UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

INFLUENCIA DA CHUVA NA EFICACIA DE Bacillus thuringiensis ASSOCIADO A
ADJUVANTES NO CONTROLE DE Spodoptera frugiperda EM ALGODAO

Cicero Antonio Mariano Dos Santos

Engenheiro Agronomo

2019



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

INFLUENCIA DA CHUVA NA EFICACIA DE Bacillus thuringiensis ASSOCIADO A
ADJUVANTES NO CONTROLE DE Spodoptera frugiperda EM ALGODAO.

Cicero Antonio Mariano Dos Santos
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Da Costa Ferreira

Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Anténio Polanczyk

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

2019



Santos, Cicero Antonio Mariano dos
S237i Influéncia da chuva na Eficacia de Bacillus thuringiensis Associado
a Adjuvantes no Controle de Spodoptera frugiperda em Algodao /
Cicero Antonio Mariano dos Santos. -- Jaboticabal, 2019
98 p. :il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias, Jaboticabal

Orientador: Marcelo da Costa Ferreira

Coorientador: Ricardo Antonio Polanczyk

1. Bt bioinseticidas. 2. Controle microbiano. 3. MIP. 4. Mistura em
tanque. I. Titulo.

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

Essa ficha ndo pode ser modificada.




%%Z%w UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Céampus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: INFLUENCIA DA CHUVA NA EFICACIA DE Bacillus thuringiensis ASSOCIADO A
ADJUVANTES NO CONTROLE DE Spodoptera frugiperda EM ALGODAO

AUTOR: CICERO ANTONIO MARIANO DOS SANTOS
ORIENTADOR: MARCELO DA COSTA FERREIRA
COORIENTADOR: RICARDO ANTONIO POLANCZYK

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutor em AGRONOMIA
(ENTOMOLOGIA AGRICOLA), pela Comissdo Examinadora:

Fit/;isanid‘ de /Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP - Jaboticabal

"Noug . Coding
Prof. Dr. hAPHAEL DE CAMPOS CASTILHO
Departamento de Fitossanidade / FCAV/ UNESP - Jaboticabal
Prof. Dr. GUILHERME DUARTE ROSSI
Departamento de Fitossanidade / FCAV / UNESP - Jaboticabal
P Conglinos: QUKD
Dra POLIANA CAROLINA ALEIXO
Departamgntor de Pps;qulsa-«OXIqulmlca Agrociéncia Ltda / Jaboticabal/SP

Prof. Dr. éTAVI JOF§GE GRIGOLI ABI SAAB
Agronomia / Universidade Estadual de Londrina

Jaboticabal, 06 de dezembro de 2019

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n.?, 14884900, Jaboticabal - Sdo Paulo
http://www fcav.unesp.br/#!/pos-graduacao/programas-pg/agronomia-entomologia-agricola/CNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS DO AUTOR

CICERO ANTONIO MARIANO DOS SANTOS - filho de Maria de Fatima
Mariano da Cruz e Ednaldo Pereira dos Santos, nasceu no distrito do Carmo em Séo
José do Belmonte, Pernambuco, Brasil, no dia 20 de maio de 1989. Em fevereiro de
2009 ingressou no curso de Agronomia da Universidade Federal do Ceara, campus
Cariri, concluindo-o em julho de 2013. Foi bolsista de iniciagdo académica de janeiro
a outubro de 2010 pela Universidade Federal do Ceara. Foi Bolsista de iniciagao
cientifica no laboratério de Entomologia Agricola da UFC-Cariri de novembro de 2010
a julho de 2013 da Universidade Federal do Ceara. Em agosto de 2013 iniciou os
estudos na pos-graduagdo no Programa de Pds-graduagdo em Entomologia pela
Universidade Federal de Vigosa em Vigosa, Minas Gerais, Brasil, obtendo o titulo de
mestre em julho de 2015. Em marg¢o de 2016 iniciou o doutorado em entomologia
agricola pelo programa de pés-graduagao em Agronomia (Entomologia Agricola) pela
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — campus de Jaboticabal,
Sao Paulo, Brasil. Submetendo-se a defesa de tese em dezembro de 2019.



“Talvez eu ndo consegui fazer o melhor, mas
lutei pelo melhor a ser feito. Ndo sou o que
deveria ser, mas gragas a Deus ndo sou o que

era antes”.

