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INFLUENCIA DE GERAGOES DE Plutella xylostella (L.)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) e de RADIAGAO NO DESEMPENHO DE
ISOLADOS DE Bacillus thuringiensis BERLINER

RESUMO - O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia e
Criacao de Insetos (LBCI) da FCAV - Unesp com objetivo geral de estudar
influéncia de geragdes de Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) e de
radiagcdo no desempenho de isolados de Bacillus thuringiensis Berliner. A
linhagem e os isolados foram provenientes do estoque do Laboratério de
Biologia de Bactéria e Biotecnologia Aplicada da FCAV - Unesp. A
concentracao de esporo-cristal para iniciar a metodologia de pressao de
selecdo foi determinada pela analise de probit, sendo o valor de 6x10°
esporos/mL. Esta populagdo foi submetida a bioensaios com diferentes
concentracdes da linhagem HD-1, do isolado T08.024 e do produto comercial
Agree® (Bacillus thuringiensis var. aizawai e proteina cristal de B. thuringiensis
var. kurstaki) em varias geracdes da selecdo. Paralelamente, avaliou-se a
suscetibilidade de lagartas de P. xylostella da criagdo mantida no LBCI a
diferentes isolados patogénicos e com potencial de viruléncia. Também se
realizou um estudo sobre ag&do da radiagao ultravioleta na patogenicidade do
isolado T08.024 por diferentes intervalos de exposicdo a radiagdo em
laboratério e em campo. A metodologia de pressao de selegao foi estabelecida
a partir da oitava geracéo onde se obteve mais que 50% de sobrevivéncia. Da
geracdo 8 em diante passou-se a pulverizar concentracbes mais altas desta
linhagem, de acordo com o padrdo de mortalidade apresentado em cada
bioensaio na geracdo anterior. A viabilidade larval foi significativamente
influenciada pelos tratamentos dentro das gerac¢des. Entre geragbes houve
redugdo na mortalidade para o tratamento HD-1 na concentragdo de 3x10®
esporos/mL. O padrao de suscetibilidade da criacdo estoque do LBCI foi alto
(100% de mortalidade) para todas as concentragbes testadas para 8 isolados
desta bactéria. A radiacao ultravioleta nao influiu sobre a patogenicidade do

isolado T08.024, tanto em laboratério como em campo.



Palavras-Chave: Traca-das-cruciferas; entomopatdégeno, resisténcia de inseto,

radiacao.



INFLUENCE OF GENERATIONS OF Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae) and RADIATION ON THE PERFORMANCE OF Bacillus
thuringiensis BERLINER STRAINS

SUMMARY - This work was conducted at the Laboratério de Biologia e
Criacéo de Insetos (LBCI) of FCAV - Unesp (LBCI), with the general objective
of studying the influence of generations of Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae) and the radiation performance of Bacillus thuringiensis Berliner. The
strain and the isolates were from the Laboratério de Biologia de Bactéria e
Biotecnologia Aplicada da FCAV-Unesp stock. The concentration of spore-
crystal to the method of selection pressure was determined by probit analysis,
and the value used was 6x10° spores / mL. This population was subjected to
bioassays using different concentrations of HD-1 strain, Agree® and of T08.024
strain on several generations of selection. In parallel, it was evaluated the
susceptibility of larvae of P. xylostella maintained in the LBCI different to
pathogenic isolates and virulence potential. Also it was conducted a study in
verify he action of ultraviolet radiation on the isolate T08.024 pathogenicity for
different intervals of exposure to radiation in laboratory and field. The
methodology of selection pressure was established from the eight generation
where was obtained more than 50% of survival. From generation eight began
the spray higher concentrations of HD-1 strain, according to the standard
mortality presented in each test in the previous generation. The larval survival
was significantly influenced by treatments within the generations. Between
generations, mortality has been reduced to the HD-1 treatment at a
concentration of 3x10° spores / mL. The susceptibility of LBCI standard
population was high (100% mortality) for all concentrations tested to the eight
strains. Ultraviolet radiation did not affect the pathogenicity of the T08.024

strain.

Keywords: Diamondback moth, insect pathogen, insect resistance, radiation.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

A ocorréncia mundial da traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae), tem se caracterizado como fator determinante na redugao da
producdao de repolho (DICKSON et al., 1990). No Brasil, esta praga é constatada
praticamente durante todo o ano (CASTELO BRANCO & GUIMARAES, 1990; BARROS
et al., 1993; MELO et al., 1994; LOGES, 1996). MUSSURY et al. (2002) relataram que
P. xylostella tem sido também considerada uma das principais pragas em plantios de
canola, causando danos desde a fase vegetativa até ao final do florescimento,
destruindo, muitas vezes, a haste floral. No Brasil, foi constatada também sua
ocorréncia em canola do inicio de agosto até o final de setembro (DOMICIANO &
SANTOS, 1996).

O método de controle mais utilizado nos campos produtores de cruciferas
ainda é o quimico, por ser considerado pratico, rapido e eficiente na reducao
populacional da traga-das-cruciferas (TALEKAR & SHELTON, 1993; DIAS et al., 2004).

Apesar da eficiéncia do método de controle quimico, a utilizagao inadequada
dessa tatica associado ao potencial bidtico deste inseto proporciona condi¢des
favoraveis para selecao de individuos resistentes nas populagdes da traca-das-
cruciferas, dificultando o manejo. Este inseto é definido por muitos autores como uma
espécie com maior numero de casos de resisténcia (GEORGHIOU & LAGUNES-
TEJADA, 1991; THULER, 2006). GEORGHIOU & LAGUNES-TEJADA (1991) relataram
que em 1989 ja eram conhecidos cerca de 50 inseticidas quimicos aos quais P.
xylostella apresentava resisténcia, sendo que no Brasil essa resisténcia a inseticidas foi
constada por CASTELO BRANCO & GATEHOUSE (1997), também em relagcéo a
diferentes principios ativos. Esta traca tornou-se alvo de pesquisas por todo o pais,
visando a obtencdo de medidas de controle tecnicamente mais adequadas,
economicamente satisfatérias e ecologicamente corretas (THULER, 2006).

O Brasil, a China e a Russia tem buscado aprimorar e desenvolver programas de

controle biolégico, com énfase na utilizagdo de microrganismos. Com o avango das



pesquisas, muitos entomopatégenos tém sido estudados, originando com isso varios
produtos formulados, promovendo maior utilizagdo do controle microbiano de pragas.
Muitos patdgenos apresentam grande seletividade e especificidade, o que permite
manter o equilibrio biolégico. Além disso, este € um tipo de controle que é mais
duradouro e de facil aplicagédo, nao téxico para o homem e outros animais, sendo que
os alimentos tratados com esses produtos podem dar maior retorno financeiro. Dessa
forma, os entomopatdégenos oferecem grande vantagem em relagdo ao controle quimico
de largo espectro (ALVES, 1998).

O uso da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner € uma alternativa eficaz e
racional para evitar os danos causados por P. xylostella (MONNERAT et al., 1999;
CASTELO BRANCO et al., 2003; MEDEIROS et al., 2005). Este agente tem sido usado
para controle de insetos-praga das ordens Coleoptera, Diptera e Lepidoptera
(MONNERAT & BRAVO, 2000; MEDEIROS et al., 2005), sendo que diversos trabalhos
relatam o uso desta bactéria para controle da traga-das-cruciferas, pelo fato dela
produzir toxinas Cry que sdo extremamente toxicas aos insetos (CASTELO BRANCO &
AMARAL, 2002; DIAS et al., 2004; MONNERAT et al.,, 2004; SAYYED et al., 2004;
KHAN et al., 2005).

Os cristais de B. thuringiensis isoladamente ndo tem acao tdxica, sendo
considerados pro-toxinas. E necessario sua dissolugdo em meio alcalino para haver a
liberagao e atuacéo das toxinas nos insetos. Isto explica porque somente os insetos de
pH alcalino sédo suscetiveis (HABIB & ANDRADE, 1998). Os cristais desta bactéria, ao
serem ingeridos pelas larvas dos insetos suscetiveis, sofrem acao do pH intestinal e de
proteases que solubilizam o cristal e ativam as toxinas (proteinas Cry). As toxinas se
ligam a receptores localizados no tecido epitelial do intestino médio das larvas,
formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana e ocasionam a quebra
do equilibrio osmético da célula, que intumesce e rompe, propiciando o extravasamento
do conteudo intestinal para a hemocele do inseto. Em consequéncia, a larva deixa de
se alimentar, torna-se imoével e morre por inanicdo ou septicemia (KNOWLES, 1994;
COPPING & MENN, 2000; PRACA et al., 2004).



A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem de B. thuringiensis sao
determinada pelos tipos de genes cry funcionais que possui, ou seja, cada toxina é
codificada por genes cry (ARANTES et al., 2002). Até o momento foram sequenciados
mais de 550 genes cry, 0s quais sao responsaveis por codificar as proteinas Cry
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/; atualizado em 13 de
setembro de 2010). Muitas linhagens de B. thuringiensis possuem um unico gene cry,
enquanto outras podem apresentar complexas combinagdes de genes (BRAVO et al.,
1998).

Apesar das vantagens, os insetos podem apresentar mecanismos de defesa
contra os entomopatdgenos, uma vez que precisam superar uma barreira mecanica
para conseguir a colonizagéo, haja vista que, até passar por ela, podem sofrer acéo de
hemacitos e mecanismos bioquimicos e fisioldgicos produzidos pelos insetos. Devido a
esta situacdo, € fundamental a adogdao de um manejo de resisténcia de forma
preventiva, antes que as falhas do programa sejam detectadas (OMOTO & ALVES,
1998).

Para se ter sucesso com a utilizagdo de patdgenos como inseticida microbiano é
necessario conhecer alguns fatores, tais como: temperatura, umidade, luminosidade e
pH, sendo estes de dificil controle, enquanto outros sdo de manejo mais facil, como o
uso de linhagens adequadas, concentragéo, pureza do indculo, formulagdo e época de
aplicagdo (ALVES et al., 1998). Mesmo com grandes avangos nesse tipo de controle,
pouca énfase tem sido dada as pesquisas de desenvolvimento de maquinas e
tecnologias, sabendo-se que o tipo de equipamento a ser utilizado na aplicagdo nao
pode causar agao indesejavel sobre as estruturas do patégeno (SMITH & BOUSE,
1981).

Os produtos contendo toxinas especificas para lepidépteros sdo os mais
encontrados no mercado, pois a maioria dos bioinseticidas a base de B. thuringiensis
usados para controlar pragas agricolas sao formulados com a linhagem HD-1, da
subespécie kurstaki, que tem alta toxicidade e amplo espectro de acdo. O produto
Dipel®, formulado com esta linhagem, tem grande destaque no mercado mundial, com
eficiéncia para 170 lepidépteros-praga (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000). O uso de



bioinseticidas a base de B. thuringiensis com sucesso ho mundo contribuiu para o inicio
da substituicdo ou reducdo dos inseticidas convencionais em diversas areas e o
incentivo para novas pesquisas sobre a utilizagdo desta bactéria na agricultura (van
FRANKENHUYZEN, 1993).

Plutella xylostella foi o primeiro inseto para o qual foram relatadas populagdes de
campo com altos niveis de resisténcia em respostas a tratamentos comerciais com B.
thuringiensis (TABASHNIK et al., 1997; HERRERO et al., 2001). Casos de resisténcia
da traca foram detectados pela primeira vez no Havai, mas, também, em outros paises
ja foram verificadas populagdes resistentes, a exemplo do Japdo, USA, Tailandia,
Honduras, Malasia, Brasil, México, Filipinas e Nicaragua (ZHAO et al., 1993;
TABASHNIK, 1994; PEREZ & SHELTON, 1997; WRIGHT et al., 1997).

A resisténcia a bactéria pode estar relacionada a diversos fatores, como por
exemplo, ao modo de acdo das toxinas, sendo que algumas hipdéteses podem ser
consideradas, como a mudang¢a na conformacao dos receptores, pH intestinal menos
alcalino impedindo a solubilizag&o do cristal, proteases intestinais incapazes de digerir
ou ativar as d-endotoxinas ou entdo muito eficazes, que poderiam digerir totalmente a
pré-toxina, e também a hipersensibilidade dos individuos-alvo (MONNERAT & BRAVO,
2000).

Muitos isolados de B. thuringiensis ja foram identificados e atualmente
diversos estudos de laboratério no mundo se destinam a descoberta de isolados que
possuam novas e eficientes toxinas no controle de pragas (MONNERAT & BRAVO,
2000), principalmente para contornar os problemas resultantes do manejo inadequado
advindo do excesso de aplicagdes de bioinseticidas (MAXWELL et al., 2006). A
variabilidade genética existente entre estes diferentes isolados de B. thuringiensis foi
estudada principalmente por meio da utilizagcado de técnicas como a PCR (Reacao de
Polimerase em Cadeia).

