa
para lagartas de 2° e 5° instar em ambos os tratamentos. Ao final da avaliagéo,
180 minutos, os intervalos foram de 59-52 kDa a 57-52 kDa para lagartas de 2°
e 5° instar tanto para CLs quanto CLzs, respectivamente (Figura 2).

A testemunha apresentou atividade proteolitica diferente, com intervalo
superior que os tratamentos CLs e CL2s, com intervalos de aproximadamente
100-62 kDa zero minutos, 62-52 kDa 60 minutos e 62-52 kDa 180 minutos em
lagartas de 2° instar e 62-55 kDa zero minutos, 62-52 kDa 60 minutos e 62-52

kDa 180 minutos em lagartas de 5° instar (Figura 2).
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Testemunha
2° instar 5° instar
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Figura 2. Eletroforograma evidenciando a atividade proteolitica (suco intestinal + CrylAc) de Anticarsia gemmatalis nos tempos 0, 60 e 180 minutos em gel
SDS-PAGE 12%. Nas canaletas: 1. Marcador “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas); 2. BSA 0,88 mg.mL", 3. BSA 0,44 mg.mL%,
4. BSA 0,22 mg.mL1, 5. BSA 0,11 mg.mL"1, 6. BSA 0,05 mg.mL-1, 7. Zero hora, 8. Uma hora, 9. Trés horas.
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O tratamento CLs apresentou uma curva mais acentuada em relacao aos
demais tratamentos no 2° instar. Com aumento na atividade proteolitica e ponto
de interseccdo em lagartas de 2° instar ap6s 60 minutos. A correlacdo de
Pearson demonstrou que as lagartas de 2° instar do tratamento CLs
apresentaram uma forte correlacdo entre as variaveis proteina (ug) e tempo
(minutos) (Coeficiente de Pearson = 0,98 e relagdo positiva expressa pela
equacao Y= 0,2428571 + 0,0071726X (Significancia do teste de Regresséo: p =
0,000167) (Figura 3).

O mesmo néo foi observado em lagartas de 5° instar para o tratamento
CLs com uma inclinacdo da curva menos acentuada entre proteina e tempo.
Forte correlacao entre as variaveis (Coeficiente de Pearson = 0,88) foi observado
expressa pela equacdo Y= 0,519286 + 0,002113X (Significancia do teste de
Regressao: p = 0,01843) (Figura 3).

No tratamento CL2s as lagartas mais jovens apresentaram menor
capacidade proteolitica em relacao a atividade das lagartas que estavam no final
do estagio de desenvolvimento ao longo dos 180 minutos avaliados. As lagartas
de 2° instar ndo apresentaram correlacdo entre as variaveis (p > 0,05),
diferentemente das lagartas de 5° instar que obteve uma correlagédo positiva
(Coeficiente de Pearson = 0,82) e a regressao linear expressa pela equacéo Y=
0,505714 + 0,002095X (Significancia do teste de Regressdo: p = 0,04547).
(Figura 3).

A testemunha demonstrou maior atividade proteolitica inicial em lagartas
de 2° instar, comparativamente com as de 5°instar. No entanto, apos alguns
minutos as lagartas de 5° instar obteve um ponto de interseccdo que acabou
ultrapassando as lagartas de 2° instar, mantendo-se superior ao longo de toda
avaliacdo. Na testemunha, tanto em lagartas de 2° instar quanto em 5° instar ndo
apresentaram correlacdo entre as variaveis avaliadas (p > 0,05) (Figura 3).



149

Lo
(o]
)

CLs

o=
= N KN
1 1 1

o
(o]
1

2° instar

Proteina (ug)
o
o)

o
~
1

e 5° [nstar

o
N
1

o

0 60 180
Tempo (minutos)

P
(o)}
)

CL,g

=oe
= N N
1 1 1

2° instar

Proteina (ug)
o
[e0)

o
»
1

= 5° [nstar

o
~
1

o
N
1

o

o

60 180
Tempo (minutos)

P
(o2}
)

Controle

=oE
N B
1 1

[EnY
I

o
(o2}
1

2° instar

Proteina (ug)
o
e}

=5 [nstar

o
N
1

o
N
1

o
o

60 180
Tempo (minutos)

Figura 3. Correlacdo de Person (CrylAc (ug) x Tempo (minutos)) no 2° e 5° instar de
Anticarsia gemmatalis submetidos a doses subletais do bioinseticida Dipel SCa25+1°C, 70
+ 10% UR e fotoperiodo L12: D12 h.
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4. DISCUSSAO

O perfil e expressdo da protoxina CrylAc encontrada, corrobora com
outros estudos determinando a massa molecular de 130 kDa a 135 kDa
(Lightwood et al., 2000; Bravo et al., 2007).

Em estudos com a proteina CrylAc purificada, verificou-se que a toxina
foi extremamente ativa para A. gemmatalis com uma concentracao letal (CLso)
de 0,23 ug.mL™* (IC 95%) (Bernardi et al., 2012).