Marthin Luther King



A minha méae Maria de Fatima Mariano da Cruz,
por todo amor, carinho e confianca depositada
em mim e minha irma& Rita de Cassia, pelo
companheirismo e carinho, porque estando
longe de vocés, vocés sempre estiveram

presentes em meu coragé&o.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, presente em todos os momentos e por ter me concedido forga, humildade e

sabedoria nos momentos dificeis.

Ao Programa de Po6s-Graduagdo em Agronomia - Entomologia Agricola da
Universidade Estadual Paulista — UNESP.

Ao meu orientador Professor Dr. Marcelo da Costa Ferreira, pelos ensinamentos

durante o curso de pés-graduacao, e eficiéncia na orientagao desta pesquisa.

Ao meu coorientador Professor Dr. Ricardo Antonio Polanczyk pela excelente
coorientacdo prestada durante a realizacdo e condugédo da pesquisa e escrita dos

artigos cientificos.

A minha Mae e Irma pelos conselhos e por sempre me apoiarem em todas as minhas

decisdes e estarem ao meu lado nos momentos dificeis.

Aos Profs. Drs. Sergio Antonio De Bortoli e Raphael de Campos Castilho por
concederem estrutura de pesquisa para realizagdo de alguns experimentos da Tese.

Ao Prof. Dr. Arlindo Leal Boica Junior pela concessdao de material necessario para

manutencao de criagdo massal de insetos utilizados nos meus experimentos.

Ao Prof. Dr. Euclides Braga Malheiros do departamento de Ciéncias Exatas da Unesp

FCAV pela valiosa ajuda nas analises estatisticas realizadas nessa pesquisa.

Dr. Giuliano Pauli da empresa SUPERBAC Biotechnology Solutions pelo fornecimento

das amostras dos produtos utilizados nessa pesquisa.

Aos colegas e amigos de laboratério Nucleo de Estudos e Desenvolvimento em
Tecnologia de Aplicagdao (NEDTA) Dieimisson P. Almeida, Jeruska M. A. Brenha,
Fabiano Griesang, Renata T. S. Santos, Jaqueline F. D. Vechia, Bruno O. Liberto,
Leonardo F. Zechin, Gabriela Pelegrini e Ana B. D. Spadoni pela ajuda dos

experimentos durante a condug¢ao da minha pesquisa.

Aos colegas e amigos do Laboratério LCMAP Kelly, Joacir, Stéfane e Giovani.



Aos irmaos da Republica Xicreti Fabricio, Thalis, Felipe Bardela, Vitor, Vitor Bardela,
Joao Pedro, Joao, Rafael, Danilo, Yousmel, Luiz e Marcos Felix pelos bons momentos

vividos nessa irmandade.
Aos companheiros da pos-graduagdo em Entomologia Agricola.

Aos técnicos de laboratério da Fitossanidade por algum momento auxiliarem na

conducgao dos experimentos da Tese.

Aos amigos que fiz durante essa temporada em Jaboticabal, Rodrigo, Beatriz,

Adriana, Adriane, Juliana, Maiara, Renan, Mateus, Livia e Leticia.
A todos que de alguma forma contribuiram para a realizagao desse trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de Financiamento 001.