O uso do bioinseticida a base de B. thuringiensis, em combinagdo com outras
taticas de manejo, pode resultar numa 6tima estratégia para contornar o problema da
resisténcia, como por exemplo o uso de areas de refugio, rotagdo de culturas, emprego

de inimigos naturais associados com as 0&-endotoxinas, ou entdo associa-las com
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produtos quimicos dentro de uma filosofia de manejo integrado de pragas (van RIE &
FERRE, 2000; MEDEIROS, 2004). Diante das dificuldades de controle desta praga,
este trabalho objetivou estabelecer uma metodologia de pressdo de selegao sobre
lagartas de P. xylostella por meio da linhagem HD-1 de B. thuringiensis, com finalidade
de estudar a performance biolégica desta populagdo; bem como determinar a
viabilidade de isolados patogénicos de B. thuringiensis sob agao da radiagao ultravioleta
e a partir destes isolados avaliar o padrao de suscetibilidade da populacdo estoque do

laboratorio.
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CAPITULO 2 - Suscetibilidade de Plutella xylostella (L.) a isolados de Bacillus

thuringiensis Berliner.

INTRODUGAO

As diferentes espécies da familia Brassicaceae sdo cultivadas por pequenos e
meédios agricultores que tém sérios problemas fitossanitarios, entre o quais o ataque de
insetos, principalmente, lepidopteros como Ascia monuste orseis (L.) (Lepidoptera:
Pieridae), Trichoplusia ni (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera: Plutellidae) (GODIN & BOIVIN, 1998). P. xylostella € considerada a
principal praga devido ao seu dano, podendo inviabilizar o produto para o comércio. A
dificuldade de controle desta praga pode estar relacionada com a sobreposicdo de
geracgOes, disponibilidade de hospedeiros simultaneamente nas areas (brassicas
cultivadas e espécies nativas), ciclo rapido e o mais importante, o aparecimento de
populagbes resistentes ao manejo inadequado das taticas de controle
(KUMARASWAMIA et al., 2001; KWON et al., 2004).

Formulagbdes a base de Bacillus thuringiensis tém sido uma tatica promissora para
controle de lepidépteros-praga em diversas culturas de importancia agricola, incluindo P.
xylostella em brassicas (MEDEIROS et al.,, 2006; HECKEL et al., 2007). B.
thuringinensis € uma bactéria gram-positiva que produz cristais protéicos durante a
esporulagcdo, que ao serem ingeridos por insetos suscetiveis sao solubilizados no
meséntero, liberando proteinas chamadas &-endotoxinas. Estas proteinas sao ativadas
por proteinases do meséntero, atravessam a membrana peritrofica e interagem com
receptores especificos situados no epitélio do intestino médio, provocando formagao de
poros ibnicos na membrana das células epiteliais e rompimento dessas células. As
larvas intoxicadas cessam a alimentac&o 2-3 horas apos a ingestdo das toxinas e por fim
morrem por falta de absor¢cdo de nutrientes ou septicemia causada por bactérias da
propria flora intestinal do inseto (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000; VIANA et al., 2009).
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O potencial de controle de produtos a base dessa bactéria tem proporcionado uma
série de estudos com isolados provenientes de varios locais geograficos, com finalidade
de se encontrar perfis genéticos diversificados em relagdo as toxinas sintetizadas por
eles, a fim de possibilitar alternativas de toxicidade na elaboragédo de formulagbes. Para
P. xylostella foi relatado casos de resisténcia a produtos com linhagens deste
entomopatogeno (HECKEL et al., 2007). Para tanto, muitos bioensaios sédo realizados
com populagbes mantidas em laboratério por muitas geragbes, as quais podem
apresentar resposta bioldégica que venha comprometer a patogenicidade dos isolados.
Assim, este trabalho teve como objetivo observar o comportamento de suscetibilidade da
populagdo de P. xylostella mantida por mais de 100 geragbes em laboratério, frente a
uma seérie de isolados com patogenicidade comprovada para lepidopteros-praga em

bioensaios e em analises moleculares.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biologia e Criagao de Insetos
(LBCI) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista (FCAV-UNESP) em Jaboticabal, sob temperatura de 25+1°C, umidade relativa
de 70+10% e fotofase de 12 horas. Para experimentacao, utilizaram-se lagartas de
segundo instar de P. xylostella com 100 geragdes oriundas da criacao do LBCI / FCAV-
UNESP. Os isolados de B. thuringiensis utilizados nos bioensaios foram provenientes
do Banco de Germoplasma de Bacillus entomopatogénicos da colegdo do Laboratério
de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada da FCAV-UNESP (LGBBA), os quais
foram: E1, 49.19A, E2, 1.7L, T3A.259, T3A.140, T08024, E26, E22 e TO7. Os isolados
selecionados para este estudo foram caracterizados molecularmente como especificos

para lepidopteros e descritos por VIANA (2007).

1) Linhagens e isolados de B. thuringiensis

A linhagem padrao (Lepidoptera-especifico) utilizada como controle positivo foi
Bacillus thuringiensis kurstaki HD-1 obtida do “Bacillus Genetic Stock Center’, do
Departamento de Bioquimica do Colégio de Ciéncias Biolégicas da Ohio State
University.

Foram 10 isolados de B. thuringiensis obtidos do Banco de Germoplasma de
Bacillus entomopatogénicos pertencentes a colecdo do LGBBA, sendo que parte € da
colegcado do Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Insetos de Piracicaba,
SP, e da colegao do Nucleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e Sorgo de Sete
Lagoas, MG. Estes isolados foram estocados em fitas de papel-filtro, que foram
impregnadas com suspensdes de esporos e acondicionadas em tubos plasticos com
capacidade para 1mL, mantidas a 10°C em camara climatizada. Para evitar
contaminacéo do estoque em papel, a condugao do experimento foi iniciada a partir de
um estoque em agua, ou seja, uma fita de papel impregnada com esporos foi imersa

em agua estéril e armazenada sob as condi¢des anteriores.
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2) Criagcao e manutencao de P. xylostella

A criacdo consistiu na tranferéncia dos adultos recém-emergidos para gaiolas
plasticas circulares transparentes, medindo 12 cm de didmetro por 15 cm de altura, com
abertura lateral coberta com tecido “voil’, contendo na parte superior esponjas
embebidas com solugéo de mel a 10% para alimentagédo dos adultos.

No interior das gaiolas foram colocados discos de folha de couve, como
substrato para oviposicdo, sobre discos de papel-filtro, previamente umedecidos,
dispostos na parte superior de copos plasticos transparentes. Estes discos de couve
foram trocados diariamente e acondicionados em placas plasticas (8 cm de diametro)
durante 3 dias até a ecloséo das lagartas. Apos a eclosao, os discos foram transferidos
para recipientes plasticos medindo 25 cm de comprimento x 15 cm de largura x 12 cm
de altura. Trés dias apds a eclosao das larvas foi feita a primeira substituicado dos discos
de folhas de couve, sendo que as posteriores foram realizadas diariamente até que se
atingisse a fase de pupa. As pupas foram coletadas e acondicionadas em tubos de
vidro de fundo chato (8,5 cm de altura x 2,4 cm de didmetro) até a emergéncia dos
adultos. Esse procedimento foi repetido continuamente para assegurar a criagao e
multiplicagdo da praga durante a realizagdo da pesquisa.

A couve utilizada na criagao foi cv. Manteiga, plantada na area experimental da
FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, com solo corrigido segundo a necessidade de
plantio, sendo realizada uma adubacéo de cobertura, com sulfato de amdénio aos 20
dias apds o transplantio. As plantas foram constantemente irrigadas durante os
periodos de estiagem, de acordo com o aspecto visual das folhas.

O procedimento da criagdo e manutencao da traga esta ilustrado nas Figuras 1 e

3) Bioensaio

Para o preparo da suspensao esporo/cristal os isolados de B. thuringiensis foram

cultivados em placas de Petri com meio de cultura Agar-Nutriente e incubados a 30°C,
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durante 5 dias, para permitir completa esporulacédo e liberacdo de cristais. Apds este
periodo, todo conteudo bacteriano foi transferido com auxilio de alga de platina para
tubo Falcon contendo 10 mL de agua autoclavada e 0,005% de Tweem 20°
(estabilizador de emulsao; soluvel e dispersivel em agua). A suspensao obtida foi
homogeneizada em aparelho do tipo Vértex e a partir desta foram feitas duas
suspensdes seriadas para contagem de esporos em camara de NeuBauer para
padronizacdo das concentracdes: 9x10, 9x10%, 9x10°, 9x10%, (1,5; 6; 8 e 9)x10°, (1,5; 2;
3;4,5;6;7,5e 9x10° (1,5; 2; 3; 4; 4,5; 6; 7,5; 9)x10” e (1,5 e 3)x10® esporos/mL.

As concentragdes utilizadas foram baseadas na patogenicidade dos isolados a
partir da concentracdo de 3x102 esporos/mL (VIANA, 2007), e também em pré-testes no
laboratério, para determinar a variagado entre as concentragoes.

Para cada concentragcdo dos isolados, em 3 discos de folha de couve com
diametro de 8 cm aplicou-se um volume de 0,5 mL da suspenséao por face do disco,
além de uma pulverizagdo de 0,50 mL de agua com Tween como testemunha. A
aplicagao foi realizada com auxilio de uma pistola para pintura, tipo aerégrafo, acoplada
a um compressor da marca Schulz Modelo MS 2.3 com pressao operacional de
25Ibf/pol®, sob capela de exaustdo, a uma distancia de 20 cm do alvo (disco foliar). Os
discos secos em condicdo ambiente foram colocados individualmente em placas de
Petri sobre papel filtro levemente umedecido com agua. Sobre cada disco foliar foram
colocadas 15 lagartas de P. xylostella de segundo instar, para alimentagéo.

Os bioensaios foram representados por 26 concentragdes por isolado
(totalizando 260, sendo 10 isolados para 26 concentragdes). Para cada tratamento
utilizou-se 3 repetigdes, contendo 45 lagartas.

A avaliagdo da mortalidade larval foi iniciada com 24 horas apds o confinamento
nas placas, até a mortalidade total ou formacao de pupas.

A suscetibilidade das lagartas foi determinada com base nos dados da
mortalidade larval. Entretanto, para os isolados que proporcionaram perfis de
mortalidade variados realizou-se o calculo da CLsy, por meio da analise de PROBIT
(FINNEY, 1971), utilizando o programa POLO-PC.



Adultos da traga

Disco com ovos

Folhas de couve
com lagartas

Figura 1. Esquema da metodologia de criagdo da traga-das-cruciferas
adaptada para o Laboratério de Biologia e Criagdo de Insetos da UNESP-
Jaboticabal (THULER, 2009).
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Pisco +

Figura 2. Recipientes utilizados na manutencdo da criagdo de Plutella xylostella em
laboratério. A) Recipiente com lagartas; B) Recipiente com pupas; C) Recipiente
com adultos; D) Recipiente com ovos (THULER, 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As lagartas de P. xylostella oriundas da criacao em laboratério com média de 100
geragdes apresentaram um padrdo de suscetibilidade muito elevado para as
concentragdes avaliadas em todos os isolados (Tabela 1). Dentre os isolados avaliados,
7 causaram 100% de mortalidade das lagartas, sendo que apenas o isolado T08.024
apresentou resultado que permitiu analise de CLso (Tabela 2 e Figura 3)..

A viruléncia ndo pbde ser estimada para 6 isolados devido a alta toxicidade para
esta populacao de P. xylostella, os quais constituem fontes promissoras na elaboragéo
de inseticidas biologicos. O efeito toxico do complexo esporo-cristal desse material
pode ser decorrente da agao conjunta das proteinas, como Cry, Cyt, Vip e Exo, uma
vez que, elas podem estar sendo expressas ao mesmo tempo, como também pode
ocorrer efeito antagdnico, em que uma proteina nao é produzida em detrimento de outra
(DUMA, 2009).

A variacao da eficiéncia dos isolados pode ser explicada por uma série de fatores
ligados ao modo de agao desta bactéria, principalmente pela ligagéo da toxina ativada a
receptores no epitélio intestinal, sendo este fator determinante no desenvolvimento da
doenga no inseto-alvo (POLANCZKY & ALVES, 2003). A eficacia também depende da
presenca de outras toxinas como a Vip, Cyt e outras exotoxinas que podem influenciar
na toxicidade dos isolados, uma vez que os bioensaios foram conduzidos com
suspensao esporo-cristal. A agao de outras toxinas que podem compor o perfil génico
dos isolados também pode influenciar o potencial dos mesmos, de forma positiva ou
negativa, porque algumas destas toxinas apenas séo sintetizadas na fase vegetativa da
multiplicacado bacteriana (LEE et al., 2003; COSTA, 2009).

O valor ndo significativo de X* (p<0,05) possibilitou o ajuste da CLsy 2,7x10°
esporos/mL para o isolado T08.024 (Tabela 2). O ajuste por meio do valor nao
significativo apresentado pela analise de qui-quadrado mostra que os valores de
mortalidade apresentam dependéncia em relagao ao incremento da concentragao.