A efetividade da toxina foi observada também para outras espécies-praga
como Chrysodeixis includens Walker, 1858 (CLso 3,72 ug.mL? (IC 95%)) e
Heliothis virescens Fabricius, 1777 (CLso 0,021 ug.mL?! (IC 95%)) que
demonstram o espectro de acdo a lepiddpteros praga que atacam culturas de
importancia econébmica. Em geral, A. gemmatalis € altamente suscetivel as
proteinas Cryl de B. thurigiensis (Bobrowski et al., 2002; Bernardi et al., 2012).

A variacdo na propor¢do da toxina pode ser explicada por uma série de
fatores ligados ao modo de acéo da bactéria, relacdo de como foram criadas as
lagartas, oscilacdes que ocorre naturalmente na suscetibilidade das populacées,
tempo de exposicao e se as populagbes sao de laboratério ou campo (Dulmage
et a., 1978; Luttrell et al., 1999; Wirth et al., 2004, Ali et al., 2006; Blanco et al.,
2009).

O perfil e expressédo da atividade proteolitica demonstrou que lagartas de
2° instar apresentaram uma quantidade menor de protoxina a ser ativada pelas
enzimas do suco intestinal de A. gemmatalis, com excecédo ao tratamento CLs.
O mesmo nao foi observado em lagartas de 5° instar para os tratamentos e em
relacdo ao tempo avaliado. Essa alteracdo na atividade proteolitica demonstra,
que pelo fato, das lagartas serem maiores apresentam um balanco de enzimas
digestivas diferente, ou até mesmo, na suscetibilidade entre os instares atribuido
a idade do inseto (Huang et al., 1999; Rahman et al., 2012).

Estudos comprovam que ao longo do desenvolvimento do inseto-praga
ocorre alteragdo ou diminuigdo na quantidade de receptores que,
consequentemente, significa menor atividade toxica da proteina (Lorence et al.,
1997; Schwartz et al., 1997; Huang et al., 1999; Bravo et al., 2004; Pardo-Lopez
et al., 2006; Rahman et al., 2012; Gémez et al., 2015).
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Os resultados de digestéo in vitro observados por meio da técnica SDS-
PAGE mostraram que as enzimas do intestino médio do inseto-praga em estudo
sdo capazes de ativar CrylAc, mas com diferenca no perfil proteolitico entre os
tratamentos. A maioria das cepas utilizadas para o controle de lepidopteros
praga produzem protoxinas compostos de 130 kDa a 140 kDa. Apés a ingestao
do B. thuringiensis pelas larvas, 0 suco intestinal entrar em contato com a
protoxina. Essa protoxina € degrada e o subproduto gerado pela protedlise é a
toxina ativa com massas de 55 kDa a 77 kDa (Whiteley e Schnepf,1986). Esses
valores, é devido as proteinas proteoliticas terem a capacidade de remover a
metade do terminal C da protoxina (Nagamatsu et al., 1984).

A verificacdo da atividade proteolitica no suco do intestino de A.
gemmatalis é importante, devido esta envolvido com a ativagcao da protoxina em
toxina, que apds esse processo ocorre a ligacdo das toxinas aos receptores do
intestino, promovendo a formacgédo de poros e morte do inseto (Lemes et al.,
2014).

O desafio atual é preservar o nivel de suscetibilidade de A. gemmatalis a
proteina CrylAc devido a grandes areas de soja com o genes da toxina no Brasil.
Estudos demostram que a sucessao de cultivos de algoddo e soja expde
populacdes de H. virescens a intensa pressao de sele¢éo a toxina CrylAc, o qual
apresentou razao de resisténcia > 10.000 vezes, apds 19 geracdes de pressao
de selecdo em laboratério com CrylAc incorporada em dieta artificial (Gould et
al., 1995).

Em adicdo, a capacidade de lepiddpteros praga evoluirem resisténcia a
toxinas Cry foi reportada para linhagens de laboratério de Spodoptera exigua
Hubner, 1808 e Spodoptera littoralis Boisduval, 1833 a CrylAc (Moar et al., 1995;
Muller-Cohn et al., 1996) e a campo para Spodoptera frugiperda Smith, 1797 a
CrylF (Storer et al., 2012).

O monitoramento desta proteina para que ndo seja utilizada em subdose
€ uma parte importante dos programas de manejo integrado de pragas, e devem
ser implementados em campo para garantir eficacia do método. No entanto,
deve-se conhecer a interacdo patégeno-hospedeiro para tracar estratégias que
prologue a viabilidade do B. thuringiensis. Assim, a atividade de toxinas Cry pode
ser melhorada por meio da adi¢éo de inibidores de serina protease, quitinases,

toxinas Cyt, fragmento do receptor caderina contendo um sitio de ligacdo da
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toxina e principalmente uma proteina Vip, a qual tem sitio de ligacéo diferente
das Cry, auxiliando no manejo da resisténcia da espécie (Pardo-Lépez et al.,
2009; Lemes et al., 2014).