SUMARIO
RESUMO ... oottt e e e e e e e e eeeeeeeeeesessnnssneeeaaeeeaannns [
AB ST R A CT ...ttt e e e e e e e e et e e e e e e e e rabrraaeaaeeaeaane ii
CAPITULO 1 — ConSIideragoes GEraiS ..............c.cccoveeeeeeeeeeeeeeeee e eee oo, 1
IR 2 0] 0] 0T 03 Yo TN 1
2. REVISAO DE LITERATURA ........oooiiieeeeeee et 3
21 Aculturado algoda0o...........coooviiiiiiiii i 3
2.2 Spodoptera frugiperda .......................ooooiiiiiiiiiiie e 5
2.3 Bacillus thuringiensis .....................ccccccccccoiiii 7
2.4 Efeito da chuva na persisténciade Bt ..., 9
25 AdJUVANES ..o 10
2.6 Compatibilidade de Bt e Adjuvantes...................c.oooooiiiiiiiiiiieieeeeeeee, 13
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...........cocooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
CAPITULO 2 - Efeito da adicdo de adjuvantes nas caracteristicas fisico-
quimicas de calda Bt bioinseticida.......................iiiii i 26
RESUMIO ... ettt e e e e e ettt e e e e e e e e eeeeenaans 26
L0 oo [ ¥ - T S 27
RESUIAOS ... e e e e e e eeeannans 28
Espectro do tamanho de gotas de pulverizagao.....................cccccce. 28
Tensao superficial e angulode contato ..., 28
Potencial hidrogeniénico (pH) e Condutividade elétrica (C.E.) .............. 29
DESCUSSAO ...ttt e ettt e e e 29
CONCIUSOES ... e s 31
MEEOOS. ... s 31
Espectro do tamanho das gotas de pulverizagao......................cc............ 31
Tensao superficial e angulo das gotas em superficie de folhas de
AIGOAO ... 32
Estabilidade de calda, pH e condutividade elétrica................................. 32
Analise estatistica ... 32
[T =] =T o o =R 32

AGradeCimentos ...........oooiiiiiiii e aaaa 35



CAPITULO 3 - Compatibilidade de bioinseticidas a base de Bacillus
thuringiensis e adjuvantes visando ao controle de Spodoptera frugiperda em

[F= 1o o -1 o] {20 41
RESUIMO ... s s 41
I L 1 e T ¥ o Vo SR 42
2. Material @ MEtOdOS ... e s 44
2.1 Criacao de Spodoptera frugiperda...........ccceeuuuueiiiiiiiimiieenencssiniesesnnnns 44
2.2 Produtos utilizados no experimento.........ccccciiiiiiiiinmmmeeenssssnssseennns 45
2.3 Testes de compatibilidade do Dipel® WP e Dipel® SC com os
AdJUVANTES ... ——————————————————— 46
2.4 Classificagcao de compatibilidade entre bioinseticidas e adjuvantes
...................................................................................................................... 47
2.5 Eficiéencia do Bt em diferentes concentragées para o controle de
Spodoptera frugiperda................coiiiiiiieeecciiis e 47
2.6 Estatistica utilizada nos experimentos..........ccccceeeirreecci e eeeeennnn, 48
3. RESUMAUOS ... 49
3.1 Efeito dos tratamentos no crescimento vegetativo.......cccc.cccccvvvrrneee 49
3.2 Efeitos dos tratamentos na esporulagao........cccccccceeiiiiiiimiieeccciinnnnnns 49
3.3 Classificacao de compatibilidade dos adjuvantes a Bt bioinseticidas
...................................................................................................................... 50
3.4 Eficiéncia dos Bt tratamentos para Spodoptera frugiperda.............. 51
T T D 1= o U E=T= - U RPN 54
5. CONCIUSOES ... 58
6. AGradeCimentos ..........ccoooiiiiiiiiii e 59
7. Referéncias Bibliograficas .................cccooooiiiiii 59

CAPITULO 4 - Influéncia da chuva na eficacia de Bacillus thuringiensis
associado a adjuvantes no controle de Spodoptera frugiperda na cultura do

AIGOAAO0.... ... e et a e e e e e eaan 66
RESUMIO ... ettt e e e e ettt a e e e e e e e eeeeeennans 66
ADSEIaCT . ... e eees 67
I L 1 e T ¥ o Vo SR 68
2. Metodologia ........ooooiiiiiii 69
2.1 Plantio do algodoeiro ... 69
2.2 Criagcao de Spodoptera frugiperda.....................coooeeviiiiiiiiiieiaiieieeenne. 69
2.3 Produtos utilizados no experimento....................cooiiiiiiiiiin e 70

2.4 Pulverizagao dos Bt bioinseticidas......................ccccciiii 70



2.5 Aplicagao de chuva artificial....................ccccooiiiii i, 71
2.6 Viabilidade e persisténcia de esporos................ccooevieeiiiiiiieeieiinnnnnn.n. 71
2.7 Atividade larvicida de Bacillus thurigiensis.....................cc.c.cc........... 71
2. 8 Analises estatisticas ... 72
3. ReSUIAAOS ... e 72
E T 00T o T2 11 =T 1= S 79
6. AGradeCimeNntos...........oouuiiiiiiiii e 79
7. RefEIrENCIAS ........ooieieeee e 80

CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS...........ceieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 84



INFLUENCIA DA CHUVA NA EFICACIA DE Bacillus thuringiensis ASSOCIADO A
ADJUVANTES NO CONTROLE DE Spodoptera frugiperda EM ALGODOEIRO.