A mortalidade larval ocasionada pelo isolado T08.024 foi diretamente

proporcional ao aumento das concentragdes, ou seja, aumentaram com o incremento
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da concentracdo. Este isolado de B. thuringiensis apresentou um perfil genético muito
variado quanto a produgdo de proteinas, descrito nos trabalhos de VIANA (2007) e
VIANA et al. (2009), onde foram discutidos os possiveis genes que podem estar
associados ao efeito letal deste isolado em lagartas de P. xylostella, sendo eles:
cry1Aa; cry1Ca; cry1Fa; cry1Ab; cry1Ae; cry1Bd e cry1Ac. Os genes cry1Aa, cry1Ab e
cry1Ac compéem o perfil molecular da formulagdo comercial Dipel®, e eles tém efeito
toxico sobre P. xylostella (LEZ-CABRERA et al.,, 2001), assim como em Galleria
mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae) (BRIGHENTI et al., 2005).
Entretanto, em literatura foi demonstrado que determinadas populagbes da traca-das-
cruciferas apresentam resisténcia as toxinas dos genes cry1Ab e cry1Ac; e que ha a
possibilidade desta resisténcia ser de carater dominante (SAYYED et al., 2005; GONG
et al., 2010). A variagdo na suscetibilidade das toxinas de B. thuringiensis tem relagéao
direta com 0 manejo da cultura, ou seja, com os tratos fitossanitarios, restos de cultivos
associado a sobreposicao de geragodes, cultivo de varias espécies de brassicas, dentre
outros fatores.

As toxinas Cry1 (A, B, C, D, E, F, G, G, H, |, J, K); Cry7B e 8D; Cry9ABC;
Cry15A, Cry22A, Cry32A, Cry51A; Cry1Ac, Cry1E e Cry2 séo relacionados na literatura
com potencial de controle para lepidopetros-praga (van FRANKENHUYZEN, 2009).
Entretanto, o gene cry2 ndo foi caracterizado para estes isolados, o que implica em
necessidade de estudos moleculares para detec¢do do mesmo, sendo que o gene cry2
também pode estar contribuindo para a toxicidade. Assim, estudos envolvendo as
toxinas Vip, Cyt e beta e alfa-Exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e
fosfolipases também s&o necessarios para diagnosticar com precisdo a procedéncia
desta toxicidade, como relatado por DE MAAGD et al. (2001).

A constituicao molecular de T08.024 como apresentado pela analise de PCR, é
extremamente diversificada em termos de patogenicidade (VIANA et al., 2009). Sendo
assim, é fundamental conhecer este perfil genético em condigdes de expressao génica,
a fim de possibilitar uma afirmagdo mais consistente da potencialidade do agente
entomopatogénico, em relagcdo a composi¢cao de proteinas toxicas. BRAVO et al.

(1998) relataram que o gene cry1 é frequentemente encontrado nas colegdes desta
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bactéria no mundo, assim como no trabalho de WANG et al. (2007) que estudaram a
distribuicdo destes genes na China e concluiram que cry1C, cry1A e cry1D apresentam
altos indices de frequéncia. A literatura mostra que as proteinas resultantes dos genes
cry1B e cry1C sao muito estudadas com o objetivo de engenharia genética, pois séo
toxicas a muitas pragas de grande importancia econdémica, assim como de dificil
controle (VALICENTE et al., 2000).

Atualmente, os objetivos gerais das pesquisas tém envolvido a busca por novas
toxinas com potencial de controle, bem como resgatar o efeito conjunto de duas ou
mais em um isolado ou outro veiculador, podendo vir a ser uma excelente forma de
contornar esta capacidade do inseto-praga (DUMA, 2009). Outras pesquisas focam
engenharia genética, utilizando estas toxinas, como aquela apresentada pelo isolado
T08.024, para serem incorporadas no genoma de variedades altamente produtivas, a
fim de minimizar problemas de resisténcia, bem como reducédo de custos com outras
formas de controle (GONG et al., 2010).

Os isolados 49.30A, E2, 1.7L, T3A.259, T3A.140 e E1 nas menores
concentragdes (9x10*) causaram efeito letal sobre as lagartas de P. xylostella,
demonstrando a potencialidade das toxinas que devem estar sendo expressas. O perfil
genético destes também foi relatado por VIANA (2007), sendo eles muito variados,
assim como os apresentados pelo isolado T08.024; dentre as proteinas encontram-se
CryB, CryC, CryE e CryF. Estas proteinas sao alvo de pesquisas de levantamento de
novos isolados patogénicos a insetos-praga, assim como estudos de caracterizagao
molecular para elaboracdo de novos formulados (MELATTI, 2008). O complexo de
proteinas dos isolados que nao ajustaram a CLsy bem como para o que ajustou, pode
estar agindo de forma sinérgica, incrementando o efeito do isolado.

Os isolados estudados fazem parte de um banco que apresenta uma constituicao
genética muito importante para a traga-das-cruciferas, o que implica também na
necessidade de estudos com outras pragas da mesma ordem. A possibilidade destes
isolados expressarem a proteina Cry1C pode favorecer muitos estudos moleculares de

insergdo do dominio Il da Cry1C em proteinas com menor toxidade, como Cry1Ab,
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Cry1Ac, Cry1Ea e Crya1Ba, tornando-as mais toxicas para diferentes insetos-alvo (DE
MAAGD et al., 2001; BRAVO et al., 2004).

A partir da menor concentragao também foi realizado um teste com suspensdes
seriadas, sendo 9x10% 9x10° e 9x10 esporos/mL, porém o resultado foi o mais
inesperado, também causando 100% de mortalidade. Assim, este grupo de isolados
apresenta um perfil génico muito complexo, sendo que para comprovar esta viruléncia
faz-se necessario bioensaios com suspensao a base de esporos, e outra apenas com
proteinas. Para tanto, podera correlacionar a toxicidade com a constituicdo da
suspensdo e esta podera ser quantificada em mg/mL, haja vista que a medida
esporos/mL € muito relativa, podendo influenciar os estudos de viruléncias (SANTOS
JR., 2009).

Os isolados E26, E22 e TO7 ndo causaram mortalidade das lagartas de P.
xylostella, mesmo sendo caracterizados molecularmente para lepidoptera. Nos
bioensaios ndo apresentaram condi¢cao de toxicidade, provavelmente porque os genes
identificados pela PCR no trabalho de VIANA (2007) ndo expressaram as proteinas.
Estes bioensaios foram repetidos em triplicata para averiguar possiveis problemas
decorrentes de contaminagao por manuseio, ou até mesmo fatores abidticos como falta
de temperatura no periodo da esporulacdo, todavia, os resultados sempre foram os
mesmos.

Assim, P. xylostella apresentou alta suscetibilidade aos isolados 49.19A, E2,
1.7L, T3A.259, T3A.140 e E1, os quais nao possibilitaram ajuste da CLsp pela analise
de x?. Tais isolados, devido & alta toxicidade observada sdo os mais promissores para
o controle de P. xylostella bem como para o desenvolvimento de novos inseticidas
bioldgicos. E relevante estudos de caracterizagdo das proteinas destes isolados, como
também pesquisa sobre expressédo génica, espectro de agdo e especificidade, o que
permitira a disponibilizagao frequente de novas versbes génicas mais eficazes, mais
especificas e com vantagens ainda maiores sobre as praticas convencionais de
controle.

O isolado T08.024 que possibilitou o ajuste da CLsy 2x10° esporos/mL, sendo

valor ndo significativo de x* (p<0,05), também apresenta potencial de controle para
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esta praga, porém devem ser conduzidos estudos de expressao, bem como sua
avaliacdo em condi¢des de campo em locais de ocorréncia frequente desta praga,

objetivando confirmar a patogenicidade mesmo exposto aos fatores ambientais.
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Tabela 1. Suscetibilidade de lagartas de Plutella xylostella com 100 geragdes em laboratério por meio da
mortalidade (%) causada por isolados de Bacillus thuringiensis que n&o ajustaram a curva

concentragao-resposta na analise de x2 .

Mortalidade (%) de lagartas de P. xylostella causada por isolados de B.

Concentragao S
(esporo/mL) thuringiensis

P E1 49.30A E2 1.7L T3A.259 T3A.140
9x10 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
9x10? 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
9x10° 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
9x10* 93,33 64,44 55,55 91,11 86,66 86,66
1,5x10° 93,33 64,44 55,55 91,11 100,00 97,77
6x10° 88,88 64,44 66,66 91,11 100,00 97,77
8x10° 88,88 55,55 66,66 91,11 100,00 97,77
9x10° 100,00 100,00 100,00 95,55 100,00 100,00
1,5x10° 100,00 82,22 55,55 100,00 100,00 100,00
2x10° 100,00 91,11 68,88 100,00 100,00 100,00
3x10° 100,00 91,11 75,55 100,00 100,00 100,00
4,5x10° 100,00 91,11 97,77 100,00 100,00 100,00
6x10° 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
7,5x10° 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
9x10° 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
1,5x10" 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2x107 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
3x10’ 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
4x10” 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
4,5x10" 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
6x107 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
7,5x107 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
9x10” 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
1,5x10° 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
3x10° 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

n=45 (numero de insetos testados em cada concentragéo).
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Tabela 2. Inclinagdo (média + erro padrdo) da curva, qui-quadrado (x?), graus-
liberdade, CLs, (£ Intervalo de Confianga) e probabilidade (P) da curva concentragéo-

mortalidade larval de Pluetlla xylostella.

Inclinagéo 2 "CLso
Tratamento (+ EP) X GL (IC 95%) P
* 6
T08.024  1.96203+0,1767 6,546™ 10 2,710 0.65

(0,0076-0,0107)

"'CLso — esporos/ml; ns — nao significativo
ns=nao significativo; CL=concentragao letal
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Figura 3. Curva de concentragao-resposta do isolado T08.024
de Bacillus thuringiensis var. kurstaki para lagartas de Plutella

xylostella.
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CAPITULO 3 - Plutella xylostella: criagdo, biologia e comportamento sob pressio

de selecao com Bacillus thuringiensis

INTRODUGAO

A ocorréncia mundial da traga-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae), tem se caracterizado como fator determinante na redugao da
producdo de repolho (DICKSON et al., 1990). No Brasil, esta praga é constatada
praticamente durante todo o ano (BARROS et al., 1993; LOGES, 1996). MUSSURY et
al. (2002) relataram que P. xylostella tem sido também considerada uma das principais
pragas em plantios de canola, desde a fase vegetativa até o final do florescimento,
destruindo, muitas vezes, a haste floral. No Brasil foi constatada também sua ocorréncia
em canola a partir do inicio de agosto até o final de setembro (DOMICIANO & SANTOS,
1996).

O método de controle mais utilizado nos campos produtores de cruciferas ainda
€ 0 quimico, por ser considerado pratico, rapido e eficiente na reducdo populacional
dessa praga (DIAS et al., 2004). Apesar da eficiéncia do método de controle quimico, a
utilizacdo inadequada dessa tatica vem ocasionando o aparecimento de populagdes da
traca-das-cruciferas resistentes aos inseticidas (THULER, 2006). Para minimizar esse
problema, uma das alternativas empregadas € o controle biolégico por meio da
aplicacdo de inseticidas a base da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt).

Os resultados de controle obtidos inicialmente com esta bactéria tornaram
frequente sua utilizacdo; no entanto, a maioria dos produtos encontrados no mercado,
sdo formulados com B. thuringiensis var. kurstaki que expressa as toxinas Cry1Aa,
Cry1Ab e Cry1Ac. Isto significa que as ligagbes das toxinas com o epitélio, no intestino
do inseto, ocorrem através dos mesmos receptores de membrana, facilitando o
aparecimento de populagdes resistentes, o que ja vem sendo relatado (TANG et al.,

1996). P. xylostella foi o primeiro inseto para o qual observaram-se populagdes de
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campo com altos niveis de resisténcia em respostas a tratamentos comerciais com B.
thuringiensis (HERRERO et al., 2001).

A resisténcia a bactéria pode estar relacionada a diversos fatores, como por
exemplo, ao modo de acdo das toxinas, sendo que algumas hipdéteses podem ser
consideradas, como a mudanga na conformagao dos receptores, pH intestinal menos
alcalino impedindo a solubilizagdo do cristal, proteases intestinais incapazes de digerir
ou ativar as d-endotoxinas ou entao muito eficazes, que poderiam digerir totalmente a
protoxina, e também a hipersensibilidade dos individuos-alvo (MONNERAT & BRAVO,
2000). Dessa forma, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o desempenho da traca-

das-cruciferas sob pressao de seleg¢ao da linhagem HD-1 de B. thuringiensis.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia e Criagdo de Insetos
(LBCI) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista (FCAV-UNESP) em Jaboticabal, sob temperatura de 25+1°C, umidade relativa
de 70+10% e fotofase de 12 horas.

Os insetos utilizados para iniciar a criagcédo de P. xylostella sob pressao de
selegcao a B. thuringiensis foram provenientes da criagdo do LBCI / FCAV-UNESP. Ja
os isolados e a linhagem padrédo HD-1 de B. thuringiensis var. kurstaki foram oriundos
do Banco de Germoplasma de Bacillus entomopatogénicos da colegado do Laboratério
de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada da FCAV-UNESP (LGBBA).