Estudos avaliando a atividade proteolitica do intestino médio de H.
virescens de uma linhagem suscetivel e resistente revelou que ambas as
populacdes apresentam a capacidade de ativar a protoxina. Mas somente a
populacao resistente teve a capacidade de degradar a toxina testada (Forcada
et al., 1996; 1999). Esses resultados ndo foram observados no presente estudo
por meio da técnica SDS-PAGE.

As correlacoes lineares de Pearson demonstraram que o tratamento CLs
foi positivo em ambos os instares avaliados, diferentemente, do tratamento CL2s
que foi somente em lagartas de 5° instar. Os insetos polifagos como A.
gemmatalis, apresentam diversos mecanismos de defesa, e alteracdes
fisiologicas que podem ocorrer para que atinjam o desenvolvimento bioldgico.
Essas alteracgdes fisioldgicas ocorrem quando a producao de enzimas digestivas
sdo comprometidas, alteram a composicao das enzimas proteoliticas (Harsulkar
et al., 1999; Brand et al., 2004).

Diferencas na curva de ativagcdo da protoxina foram observadas no
tratamento CLs em lagartas de 2° instar, com aumento consideravel na inclinacao
da curva apdés 60 minutos. Os insetos que estdo submetidos a estresses
ambientais, como por exemplo, expostos a subdose de bioinseticidas capazes
de digerir e, subsequentemente, produzir energia. Podem mudar o tipo e o nivel
da atividade das enzimas digestivas como uma nova estratégica de
sobrevivéncia (Brand et al., 2004). Ou até mesmo, devido a destruicdo de
algumas partes das células do intestino médio causado pela ingestdo da proteina
toxica, ha um aumento do nivel de enzimas digestivas produzidas por células
saudaveis (Broadway e Duffey, 1986; Fathipour et al., 2019).

Essas evidéncias podem ter ocorrido no tratamento CLs em lagartas de 2°
instar, no entanto, é evidente que apés 60 minutos houve um aumento na
atividade proteolitica da espécie. Possivelmente, devido ter ocorrido alteracdes
na atividade das enzimas proteoliticas, o subproduto gerado apos 60 minutos
pode ter contribuido na alteracéo do pH, ou até mesmo, gerado um catalizador

que favoreceu o aumento na atividade enzimatica, justificando a diferenca
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observada na curva de ativacdo da toxina (Brand et al., 2004; Garcia-Robles et
al., 2012; Fathipour et al., 2019).

Contudo, os resultados do presente estudo incentivam investigagdes mais
aprofundadas nas enzimas digestivas de A. gemmatalis, realizagcbes em ensaios
de competéncia com a proteina Cry1Ac por meio da técnica de BBMV (“Brush
Border Membrane Vesicles”) e avaliagbes ao longo das geragdes para melhor

compreensao da interacdo patdgeno-hospedeiro.

5. CONCLUSAO

A proteina CrylAc é ativada pelas enzimas presentes no suco do intestino
de A. gemmatalis em ambos os tratamentos, com aumento sua atividade

proteolitica no 2° instar do tratamento CLs apds 60 minutos.
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CAPITULO 6 - CONSIDERACOES FINAIS

Em condicdes de laboratorio, os resultados revelaram sucetibilidade de A.
gemmatalis as doses do B. thuringiensis, sendo que as concentragdes ClL2o e
CL2s foram responsaveis por interferir na sobrevivéncia e principalmente nos
parametros reprodutivos como fecundidade e taxa de reprodugéo.

Os tratamentos CLs e CL2o apresentaram alteracdes na razao sexual. E
as avaliacOes realizadas nos adultos, evidenciaram diferencas entre a
morfometria das fémeas e machos atribuido a plasticidade fenotipica dos sexos.
O tratamento CLs apresentou um aumento na atividade proteolitica apds 60
minutos. Assim, observa-se que para cada concentracéo utilizada o metabolismo
da praga apresenta uma resposta, demonstrando a capacidade de sobrevivéncia
da espécie.

Em condicbes de campo, quando o produtor ndo adota adequadamente a
tecnologia de aplicacdo, utiliza outras doses da recomendada e aplica os
produtos biol6gicos em condi¢cdes ambientais desfavoraveis, esta possibilitando
a permanéncia da praga no agroecossistema para futuros surtos.

Além disso, Paises que se localizam em regifes tropicais e subtropicais
exibem desafios maiores porque geralmente apresentam uma agricultura
intensa, devido as condi¢cdes ambientais favoraveis com producdo de alimento
todo o ano, o resultado da abundancia de alimentos é a constancia das pragas
em campo. E com a adocdo de métodos de controle errbneos como aplicacao
de subdoses pode contribuir para o0 aumento populacional da praga. Com isso,
faz necessario seguir as recomendacdes para que a populacao do insetos-praga
figue abaixo do nivel de dano, sempre levando em consideracdo 0 manejo

integrado de pragas.