Criacao de P. xylostella sob pressao de sele¢ao a linhagem padrao HD-1 de B.

thuringiensis

A metodologia padrao utilizada na criagao de P. xylostella no LBCI foi alterada
quanto a qualidade da couve, sendo esta tratada com uma CLsp da linhagem HD-1 de
B. thuringiensis. A concentracédo de 6x10° esporos/mL da suspens&o desta linhagem foi
determinada em lagartas de segundo-terceiro instar da populacédo da traga suscetivel
mantida no LBCI (Tabela 1). Esta suspensao esporo/cristal foi preparada a partir da
inoculacdo da bactéria em placas de Petri com meio de cultura Agar-Nutriente e
incubados a 30°C, durante 5 dias, para permitir assim completa esporulagao e liberagao
de cristais. Apos este periodo, todo conteudo bacteriano foi transferido, com auxilio de
alga de platina, para tubo Falcon contendo 10 mL de agua autoclavada e 0,05% de
Tweem 20°. A suspensdo obtida foi homogeneizada em aparelho do tipo Vortex e a
partir desta foi feita duas suspensdes seriadas para contagem de esporos em camara
de NeuBauer para padronizagdo da concentragao de 6x10° esporos/mL.

Na manutengdo da criagao utilizaram-se folhas de couve sem tratamento com

bactéria para as lagartas recém eclodidas até o segundo instar. As lagartas de terceiro
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instar alimentavam-se de folhas tratadas com a CLsy da linhagem padrdo HD-1. As
folhas foram pulverizadas com auxilio de uma pistola para pintura, tipo aerdgrafo,
acoplada a um compressor da marca Schulz Modelo MS 2.3 com pressao operacional
de 25Ibf/pol?, sob capela de exaustdo. Apds a secagem, por duas horas, em condicdo
ambiente, as folhas foram expostas as lagartas de terceiro instar para alimentagédo em
recipientes iguais ao da criagdo padrao. O confinamento destas lagartas em contato
com o substrato tratado foi de 48 horas, pois a partir deste tempo parte das lagartas
passavam para o estagio de pupa e parte estava morta.

A etapa do ciclo biolégico que corresponde a fase pupal e a manutencéo das
gaiolas de adultos foi semelhante a realizada na criagdo padrao do LBCI.

Os insetos que emergiram da primeira geragcao que teve contato com a bactéria
ja representavam uma proxima geragao, a qual foi chamada de segunda geragédo sob
pressao de selegdo, e assim sucessivamente. Entdo, para cada geragao seguinte
fornecia folhas de couve pulverizadas com a CLsg da linhagem HD-1 (Tabela 1).

A criacdao de P. xylostella sob pressao apresentou um maior numero de
individuos sobreviventes a partir da oitava geragcdo. Assim, da primeira a sétima
geracdo a Clsy de 6x10° esporos/mL foi mantida. A partir da décima, a concentracéo
utilizada foi variavel em fungéo do comportamento e da mortalidade das lagartas. Como
em cada ciclo da criacdo era possivel obter insetos jovens de diferentes idades, foi
pertinente variar as concentragées da bactéria. Para as primeiras lagartas de terceiro
instar oriundas da primeira postura da geracdo forneciam-se folhas com uma
concentragcao mais elevada de esporo-cristal. Entretanto, caso esta concentragdo nao
causasse 100% de mortalidade a mesma seria mantida para a proxima remessa de
lagartas de terceiro instar da mesma geragao. Por outro lado, se a mortalidade fosse
elevada (100%), entdo retornava-se para a CLsy de 6x10° esporos/mL.

A variagao da concentragdo dependia do comportamento da lagarta, porque além
do contato com o substrato tratado com maior concentragao, também observava-se que
as mesmas se alimentavam ou se distanciavam da folha para as extremidades do
recipiente e ali permaneciam até formar a pupa. Mesmo assim, alguma prova foi

realizada no substrato, o qual apresentava pontuag¢des de alimentagéo.
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A concentracao utilizada nas geracdes posteriores a vigésima foi superior a CLgo
determinada junto da CLsp, sendo de 1,5x10” esporos/mL. Na trigésima terceira geragao

foi possivel pulverizar 1,5x108 esporos/mL.

Experimento — Bioensaio para avaliar a biologia e comportamento de P. xylostella

sob pressao de selegdo com B. thuringiensis

A partir da oitava geracédo iniciaram-se os bioensaios com concentragdes mais
elevadas da linhagem HD-1 de B. thuringiensis var. kurstaki, como também com o
isolado T08.024 de B. thuringiensis, e o produto comercial Agree®, que apresenta em
sua constituicdo o Bacillus thuringiensis var. aizawai e também proteina cristal de B.
thuringiensis var. kurstaki.

O preparo da suspensdo esporo/cristal da linhagem padrdo e do isolado foi
semelhante o protocolo descrito no item Criacdo de P. xylostella sob pressao de
selecao a linhagem padrédo HD-1 de B. thuringiensis deste capitulo. As concentragdes
do produto comercial foram as mesmas recomendadas para controle deste inseto em
cultivos de brassicas. Os tratamentos utilizados nas diferentes geracdes de P. xylostella
sob pressao de selecao estdo descritos na Tabela 2.

Para realizacdo dos bioensaios foi utilizado folhas de couve da variedade
Manteiga, pulverizadas com as concentragdes dos respectivos tratamentos. A
pulverizacdo foi realizada com auxilio de uma pistola para pintura, tipo aerdgrafo,
acoplada a um compressor da marca Schulz Modelo MS 2.3 com pressao operacional
de 25Ibf/pol®, sob capela de exaustdo. Apds a secagem, por duas horas, em condicdo
ambiente, as folhas foram expostas as lagartas de terceiro instar em recipientes
plasticos como utilizado na criagao, sendo um total de 100 lagartas/tratamento.

As caracteristicas biolégicas, como mortalidade larval, viabilidade larval e pupal,
duracao larval e pupal, peso de pupas e razdao sexual, foram avaliadas na oitava,
décima, décima segunda, décima terceira e na décima quarta geragdo. Para a décima
quinta, décima sexta, décima sétima, vigésima, vigésima nona, trigésima e trigésima

terceira geragcdo avaliaram-se a mortalidade larval com 72 horas para diferentes
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concentragdes, porque nestas geragbes pode-se observar que a mortalidade variava
entre 10-15% sob a pulverizagédo da presséo de selegado nas respectivas concentragdes
apresentadas na Tabela 2. Para estas geragdes a concentragcédo da linhagem HD-1 que
foi utilizada na pressao de selegdo néo causava mortalidade (Tabela 1).

As concentragdes para determinar a CLsy da populagao suscetivel foram 9x104;
(1,5; 3,0; 4,5, 6,0; 7,5, 9,0x10%, (4,5; 6,0; 9,0x10°% 1,5x10" esporos/mL, e para
trigésima terceira geragdao da populagcao sob pressdo de selegdo foram (0,06; 0,15;
0,15; 0,3; 0,45; 0,6; 0,8; 1,2; 3,0; 4,0; 5,0; 7,00; 8,0 e 9,0) x10® esporos/mL.

Além destes testes para avaliar a pressao de selegcdo, também foi realizado um
experimento com objetivo de avaliar por quantas geragdes a populagcdo poderia
apresentar aspectos de suscetibilidade, que se iniciou a partir da décima quinta, sendo
a geragcao que demonstrou maior numero de sobreviventes. Para constituir a nova
populagdo, um lote de dois mil individuos foi separado da geragao 15. A partir da
primeira geragao desta populacdo as lagartas de segundo-terceiro instar ndo se
alimentavam de folhas tratadas com a bactéria. Em cada geragao realizou-se ensaios
para verificar a mortalidade mediante trés concentra¢des da linhagem HD-1, as quais
foram: 0,0 (testemunha-agua); 9x10” (CL90 para linhagem HD-1) e 3x10® (concentragao
utilizada para teste de patogenicidade) esporos/mL. Estes bioensaios foram conduzidos
com intuito de se observar a suscetibilidade deste inseto, desde o0 momento que o
mesmo seria submetido a uma metodologia de criagdo igual a manutengéo da criagéo
estoque do laboratério.

E importante ressaltar que os bioensaios inicialmente foram em placas de
Petri de 8 cm de diametro, entretanto a mortalidade foi muita alta, quando comparada
com o0s bioensaios conduzidos nos proprios recipientes plasticos usados na criagdo. Em
cada recipiente foi manipulado 100 lagartas para cada concentragao a ser testada de
cada fonte de B. thuringiensis (Figura 1).

Os dados referentes as caracteristicas bioldgicas foram submetidos a analise de
variancia, para posteriormente realizar a comparagao de médias pelo teste de Tukey
com probabilidade de 0,05%, em caso de significancia; posteriormente foram

apresentados em graficos. Para estes dados também se realizou uma analise no
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esquema fatorial, concentra¢des por diferentes geracbes. Ambas as analises foram
realizadas no programa SAS versdao 9.0. Para determinadas concentragbes e
geragdes foi realizada uma analise exploratoria do tipo multivariada de agrupamento e
componentes principais, com objetivo de interpretar a interagdo dos tratamentos em
diferentes geragdes. Os dados de mortalidade referentes aos insetos separados para
analisar a suscetibilidade a partir da geragédo 15 também foram apresentados em
graficos, mediante a analise univariada.

Os dados referentes as concentragdes letais na populagdo suscetivel e na
populacédo sensibilizada por pressdo de selegcao foram submetidos a analise de probit
(FINNEY, 1971) pelo programa computacional Polo PC. Os graficos foram elaborados

por meio do programa SigmaPlot versao 9.

Tabela 1. Inclinagdo (média + erro padrédo) da curva, qui-quadrado (x?), graus-liberdade,
CLso e probabilidade da curva concentragdo-mortalidade larval de Plutella xylostella

para linhagem padrao de Bacillus thuringiensis.

Inclinacao ) CLso
Tratamento (+EP) X GL (IC 95%) P
Linhagem - HD-1  2,62+03331 189" 7 6X10° 65
620, ! (0,098-0,27) &

'CLso — esporos/mL. IC= intervalo de confianga; P= probabilidade



Tabela 2. Tratamentos com Bacillus thuringiensis utilizados nos bioensaios nas
diferentes geragdes de Plutella xylostella sob pressao de selegao.

OITAVA GERACAO

Tratamentos

Concentragoes
(esporo-cristal/mL)

HD-1

3x10°

6x10°

6x10°
2,7x10’

TO8.024

3x10°
6x10°
6x10°

Agree

3x10°

6x10°

6x10°
2,7x10’

DECIMA GERACAO

HD-1

3x10°

6x10°

6x10°
2,7x10’

T0O8.024

3x10°
6x10°

6x10°
2,7x10’

Agree

3x10°

6x10°

6x10°
2,7x10"
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Continuacéao...

DECIMA SEGUNDA GERAGCAO

Concentracoes
Tratamento .
(esporo-cristal/mL)
3x10°
HD-1, TO8.024 e Agree s
6x10
2,7x10’

DECIMA TERCEIRA GERAGAO

HD-1, TO8.024 e Agree 2,7x107
DECIMA QUARTA GERAGAO
HD-1 3x10°
2,7x10"
TO8.024 e Agree 2.7x107
DECIMA QUINTA GERACAO
HD-1 3X108
2,7x10’
DECIMA SETIMA GERACAO
HD-1 3X108
4,5x10"
TO8.024 4,5x10"
Agree 2,7x10’
VIGESIMA GERACAO
HD-1 3X108
4,5x10’
TO8.024 e Agree 4.5x107
Agree 277)(107
VIGESIMA NONA GERACAO
HD-1 3x10°E 9x10
TRIGESIMA GERACAO
HD-1

3x10°

TRIGESIMA TERCEIRA E TRIGESIMA QUARTA GERAGCAO

HD-1 3X108
1,5X10°
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Figura 1. Recipientes para acondicionar a couve tratada para alimentacédo das
lagartas de Plutella xylostella da populagdo com presséo de seleg¢ao da linhagem
HD-1 de Bacillus thuringiensis. A e B) Lagartas mortas (100%) em Placas de
Petri com discos de couve tratados T08.024 na concentracdo de
3x102 esporos/mL; C e D) Recipientes plastico com folhas de couve tratadas com
concentracdo de 3x10® esporos/mL, demonstrando que n&o houve mortalidade
de 100% das lagartas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade observada para a concentracdo de 3x10%® esporos/mL foi
semelhante nas geragodes 8, 10, 11, 12 14, 15, 16, 17, 17 e 20, diferenciando da 29,
que proporcionou mortalidade média de 47%. Esta mortalidade também diferiu da
testemunha, que apresentou mortalidade natural igual a zero (Tabela 3). Fato este
observado na maioria das geragdes em que a pulverizagédo foi agua com espalhante
adesivo, constituindo as testemunhas. A geracdo 20 como testemunha apresentou
mortalidade média de 46,80%, diferindo das demais testemunhas como também do
tratamento pulverizado com bactéria (Tabela 3), sendo que esta mortalidade € atribuida
a condigcao de estresse dos insetos sob selecao.

A analise fatorial (Tabela 3) realizada entre as geragdes e as concentragdes 0,0
e 3x10® esporos/mL mostraram claramente que as geragdes da populagéo sob pressao
de selegdo com B. thuringiensis apresentaram mortalidade baixa ao ser comparada
com o tratamento com a concentracdo 3x10° esporos/mL. Com esta andlise foi
possivel visualizar que o inseto apresentava condi¢cdes de sobrevivéncia diferenciada
entre as geragbes, independente da testemunha ndo receber pulverizagcdo com a
bactéria, a qual foi composta por lagartas oriundas de uma geracéo que havia sido
tratada com o B. thuringiensis, ou seja, estas lagartas provavelmente nao s&o
totalmente isentas da bactéria quando se compara com populagdo totalmente
suscetivel. No geral, a mortalidade foi reduzida em relacdo a oitava geracéo,
principalmente para a concentracdo de 3x10® esporos/mL, o que pode ser explicado
pela condigéo biolégica do inseto que esta sob uma determinada selegao genética por
varios ciclos de vida (Tabela 3). E importante ressaltar que a analise fatorial foi
realizada apenas com estas duas concentracdes, uma vez que as concentracdes
relacionadas no material e métodos nédo foram testadas na maioria das geracoes,
devido ao comportamento dos insetos. Nas concentrages abaixo de 3x10® esporos/mL
nao se observava efeito negativo, sendo que os mesmos apresentavam aspecto visual
e comportamental semelhante ao da criagdo com presséo de sele¢cado. No entanto, para

as caracteristicas biologicas avaliou-se uma série de concentragdes, as quais nao
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foram as mesmas entre as geragcbes devido ao comportamento dos insetos; em
concentragao muito baixa, em determinada geracao, ndo se observava efeito negativo,
sendo que 0s mesmos apresentavam aspecto visual e comportamental semelhante aos

da criagao sob pressao de selegao.

Tabela 3. Mortalidade (%) de lagartas de Plutella xylostella sob pressao de selegdo a linhagem padréao

HD-1 de Bacillus thuringiensis em esquema fatorial 2x2 (geragées do inseto x concentracdes).

Concentragdes Geragoes de Plutella xylostella sob pressao de selegao a bactéria Bacillus thuringiensis
(esporos/mL)
8 10 1 12 14 15 16 17 20 29
0,00’ 16,66Ab 21,66Ab  0,00Ab 10,40Ab 1,40Ab  27,40Ab 18,40Ab 13,40Ab 46,80Aa  0,00Ab
3x10° 50,00Ba 80,00Ba 66,00Ba 100,00Ba 82,10Ba 64,20Ba 56,00Aa 66,40Ba 61,00Ba 47,00Bb

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

1-Testemunha= agua com espalhante adesivo.

Os parametros peso pupal, duragao larval, viabilidade e duragdo pupal foram
submetidos & analise fatorial, interagindo a concentracdo de 3x10° esporos/mL com a
testemunha (agua com espalhante) (Tabela 4). Nesta analise pode observar que a
duracgao larval foi muito influenciada pelos tratamentos, pois 0 maior periodo ocorreu
com lagartas da geracao 8 (9,75 dias) diferindo-se das geragdes 10, 11, e 12. Ao ser
comparado com a testemunha da mesma geragdo, também se observou diferenca
significativa, com uma menor duragao (7,58 dias) (Tabela 4). Dentro das gerac¢des para
o tratamento sem esporos/mL, verificou-se que a geracao 14 apresentou maior periodo
larval (9,12 dias). Entretanto, as lagartas que tiveram maior duragéo nédo apresentaram
maior peso pupal, porque permaneceram em contato com o substrato alimentar tratado
com bactéria, porem, ndo consumiram para acumular massa corpérea na fase de pupa
(Figura 2).

A analise de componentes principais proporcionou uma visdao ampla do
comportamento das caracteristicas biolégicas em relagdo a este dois tratamentos. Por
esta analise, a duragéo larval da oitava geragdo, que foi uma das maiores para a

concentragdo de 3x10® esporos/mL, ficou no extremo do quadrante direito do grafico,
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distanciando-se totalmente das demais caracteristicas bioldgicas. Este mesmo
tratamento apresentou peso pupal reduzido (4,0 mg), fato este observado para geracao
14, em que o peso foi em média de 3,6 mg. Provavelmente, neste tratamento as
lagartas ndo se alimentaram o necessario para acumular reservas nutritivas para a fase
de pupa (Figura 2). As outras caracteristicas bioldgicas, como a viabilidade, peso e
duracdo pupal, viabilidade larval e a razdo sexual, apresentaram comportamento
semelhante em relacdo aos tratamentos, se posicionando no lado oposto ao da duracao
larval, parametro este que mais foi afetado. Apenas, para enfatizar, os numeros 1, 3, 5
e 7 se referem a testemunha e, em especial 0 5, esta muito proximo do vetor peso
pupal, sendo este tratamento a geragcédo 11 testemunha com média de peso pupal 6,11

mg, valor muito maior ao apresentado pela geragdes 8 e 14 (Figura 2).

Tabela 4. Médias das caracteristicas biologicas de lagartas de Plutella xylostella sob
presséo de selecdo a linhagem padréao HD-1 de Bacillus thuringiensis em esquema
fatorial 2x2 (geragdes do inseto x concentragoes).

Geragoes de Plutella xylostella sob pressao de selegdo a bactéria Bacillus

Concentragoes L
(esporos/mL) thuringiensis
8 10 11 12 14
Peso pupal (mg)
0,00 4,75Aa 4,93Aa 6,108Aa 5,8Aa 5,14Aa
3x10° 3,45Aa 5,46Aa 5,14Aa 0,00Bb 3,66Aa
Duracgao larval (dias)
0,00 7,58Ab 8,30Ab 8,00Ab 8,00Ab 9,12Aa
3X10° 9,75Ba 8,25Ab 8,00Ab 0,00Bc 8,94Aa
Viabilidade pupal (%)
0,00 81,77a 92,45a 91,11a 85,12a 86,40°
3X10° 37,50a 100,00b 83,34ab 0,00c 55,80°
Duragéao pupal (dias)
0,00 3,60Aa 3,25Aa 4,03Aa 3,57Aa 3,20Aa
3X10° 3,90Aad 3,38Aad 4,00Ad 0,00Bc 3,20Aa

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
n=100 (numero total de insetos para cada tratamento).
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A analise exploratoria do tipo componentes principais foi uma ferramenta
fundamental para mostrar como os aspectos biolégicos das geragdes sob pressao de
selecao se interagiram. Esta interacdo elucida a hipétese de que esta populacéo,
provavelmente, tenha alguma alteragéo fisioldgica, condicao relatada nos trabalhos
realizados por LEE et al. (1995).

O dendrograma, resultado da analise de agrupamento, relacionou outras
concentragdes nas diferentes geragdes, a partir do parametro mortalidade larval, com
base nos dados da Tabela 5 (Figura 3). Esta analise também foi usada como
ferramenta para demonstrar a variagdo que ocorre na biologia do inseto em diferentes
geragdes e quando sdo expostas as concentragdes variadas, inclusive variando o perfil
génico do B. thuringiensis. O isolado TO8, nas duas concentragdes, ficou no grupo trés
juntamente com a concentracdo de 9x10” esporos/mL da linhagem HD-1 (Figura 3).
Este grupo manteve-se a maior distancia euclidiana do grupo um, onde se encontram a
testemunha e o tratamento com concentragdo 2,7x10” esporos/mL da linhagem HD-1
(Figura 3). O isolado TO8 apresentou um potencial inseticida muito variado o que pode
esta diretamente relacionado com a expressao dos genes responsaveis pela sintese
das mesmas proteinas da linhagem HD-1 (VIANA et al., 2009). Dessa forma esta
complexidade génica pode estar relacionada com o comportamento de mortalidade
entre as geragbes. Este grupo reuniu os tratamentos ao longo das gerag¢des que
apresentaram perfil de mortalidade semelhante, ou seja, seriam iguais em analise
univariada (Figura 3).

O grupo 2 reuniu ndo somente concentragdes da linhagem HD-1como também
do produto comercial Agree®, sendo que o comportamento de mortalidade entre as
geragdes foi muito semelhante, apresentando como média geral 76,00% (Tabela 5).
Sao tratamentos diferentes com concentragbes variadas, porém, o perfil de mortalidade
ocasionado por eles nas geracgdes foi muito proximo, sendo alta a mortalidade nas
primeiras geragcdes com reducdo significativa nas ultimas, devido elas apresentarem
biologia alterada pelas sucessivas pulverizagcdes para se efetivar a pressdo de selegao

refletida nos tratamentos de cada grupo (Figura 3).
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O importante deste dendrograma é observar que o comportamento da
mortalidade foi o fator responsavel pelas distancias euclidianas, refletindo as alteragbes
biolégicas e comportamentais de cada geracao da P. xylostella sob pressao de selecao
com B. thuringiensis, e que esta selecdao ndo ocorre de forma logaritima ou em
progressao geomeétrica, respondendo o inseto diferenciadamente as pressdes (Tabela
5). Além de estar sob constante pulverizacdo da bactéria, os individuos também estéo
expostos as variagdes climaticas, uma vez que, mesmo em ambiente de laboratério,
com o maximo de controle, ha influéncia da condicdo externa; outro fator que também
influencia € a manipulagdo da populacédo, pois insetos tratados sido “doentes”, ou

melhor, “sensiveis” em relagéo a populagao suscetivel (Figura 3).
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Tabela 5. Média de mortalidade (%) de lagartas de Plutella xylostella em diferentes geragoes
com pressdo de sele¢do da linhagem padrao HD-1 de Bacillus thuringiensis, quando

alimentadas com folhas de couve tratadas com as diferentes concentra¢des da bactéria.

Concentracao Média
8 10 12 13 14 15 16 17 20 29 30 33

(esporos/mL) (%)

16,67 21,66 1040 11,80 15,00 27,40 1840 13,40 46,80 5,00 5,00 4,00 16,30
Cco

60,00 58,33 100,00 98,00 82,16 64,20 56,00 66,40 61,00 47,00 45,00 51,00 65,76
HD1CL1

48,67 36,67 26,00 24,20 62,40 8,20 7,00 6,00 7,00 5,00 5,60 1090 20,64
HD1CL4

100,00 100,00 100,00 100,00 78,00 76,00 80,00 70,00 67,60 60,00 55,00 48,00 77,88
HD1CL7

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 87,00 79,00 63,00 46,00 10,20 16,00 8,00 67,43
HD1CLS8

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 97,00 95,00 82,33 86,45 12,60 89,45
HD1CL9

84,67 33,33 100,00 66,67 65,00 43,56 45,00 31,00 24,56 17,80 15,00 17,00 45,30
TOS8CL2

100,00 100,00 100,00 100,00 86,00 62,00 17,40 29,80 62,40 38,00 23,34 14,00 61,08
TOSCLS

100,00 20,00 100,00 44,00 68,90 49,00 56,00 69,40 94,00 84,00 62,67 56,00 67,00
WCL4

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 93,00 62,00 72,00 60,00 58,90 62,33 51,10 79,84
WCL6

*Legenda: C_0= testemunha com &gua mais espalhante adesivo; HD1CL 1= 3x10°%, HD1CL 4=2,7x10’, HD1CL
7=4,5x10", HD1CL 8=9x10" e HD1CL 9=1,5x10° esporos/mL, T08.024CL2=6X10°, T08.024CL5=7X10’,
WCL4=4,5x10", WCL6=9X10. T08.024=Isolado de B. thuringiensis, HD1=Linhagem padrdo de B. thuringiensis,

W= produto comercial Agree®.
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As caracteristicas bioldgicas foram submetidas a analise univariada para cada
geragao, onde os tratamentos foram as diferentes concentracées do isolado T08.024,
da linhagem HD-1 e do produto comercial Agree®. E importante ressaltar que estes
parametros foram avaliados para as geragdes 8, 10, 12, 13 e 14. De modo geral a
viabilidade larval das geragdes 8, 10, 12 e 14 foi influenciada pelas concentragcbes das
diferentes fontes de B. thuringiensis (Figura 4, 5, 6, 7 e 8). Entretanto, a geragédo 8 nao
apresentou diferenca para as concentragdes 2,7x10”; 6x10° e 3x10° esporos/mL de HD-
1, proporcionando o mesmo numero de lagartas vivas até a formacao de pupas (Figura
4). Entretanto, nas demais geragdes a viabilidade larval para concentracdo de 3x10°
esporos/mL foi reduzida em relagéo a geracao 8 (Figuras 8, 9 e 10). Na geragao 10 a
concentragdo de 6,7x102 esporos/mL proporcionou viabilidade larval proxima de 40%,
sendo esta concentragdo relativamente alta para linhagem HD-1 como a utilizada no
produto comercial Dipel® Figura 5). Assim, a sobrevivéncia elevada para esta
concentracao provavelmente é resposta da selegao de individuos com caracteristica de
resisténcia na populagdo com 10 geracdes de pressao de selegdo. Inclusive nesta
geragao este parametro foi significativamente igual entre a testemunha e as
concentragdes 2,7x107, 6x10° e 3x10® esporos/mL da linhagem HD-1 (Figura 5).

As concentracdes 2,7x10’e 6x10® esporos/mL de Agree® para viabilidade larval
na geracao 10 foram semelhantes a testemunha (Figura 5). Na composigéo do produto
existem proteinas que também compdem a linhagem HD-1, podendo a similaridade
estar relacionada com a sensibilidade dos insetos a tais proteinas; a variedade aizawai
pode ocasionar a morte das lagartas de forma diferenciada, uma vez que apresenta
proteinas com diferentes sitios de acao no instestino médio dos insetos. No entanto, os
individuos desta populagcdo estdo demonstrando que suporta este modo de acao, da
mesma forma que responde aos tratamentos com a linhagem HD (Figura 5).

A viabilidade para geragdo 12 foi igual entre testemunha e linhagem HD-1,
também houve semelhanga entre o isolado T08.024 e a var. aizawai (Figura 6);
apresentando perfis genéticos bem variados. A concentracdo de 3x10® esporos/mL
proporcionou menos de 50% de viabilidade larval, como ilustrado na Figura 8-C,

entretanto, a mortalidade da testemunha foi proxima de 100%, o que leva a concluir que
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esta geracdo apresentou maior suscetibilidade a este tratamento. Na concentragao de
2,7x10” esporos/mL que foi utilizada na pulverizagdo para se obter a pressdo de
selecao desta geracao, também ocasionou menos de 20% de lagartas vivas (Figura 6).
Este fato € fundamental para relatar como o comportamento do inseto € variavel em
relagdo a cada geragado, pois como comentado para a geragdo anterior, apresentou
altos valores de viabilidade para estas concentragdes. Dessa forma a sensibilidade
desta populagdo pode ser considerada particular de cada geracao, pelo menos até a
geragao 14, a qual apresentou maior porcentagem de lagartas vivas para concentracao

de 3x10® esporos/mL (Figura 7).
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geragao de Plutella xylostella com pressao de selegdo da linhagem
HD-1de Bacillus thuringiensis expostas a diferentes concentragdes
desta bactéria. TEST= lagartas da populagdo sob selecdo de
resisténcia que se alimentaram de folhas de couve nao pulverizadas
com a bactéria; HD-1= linhagem padréo de B. thuringiensisi; T0O8=
isolado desta bactéria, Aizawai= produto comercial Agree®.
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Figura 7. Viabilidade larval (+tEP) de lagartas da décima quarta geragcéo de
Plutella xylostella sob pressdao de selecdo a linhagem HD-1de Bacillus
thuringiensis expostas a diferentes concentracdes desta bactéria. TEST=
lagartas da populacéo sob selecao de resisténcia que alimentaram-se de folhas
de couve nao pulverizadas com a bactéria; HD-1= linhagem padréo de B.
thuringiensis; T08= isolado desta bactéria, Aizawai= produto comercial Agree®.
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A testemunha da geragédo 11 apresentou mortalidade zero para a concentragao
de 3x10® esporos/mL, o que ndo ocorreu para a testemunha composta por lagartas
suscetiveis da criacdo estoque do laboratério, como esta ilustrado na Figura 8. As
lagartas apresentaram um aspecto verde claro brilhante, como se nao fossem oriundas
de geragdes anteriores tratadas com a bactéria, as quais estao representadas de forma
ilustrativa na Figura 8-E. Estas constatacdes também sdo observadas para os
tratamentos com isolado T08, o Agree® e com a linhagem padrdo HD-1, que além de
proporcionarem maior numero de lagartas vivas apos se alimentarem dos referidos
tratamentos, foi possivel observar a formacao de pupas. Este resultado esta ilustrado
na Figura 9.



Figura 8. Imagens ilustrativas da comparagcdo do bioensaio com lagartas da
populacao suscetivel apds se alimentarem de folhas tratadas com a concentragéo
de 3,0x10® esporos/mL (A, B e C) e com lagartas com onze geragdes de pressao
de selegao com a linhagem HD-1 de Bacillus thuringiensis (D e E). As imagens A e
D referem-se ao tratamento que esta apresentado nas demais imagens.
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Figura 9. Imagens ilustrativas de lagartas de Plutella xylostella com onze
geragdes de pressdo de selecdo com a linhagem HD-1 de Bacillus
thuringiensis alimentadas com folhas de couve tratadas com diferentes
concentragdes de B. thuringiensis. Tratamentos TO8 = isolado de B.
thuringiensis na concentracdo de 6x0°, Agree®= produto comercial a base de
Bacillus thuringiensis var. aizawai na concentragao de 3x0° esporos/mL, HD-1
= linhagem padrao de B. thuringiensis concentragéo de 3x0% esporos/mL.
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Os bioensaios com intuito de observar a suscetibilidade da populacdo composta
por insetos oriundos da geragado 15 demonstraram que o perfil de suscetibilidade pode
ser observado mais rapidamente que a caracteristica de resisténcia, pois com seis
geragbes a populagdo denominada como suscetivel, a partir da sensibilizagdo pela
pressao de selegao, apresentou um perfil de suscetibilidade total aos tratamentos com
B. thuringiensis var. kurstaki (linhagem padrao HD-1) como ilustrado na Figura 10. As
imagens referentes aos bioensaios mostraram claramente como as lagartas variaram o
aspecto visual entre as geracdes mediante a concentracdo 3x10® esporos/mL, sendo
que a geracao 3 e 4 apresentaram grande numero de pupas (Figura 10-A). Entretanto
na geracao 6 a mortalidade foi de 100%, tal fato esta ilustrado pela Figura 10-C, onde
mostra as lagartas mortas e o tecido vegetal das folhas praticamente sem danos
causados pela alimentac&o. Bioensaios foram conduzidos até a nona geracéo, porém
sempre com mortalidade de 100%, para as concentragbes testadas, inviabilizando a
manutencdo da populagdo, porque a mesma apresentava-se altamente suscetivel,

igualando-se a populagéo estoque do laboratorio.

Figura 10. Imagens ilustrativas de lagartas de Plutella xylostella em
condicbes de suscetibilidade a partir da décima quinta geragdo sob
pressdao de selecdo, as quais se alimentavam de folhas tratadas com
concentracdo de 3,0x10® esporos/mL da linhagem HD-1 de Bacillus
thuringiensis. A) geragao 3 de suscetibilidade; B) geracdo 4 de
suscetibilidade; C) geracao 6 de suscetibilidade.
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A vigésima geragao apos sucessivas aplicagdes de B. thuringiensis apresentou
indicios de resisténcia, devido a redugdo na mortalidade. Dessa forma, ha
possibilidade de uma variagdo no organismo do inseto, haja vista, que sob frequente
pressao de selecdo, expde o individuo a constantes mudangas, o que pode vir a
caracterizar uma resisténcia a agdo entomopatogénica desta bactéria (Figura 11).

Dessa forma, as geragbes estudadas apresentaram perfil variado quanto aos
tratamentos com a bactéria B. thuringiensis (Figura 11); provavelmente esta variagéo
pode estar associada a um complexo de fatores, como: condi¢cdo biolégica de cada
individuo da populagdo em cada geragcédo, em que no momento da cépula pode ser
transferida a informacdo genética responsavel pela caracteristica de menor
suscetibilidade a agao da bactéria.

A porcentagem de mortalidade depende muito da condigcdo em que o inseto se
encontra, pois na geragao 11 ocorreu alta viabilidade larval, e na geragao 12 foi o
oposto; outro fator também comentado, o manuseio da populacdo associado as
variagdes que ocorrem na temperatura e umidade, que existe, apesar do controle em
laboratério o inseto demonstra por meio de variagbes no ciclo bioldégico as variagdes
externas; também se pode considerar um fator, ou melhor, talvez seja o mais
questionado, a suspensdo esporo mais cristal da linhagem HD-1, que cada vez que é
preparada pode conter enzimas, proteinas, residuos de meio e outras fontes que
podem influenciar a pressédo e na suscetibilidade de cada geracéo; os tratamentos
utilizados nas diferentes concentragdes também apresentam perfil génico
extremamente variado.

Assim, sdo varios fatores que podem influenciar o padrao de resisténcia, ou seja,
a sensibilidade do inseto a suspensdo bacteriana, pois com base nestes dados
biolégicos ndo se tem uma comprovagao real do parametro resisténcia. Entretanto,
pode estd ocorrendo uma pressdao de selecdo nesta populagcdo a partir do

comportamento da mortalidade desde a primeira geragao até a geracao 33 (Figura 11).
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Figura 11. Médias de mortalidade de lagartas de geragoes de Plutella xylostella
sob pressdo de selecdo a linhagem HD-1 de Bacillus thuringiensis expostas a
diferentes tratamentos: TEST= lagartas da populagdo suscetivel; TEST S/Bt=
lagartas da populagdo sob selegao de resisténcia; HD-1= linhagem padrao de B.
thuringiensis var kurstaki; TO8= isolado desta bactéria. Tratamentos com HD-1 e
T08 foram com a concentracdo de 3x10® esporos/mL.
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A geracao 33 foi utilizada como padrao para realizar o calculo estimativa da CLsg
pelo programa probit e também para a populacéo suscetivel do laboratério (a estoque),
para comparar quantas vezes a populagcdo sob pressdo de selecdo apresenta
resisténcia em relacdo a estoque. A concentracdo que causa 100% de mortalidade da
suscetivel é de 1,5x108 esporos/mL (Tabela 5 e Figuras 12, 13 e 14). A concentragdo
letal determinada na geragao 33 proporcionou uma razao de resisténcia de 250 vezes,
ou seja, a razao entre a CLsp da resistente nesta geragao pela ClLsy da suscetivel
demonstrou que a populacdo possivelmente esta 250 vezes mais sensibilizada quanto
a resisténcia a linhagem HD-1 (Figuras 12, 13 e 14).

A partir desta geracdo se faz necessario a andlise molecular dos insetos,
inclusive analise da membrana do trato intestinal por meio da técnica BBMV (“Brush
Border Membrane Vesicles”), para comprovar as variagdes nos sitios receptores do
epitélio intestinal. Por outro lado, é importante fazer analise da suspensao utilizada nas
pulverizacdes da pressao de selegcdo, com a finalidade de se conhecer um pouco mais
das substancias envolvidas no processo de selegcdo. Sendo assim, ensaios de campo
diante das condic¢des climaticas reais e estudos com outros isolados e também produtos
a base de entomopatégenos para constatar a resposta destes insetos a outros fatores
sao fundamentais para embasar ainda mais a discussao deste trabalho. Inclusive fazer
pesquisa com retro cruzamentos e observar o padrédo da resisténcia em geragdes
futuras.

Estudar a origem da resisténcia dos insetos, no caso especifico da P. xylostella,
que apresenta com facilidade individuos com esta caracteristica em diferentes cultivos
do mundo, tem sido alvo de diversos grupos de pesquisadores. Alguns defendem
mecanismo de resisténcia do tipo cruzada e recessiva (refere-se aos alelos dos genes
envolvidos). Outros questionam e estudam a possibilidade de ocorréncia da
modificagdo da toxina junto ao gene receptor no trato digestivo do inseto. Estas
condi¢cdes foram exploradas por trabalhos para proteina Cry1A, onde a resisténcia do
inseto pode ocorrer em niveis altos e de forma recessiva, tanto para uma como para
varias formas da toxina. Porém, a resisténcia cruzada para toxina Cry1C em relagao ao

receptor da toxina Cry1A na membrana do intestino do corpo do inseto pode nao



61

acontecer, ou se ocorrer, sera muito pequena. Contudo, esta afirmacao foi
diagnosticada em populagdes do Hawai, USA, e para dois paises asiaticos, em que é
comum o “lécus”, ou seja, o receptor no trato digestivo do inseto € igual para estas duas
proteinas (TABASHNIK et al.,, 1998; ZHAO et al.,, 2003; BAXTER et al., 2005).
Entretanto, como a resisténcia a toxina Cry1Ac ainda € muito questionada devido aos
mecanismos de acado, ha autores que defendem outro fator que pode influenciar o
mecanismo de resisténcia a esta toxina, a modificacdo da proteina encontrada nos
genes receptores (BAXTER et al., 2008).

Portanto, da mesma forma que a resisténcia é dificil de ser selecionada em
laboratério, também €& extremamente complexo os estudos para diagnosticar a
procedéncia genética da mesma. Como ja foi relatado, varios fatores estdo envolvidos
nesta complexidade, por exemplo, o0 modo de ag&do das toxinas, sendo que algumas
hipéteses podem ser consideradas, como a mudanca na conformacao dos receptores,
pH intestinal menos alcalino impedindo a solubilizacdo do cristal, proteases intestinais
incapazes de digerir ou ativar as d-endotoxinas ou entdo muito eficazes, que poderiam
digerir totalmente a protoxina, e também a hipersensibilidade dos individuos-alvo
(MONNERAT & BRAVO, 2000).

Assim, o estudo da pressdo de selecdo de lagartas de P. xylostella em
laboratério sob acdo da linhagem HD-1 de B. thuringiensis constituiu um passo
fundamental para agilizar resultados moleculares dos mecanismos de resisténcia, no
sentido de elaborar taticas de controle que possam variar as toxinas desta bactéria que
nao apresentem o mesmo mecanismo de agdo. Uma vez que, estudos desta natureza
a partir de insetos com caracteristica de resisténcia oriundos de plantios comerciais em
que se praticam indiscriminadamente as taticas de controle podem constituir um passo
mais longo, ou seja, influenciar no tempo para as respostas moleculares. Pois ao
coletar insetos com esta caracteristica e em quantidade para multiplicar em laboratério
também representa outro fator limitante. Por isso que desenvolver metodologias em
laboratério para pressdo de selecdo de determinado inseto torna-se essencial em

estudos de manejo de resisténcia de insetos. Dessa forma esta pesquisa proporcionou
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bases metodoldgicas para estudos com outros insetos que apresentam problemas de

resisténcia em campo.

Tabela 5. Valores da inclinagdo (média + erro padrdo) da curva, qui-quadrado (x%), graus-
liberdade (GL), CLs, € probabilidade da curva concentragao-mortalidade (P) larval de Pluetlla
xylostella suscetivel e P. xylostella com 33 geragdes sob pressdo de selecdo a linhagem

padrao HD-1 de Bacillus thuringiensis.

Inclinagao 2 'CLso C
TRATAMENTO (+EP) X GL (IC 95%) P )

“rep 2 ns 7X10°
SUSCETIVEL 1,1717 +0,1185 2,46 6 (0,001-0,1700) 061 s
RESISTENTE?® 1,07 £0,9906 821" 8 1,2X108 059 °
(0,031-0,40) -

RAZAO DE RESISTENCIA

250x e
(CL50g/CL50s s

poros/mL, ns — ndo significativo; ? = lagartas suscetiveis e ® = lagartas resistentes, ou seja,

sob presséo de selecdo com B. thuringiensis por 33 geragoes.
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Figura 12. Curva de concentracdo-resposta da linhagem HD-1 de Bacillus

thuringiensis var. kurstaki para lagartas suscetiveis de Plutella xylostella.
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CAPITULO 4 - Efeito da radiagdo ultravioleta sobre Bacillus thuringiensis em
condig¢oes de laboratério e campo

INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis Berliner € uma bactéria com eficiéncia de controle
comprovada para pragas de diferentes ordens; entretanto, tem sido relatado selegao de
populagdes resistentes em todo o mundo, principalmente para a traga-das-cruciferas,
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), observado por PEREZ & SHELTON
(1997), WRIGHT et al. (1997) em populagdes nos USA (Florida, Hawaii e New York),
América Central (Costa Rica, Guatemala, Honduras e Nicaragua) e Asia (Japao,
Malasia). No Brasil, CASTELO BRANCO et al. (2003) observaram resisténcia da praga
em populacdes provenientes de ambientes em que se usava o B. thuringiensis como
meétodo de controle, e também para regides onde nao se aplicava de forma continua
esse bioinseticida.

O critério que tem se buscado no manejo da resisténcia para os diferentes
insetos-praga que apresentam com facilidade esta variagado genética, € o controle com
formulagcdes a base de B. thuringiensis associado a outras taticas de controle
(MAXWELL et al., 2006). Entretanto, o uso destas formulagdes pode ficar comprometido
pela acdo da luz solar, em especial da radiacdo ultravioleta (UV) do espectro. A
persisténcia dos produtos microbianos no campo é altamente influenciada por este fator
abidtico. Esta radiagao atua sobre os acidos nucléicos dos organismos, alterando-os ou
mesmo inativando-os, impedindo o processo de multiplicagdo do patdgeno, alterando a
eficiéncia de controle (ALVES & LECUONA, 1998).

A radiacao pode atuar de forma estimulante, neutra ou prejudicial aos patdégenos.
A influéncia é relativa, dependendo do microrganismo envolvido, da fase de
desenvolvimento, da natureza e quantidade de radiacdo a qual é exposto. B.
thuringiensis apresenta, em ordem decrescente, maior estabilidade a exposi¢ao quando
comparado com alguns fungos e virus (ALVES & LECUONA, 1998).
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Os microrganismos esporulantes sao mais resistentes ao efeito deletério dos
raios UV, assim como os fungos produtores de conidios. Estes microrganismos
apresentam em sua constituicdo genes com a capacidade de sintetizar substancias que
lhes conferem esta resisténcia. Na maioria das vezes a substéncia envolvida é a
melanina (CHEN et al., 2004).

A espécie B. thuringiensis var. dendrolimus tem a capacidade de produzir esta
substancia, entretanto, tal caracteristica ndo esta em todas as espécies, ou ainda nao
foi identificado a expressao pelas linhagens utilizadas nos produtos bioldgicos (CHEN et
al., 2004). Uma das maiores preocupacgdes no processo de formulagédo € definir qual o
fotoprotetor adequado, que ndo causa influéncia sobre a patogenicidade do agente,
uma vez que o microrganismo n&o tem como escapar da incidéncia dos raios sobre a
folhagem do vegetal. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
radiagao ultravioleta sobre o isolado T08.024 de B. thuringiensis associado ao controle
da traca-das-cruciferas, uma vez que este isolado apresentou potencial de controle
para P.xylostella no trabalho realizado por VIANA et al. (2009).
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia e Criacdo de Insetos
(LBCI), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da FCAV-Unesp, em sala
climatizada a 25+1°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas. O isolado
T08.024 foi proveniente do estoque do Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA), da mesma instituicdo. Os insetos utilizados foram da
criacdo do LBCI.

Para o preparo da suspensao esporo/cristal, o isolado foi cultivado em placas de
Petri com meio de cultura Agar-Nutriente “NA” (extrato de carne 3g/L, peptona
bacteriolégica 5g/L e Agar 15g/L) e incubados a 30°C, durante 5 dias. Apds este
periodo, o conteudo bacteriano foi transferido, com auxilio de alga de platina, para tubo
Falcon contendo 10 mL de agua Milli-Q autoclavada e 0,05% de Tweem 20°
(espalhante adesivo). A suspensdo obtida foi homogeneizada em aparelho do tipo
Vértex e a partir desta foram feitas duas suspensdes seriadas, sendo a primeira 10" e a
segunda 102 A suspensdo seriada 10 foi utilizada para contagem de esporos em
camara de NeuBauer para posterior padronizacdo da concentragdo 2,7x10° esporos/mL
a ser utilizada no bioensaio.

Apds o preparo da suspensao trabalho, realizou-se a pulverizagao sobre discos
foliares, sendo 5 discos de couve com didmetro de 8 cm por tratamento, os quais foram
representados pelos diferentes periodos de exposicdo a radiagdo ultravioleta. Foi
pulverizado um volume de 0,5 mL da suspensao trabalho por face do disco e esta foi
realizada com auxilio de uma pistola para pintura, tipo aerografo, acoplada a um
compressor da marca Schulz Modelo MS 2.3, com presséo operacional de 25Ibf/pol?,
sob capela de exaustdo. Também realizou-se uma pulverizagdo com agua mais
espalhante adesivo (Tween® 20) como testemunha. Apds a secagem sobre bancada,
por 30 minutos a 25°C, os discos foram colocados sobre algoddo umedecido com agua
destilada para evitar o ressecamento do tecido vegetal (Figura 1) e sob a radiagéo
ultravioleta emitida pela lampada da marca Spectroline® que emite ondas de 290 a 390

nm, ou seja, UVA (Ultravioleta de alta intensidade) a UVB (Ultravioleta de baixa
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intensidade). O comprimento de ondas de 390 nm faz com que a lampada emita uma
intensidade de 192 e 490 pwats/cm? em 30 e 14 cm de distancia vertical,
respectivamente (Figura 2). O outro comprimento de ondas, 290 nm, permite a emissao
de 14 e 32 pwats/cm? para as mesmas alturas em sequéncia (Figura 2). Os periodos de
exposigcao a radiagao foram de 15, 30, 45, 60, 120, 240, 360, 480, 600 e 720 minutos,
sob duas distancias verticais, 30 e 14 cm. Também foi realizado uma exposi¢ao de 720
min para disco ndo pulverizado com bactéria e uma outra sem exposicao a radiacao,
porém tratado ou ndao com bactéria. Ao término de cada periodo, os discos foram
acondicionados em placas de Petri, sobre papel filtro umedecido com agua destilada.
Sobre cada disco foliar colocaram-se 12 lagartas de P. xylostella de segundo-terceiro
instares para alimentagado. A primeira avaliacdo de mortalidade larval foi com 24 horas,
devido ao modo de acao da bactéria, e as demais diariamente até a formacao de
pupas.

O experimento de laboratério foi composto por 20 tratamentos, sendo os
periodos de exposi¢cdo nas diferentes alturas e comprimentos de ondas. Para cada

tratamento utilizou-se 12 lagartas de P. xylostella.
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O experimento de campo foi realizado em plantas de couve (variedade manteiga)
e em repolho roxo (Red Jewel da Sacala). A suspensao foi preparada da mesma forma
como citada anteriormente para os bioensaios de laboratério, assim como a CLsy usada
(2,7x10° esporos/mL). A aplicagdo (10 mL/folha) foi realizada com um pulverizador com
capacidade de 5 litros da marca Guarani, sendo bico cdnico com jato direcionado sobre
as folhas da planta. Cada folha apds ser pulverizada foi identificada com o periodo
respectivo da energia que seria acumulada. Para tanto utilizaram-se os mesmos de
laboratério, sendo com 15, 30 e 45 min e 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 horas de exposigao.
Também foram feitas leituras as 10 horas da manha e as 16 horas. A medicao foi feita
com o sensor do aparelho sobre a folha respeitando inclusive a inclinagdo da mesma.
Apos completar o periodo de exposicéo, a folha foi retirada e levada para o laboratério
para cortar os discos e oferecer para as lagartas se alimentarem (100
lagartas/tratamento). Os discos foram acondicionados em placas, como foi para o
bioensaio de laboratério. A medicdo foi realizada a cada 30 minutos para todos os
periodos, diferente do laboratério em que esta foi constante, porque a fonte da radiacao
foi uma lampada e no campo foi o sol. A obteng¢do da intensidade da radiacao foi pelo
aparelho da marca Instruterm, modelo MRU-201 UV LIGHT METER - 290 nm- 390nm
(UVA-UVB) (Figura 3), para os experimentos de laboratério e de campo.

No campo também foram feitos testes com a suspensao do isolado preparada
com e sem espalhante adesivo, durante 12 horas de exposicdo em folhas de plantas de
couve manteiga.

O experimento de campo foi estabelecido em delineamento inteiramente ao
acaso, composto por 12 tratamentos, sendo cada um referente ao periodo de exposicao
a radiacao, constituido de 100 lagartas/tratamento. Estes tratamentos também foram
avaliados com 24 e 48 horas de radiagao solar em plantio de couve var. Manteiga. Para
o repolho roxo, realizou-se apenas com 12 horas de exposic¢ao.

O més do experimento no campo foi maio de 2009, que apresentou como
temperatura média 20,7°C; umidade relativa de 75,9% e 26,6mm de precipitacdo (4
dias de chuva no més). Estes dados sédo da Estagao Agroclimatica da FCAV-UNESP de
Jaboticabal, SP (Estagao Agroclimatica da FCAV-UNESP, Jaboticabal).
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Aos dados de mortalidade (%) de lagartas de P. xylostella foi aplicada a analise
de regressao pelo programa O-Ring. Como resultado, as médias foram apresentadas
em graficos seguindo o modelo proposto pela analise. Para demonstrar o habito de
fitofagia das lagartas foram realizadas imagens ilustrativas do experimento por meio de

fotografias com auxilio de uma camera digital Sony 7.2 Mega Pixels.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As lagartas que se alimentaram de folha exposta a radiacéo, independente da
distancia, porém sem estar tratada com a bactéria (testemunha), apresentaram
mortalidade significativamente inferior, em relacédo aos demais tratamentos (Tabela 1).
Esta mortalidade pode estar relacionada com a condicdo em que os discos se
apresentaram posterior a radiagdo, os quais ficaram com aspecto necrosado, sem
brilho, com coloragdo marrom e ressecados (pouca turgidez). Apesar de que, a maioria
das lagartas (>80%) alimentaram-se dos mesmos, provavelmente a energia acumulada
decorrente da exposi¢cao nao alterou as caracteristicas relacionadas a palatabilidade do
substrato alimentar, mesmo ocorrendo mortalidade (Figura 4-1), haja vista que a
mortalidade nestes tratamentos foram diferentes da testemunha representada pelas
lagartas que se alimentaram do vegetal sem radiacdo e sem bactéria, e também do

tratamento com bactéria, porém sem radiagéo (Tabela 1).

Tabela 1. Médias de energia acumulada (joules/cm?) e da mortalidade
(xEP) (%) de lagartas de Plutella xylostella alimentadas com discos de
folna de couve expostos ou ndo a radiagdo ultravioleta, bem como
tratados e ndo tratados com o isolado T08.024 de Bacillus thuringiensis.

Energia acumulada da

Tratamentos radiagdo ultravioleta Mortalidade (%)
(Joules/cm?)
12 horas a 192pwats/ cm? 8.294.400 13,33+0,96a
12 horas a 490 pwats/ cm? 21.168.000 12,93 +0,58a
12 horas a 14 pwats/ cm? 604.800 11,87+0,49a
12 horas a 32 pwats/ cm? 1.382.400 10,00+0,59a
0,00’ 0,00 100,00+0,00b
0,00 0,00 0,00£0,00c
CV (%) 32%

" = Tratamento testemunha com lagartas que se alimentaram de discos de couve com bactéria;
2 =Testemunha com lagartas que se alimentaram de discos de couve sem bactéria e sem
radiagdo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 0,05 % de probabilidade.
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Figura 4. Folhas e discos de couve que foram tratados ou nao com Bacillus
thuringiensis e radiagédo em laboratorio, assim como das lagartas de Plutella xylostella.
A e B = folha superior (1) tratada com bactéria e radiacao e folha inferior (2) folha
sadia como testemunha; C= Folha a esquerda sem exposicdo a radiagao e a direita o
disco tratado com radiagao por 12 horas; D= discos da esquerda tratado com bactéria e
radiagdo e o da direita tratado somente com radiagédo; E, F, G e H= discos do
experimento com radiagdo emitida pela lampada de 32 pwats/cm?.
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A mortalidade das lagartas apos se alimentarem dos discos tratados com a
radiagdo sob as diferentes alturas proporcionou um ajuste polinomial quadratico, nos
diferentes periodos de exposigcédo (Figuras 5 e 6). Os tratamentos 1 e 2 referem-se a
altura de 30 e 15 cm, respectivamente, para a energia acumulada nos periodos de
exposicdo, sendo de 192 e 490 pwats/cm?h (Figura 5). Nestes tratamentos o
coeficiente de determinagéao foi relativamente alto, em média 75%, demonstrando que
os dados se ajustaram bem ao modelo de regressado. A mortalidade foi maior (80-100%)
nas primeiras horas de exposi¢cao, no entanto, com o decorrer da exposicado manteve
acima de 70%. Este resultado mostra que a energia acumulada, bem como o efeito
imediato nos primeiros 15 min de exposicéo, néo influenciaram a viruléncia do isolado
T08.024, na CLso de 1,3x10” esporos/mL.

Os tratamentos 3 e 4, que referem-se a altura de 30 e 15 cm para as
exposicdes de 32 e 14 uwats/cm?/h (Figura 6 ) respectivamente, proporcionaram um
mesmo modelo de ajuste, sendo que a mortalidade apresentou comportamento mais
variado, principalmente para o terceiro, em que o R? foi de 52,6% (Figura 6). Também é
possivel observar que as médias de mortalidade ficaram acima de 40%, ao contrario
dos tratamentos 1 (altura de 30 cm da radiacdo de 192 pywats/cm?/h) e 2 (altura de 15
cm da radiacao de e 490). Este resultado pode ser explicado pela energia acumulada
nos tratamentos 3 (altura de 30 cm da radiacdo de 32 pwats/cm?/h) e 4 (altura de 15 cm
da radiacdo de 14 pwats/cm?/h), onde a radiacdo foi emitida pela lampada de 290 nm,
sendo ondas mais curtas, porém, com maior capacidade de penetracdo no tecido
vegetal. Os discos sob esta energia acumulada ficaram mais necrosados, ao serem
comparados com os demais tratamentos (Figuras 4, 5 e 6).

A mortalidade ter sido menor (média de 40%) nos tratamentos 3 e 4,
comportou-se como a dose usada, a CLsp, ou seja, pulverizou-se uma concentragao
capaz de afetar 50% da amostra estudada, com a média de mortalidade ficando dentro
do limiar esperado.. Por outro lado, os tecidos vegetais dos discos foliares ficaram
necrosados, o que pode ter influenciado a alimentagao das lagartas. Entretanto, ndo se

pode afirmar que a redugcao da mortalidade foi causada pela degradagado da proteina
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cristal do isolado e/ou pela condicdo do disco foliar. A testemunha representada por
discos sem bactéria, que ficaram expostos por 12 horas nesta radiacdo, causou uma
mortalidade média de 10,50%, e os dados n&do foram corrigidos para realizagcao da
analise de regressao. Isto da base para mostrar que os tratamentos 3 e 4 podem ter
seus valores de mortalidade reduzidos em até 10%, contudo uma mortalidade ainda
alta, demonstrando que os cristais ou demais proteinas ou substancias existentes na
suspensao estao contribuindo para a mortalidade.

A andlise aplicada aos dados de mortalidade para todos os tratamentos em
fungéo da energia acumulada demonstrou que as maiores mortalidades ocorreram nas
primeiras horas de acumulo, sendo que durante os periodos de exposicdo o
comportamento da mesma variou, porém, sempre acima de 40% (Figura 7). Esta
analise comprovou mais uma vez a precisdo do modelo quadratico aos tratamentos,
sendo que alguns pontos de mortalidade acima de 70% foram apresentados pelos
tratamentos 1 e 2, os quais nesta figura ficaram agrupados na parte superior do grafico.
O outro grupo, de menores mortalidades, formou a maioria dos pontos no grafico,
estando ajustados as primeiras horas de energia acumulada, demonstrando que ao
passar o periodo de acumulo alguma influéncia da energia sobre o vegetal pode ter
contribuido para a formagao de tais grupos. Esta analise, considerando a mortalidade
total dos tratamentos, pode demonstrar que o isolado T08.024 apresenta baixa

sensibilidade ao acumulo de energia, causando a viruléncia esperada sobre os insetos.
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Figura 9. Experimento de campo com aplicacdo da suspensao do isolado
T08.024 de Bacillus thuringiensis em plantas de couve Manteiga para
avaliar o efeito da radiacdo ultravioleta solar por diferentes periodos e
posteriormente fornecer para a alimentacdo de lagartas de Plutella
xylostella. A) folha de couve pulverizada e identificada com o periodo que
ficaria exposto a radiagdo; B) Canteiro de couve; C) Lagartas
acondionadas sobre o disco foliar de couve recém retirado do campo
tratado com bactéria e radiacao; D) Lagartas mortas, apos se alimentarem
dos discos.
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Figura 10. Experimento de campo com aplicagdo da suspensé&o do isolado
T08.024 de Bacillus thuringiensis em plantas de repolho roxo (Red Jewel)
para avaliar o efeito da radiacéo ultravioleta solar por diferentes periodos e
posteriormente fornecer para a alimentagao de lagartas de Plutella xylostella.
A) folha de repolho pulverizada e identificada com o periodo que ficaria
exposta a radiagédo; B) Canteiro de repolho e a pulverizacdo; C) Lagartas
mortas apds se alimentarem dos discos.

A andlise de regressado para os trés dias de experimento de campo com
medigdo da radiagao ultravioleta proporcionou um ajuste linear. Portanto, o perfil da
energia acumulada nos diferentes dias foi praticamente igual, demonstrando que
intensidade da radiacdo apresentou um comportamento padrdo de luz solar, com

variagdes ao longo de 12 horas dia (Figura 11).
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Figural1. Curva de regressdo com ajuste linear para energia
acumulada emitida pela radiagéo solar por 12, 24 e 48 horas.

A patogenicidade do isolado T08.024 pode estar relacionada com algo
semelhante ao existente no isolado L-7601 de Bacillus thuringiensis var dendrolimus em
sintetizar melanina sob condi¢cdo de estresse abidtico (radiagédo ultravioleta), apesar de
serem espécies diferentes.

O isolado T08.024 de B. thuringiensis que pertence ao banco de isolados do
Laboratério de Bactérias e Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria, da Unesp, Campus
de Jaboticabal, SP, demonstra ser mais virulento para controle para lepidopteros-praga,
bem como um importante fonte de estudos envolvidos nos processos de
desenvolvimento de formulagdes. Por outro lado, também se faz necessario estudo
sobre sua constituicdo proteica, para averiguar a presenga da melanina, utilizando
técnicas de biologia molecular, como também de cromatografia de suspensdo. Se este
isolado ndo sintetizar melanina, a autoprote¢cdo a radiagdo podera estar associada a

camada polissacaridica do esporo, ou a presenga de maior quantidade protéica nesta
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membrana, ou até mesmo pela presenca de outras substancias desconhecidas na
suspenséao utilizada no bioensaio.

O experimento de campo com a suspensdo com e sem espalhante adesivo
também proporcionou 100% de mortalidade, assim, o espalhante nao influenciou na

exposicao a radiagao, de forma a interferir na degradacao da proteina.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A implantagcdo do Manejo Integrado de Pragas (MIP), como uma utilizagao
conjunta de diversas taticas de controle de insetos nocivos e que se preconize de forma
evitar problemas com resisténcia dos insetos a estas taticas, tem sido muito discutido
nas diversas fontes bibliograficas. No entanto, as praticas tém sido um pouco diferentes
da filosofia do MIP. Dessa forma, esta pesquisa determinou como objetivo geral estudar
o desempenho da Plutella xylostella, por ser considerada praga-chave e de dificil
controle, devido a falta de planejamento agricola com intuito de explorar
comercialmente as espécies de brassicas. Com a escassez deste planejamento, o
inseto atinge altos niveis populacionais nas areas de cultivo, inviabilizando as taticas de
controle, assim como o conjunto das mesmas. O agricultor busca recuperar pelo menos
parte da producao, e por isto pulveriza diferentes produtos para controle de insetos, os
quais podem ser registrados ou ndo, como também usam doses nao recomendadas.

Portanto, esta pesquisa apresentou inicialmente um estudo de suscetibilidade
deste inseto a diferentes concentragdes de isolados de Bacillus thuringiensis que
apresentam perfil génico comprovado para controle de lepidépteros praga. Para tanto,
P. xylostella foi suscetivel aos isolados em doses relativamente baixas, oriundas de
suspensao esporo com cristal, como também apenas cristal, constituindo assim
excelentes fontes de bactéria para serem estudadas em trabalhos de elaboragao de
formulados, como também em estudos de expressdo génica para serem empregados
na engenharia genética. Até o momento, alguns estudos tém sido conduzidos com esse
objetivo, ou seja, do desenvolvimento de brassicas transgénicas, que expressem genes
que sintetizam tais proteinas toxicas a lepidopteros-praga. Provavelmente a aceitagcéo
do mercado consumidor de hortalicas podera questionar as implicagbes ao organismo
humano, bem semelhante as questbes ja discutidas para culturas anuais, como soja,
milho e outras. Entretanto, estas implicagdes poderao ter peso diferenciado quando se
falar em aplicagbes excessivas de sintéticos para conter os danos causados pelas

pragas-chave em brassicas. Vale ressaltar que esta inconveniéncia ndo somente ocorre
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em grandes plantios, mas também em hortas, onde a fiscalizagdo do uso de produtos
quimicos, registrados ou nao, praticamente ndo ocorre. Entdo, fica a questdo de se
avaliar a agressividade ao homem, entre consumir uma brassica transgénica ou uma
com residuos de produtos quimicos?

Baseado no fato deste inseto apresentar tantos problemas no campo, é que esta
pesquisa preconizou o conhecimento desta resisténcia, para isso um dos objetivos foi
estudar este fator em laboratério. Assim, foi possivel constatar que P. xylostella
apresentou perfil de resisténcia a diferentes fontes de B. thuringiensis a partir de 15
geragbes sob pressdo de selecdo. Com 33 geragdes apresentou uma razdo de
resisténcia igual a 250 vezes. Realmente, o0 que esta ocorrendo no campo em relagéo a
resisténcia, é possivel observar claramente em laboratério, haja vista, que em cultivos
ocorrem o problema de sobreposicao de geragdes, fato este que implica ainda mais na
velocidade desta resisténcia.

Outro resultado desta pesquisa que favorece o controle deste inseto foi com
radiacao ultravioleta, em laboratério e campo, sobre o isolado T08.024. Constatou-se
que o mesmo nao apresentou sensibilidade a energia acumulada emitida pela radiacéo
ultravioleta (UVA e UVB), causando praticamente 100% de mortalidade da praga.

O potencial de controle dos isolados, linhagem e produto comercial de B.
thuringiensis, mesmo sob condicdo de estresse, proporcionaram expressivos
resultados, que remontam ao papel do MIP como estratégia eficaz para manutengao da
biodiversidade.

Os resultados positivos no controle de P. xylostella s6 reafirmam o importante
papel de pesquisas como essa, na busca de produtos alimenticios seguros, livres de
residuos danosos ao homem, uma vez que a praga em questdo € estudada por
pesquisadores de todo o mundo, merecendo destaque mundial através de grupos de

pesquisa e “workshops” especificos para tratar do avango em seu controle.
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