RESUMO - O algodé&o (Gossypium hirsutum L.) tem grande relevancia para a
economia mundial. Dentre os principiais fatores limitantes da producido estdo os
problemas fitossanitarios, que ocorrem em todas as fases da cultura. O inseto
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € importante devido a sua
capacidade de causar danos nas folhas e magas do algodoeiro, muitas vezes
requerendo a aplicagao frequente de inseticidas para o seu controle. Em geral sao
utilizados inseticidas quimicos. Entretanto, o uso de bioinseticidas tém aumentado
consistentemente, principalmente aqueles a base de Bacillus thuringiensis, chamados
de Bt bioinseticidas. Fatores abi6ticos como a chuva também interferem na eficiéncia
de aplicagdes de Bt bioinseticidas e consequentemente no controle do organismo
alvo. Uma alternativa que pode dar protecdo ao Bt mediante chuva € a adi¢cao de
adjuvantes a calda. Porém, pouco se sabe o quanto a associagdo do Bt com
adjuvantes afeta no crescimento vegetativo, esporulagéo e persisténcia da bactéria e
o controle. Portanto é de extrema importancia a compreensao das interagdes fisico-
quimicas e biolégicas da mistura de Bt bioinseticidas e adjuvantes. Neste contexto,
objetivou-se avaliar o efeito da adigdo de adjuvantes nas caracteristicas fisico-quimica
e bioldgicas dos Bt bioinseticidas nas formulagdes Dipel® WP e Dipel® SC submetidas
a chuva artificial para o controle de S. frugiperda em plantas de algodao. Para simular
a chuva, foram utilizadas as laminas de chuva artificial de 20mm aplicada uma hora
apos a aplicacdo dos tratamentos e os tratamentos controle sem chuva. Para a
avaliagao de contagem de esporos com e sem efeito de chuva, foram utilizados como
amostradores, uma disco foliar da parte mediana da planta. Para efeito de controle
dos tratamentos, discos foliares de 10,25 cm? foram oferecidos a lagartas até segundo
instar de S. frugiperda. A mortalidade larval foi registada até 96 horas do inicio do
experimento para cada periodo avaliado. Para avaliacdo dos parametros biolégicos
de Bt bioinseticidas e adjuvantes foram realizados testes de compatibilidade bioldgica,
aferindo o crescimento vegetativo das coldnias, esporulacéo e testes de eficiéncia de
controle de S. frugiperda com suspencdes de Bt nas concentragdes de 10% e 3x108
obtidas das raspagens das col6nias. Por fim, foram determinadas caracteristicas de
espectro de tamanho de gotas das caldas, tens&o superficial, &ngulo de contato e
estabilidade de calda, pH e condutividade elétrica. Em relagao aos parametros fisico-
quimicos da mistura das formulagdes Dipel® WP e Dipel® SC e adjuvantes, os maiores
tamanho de gotas e menor susceptibilidade a deriva foram observadas nas caldas da
formulacdo WP, apresentando também os menores angulos de contato e tensao
superficial de gotas. A adicdo do adjuvante LI acarretou menores valores de pH e
maiores de condutividade elétrica em todos os periodos de descanso avaliados. Nos
testes de compatibilidade biolégica, foi observado o maior crescimento vegetativo de
colénias, numeros de esporos e mortalidade de S. frugiperda na associagao de LI e
Bt bioinseticidas. A aplicagao de chuva artificial proporcionou uma redugao de até 50%
no numero de esporos e controle de S. frugiperda. A adigdo do adjuvante LI nas caldas
de Bt bioinseticidas proporcionou em maiores quantidades de esporos e controle de



S. frugiperda. A persisténcia de esporos e controle de S. frugiperda é afetada 24 horas
apos a aplicagéo dos Bt bioinseticidas associados ou ndo a adjuvantes. Nos testes de
persisténcia de esporos e controle em condigdes de campo, as caldas Bt
bioinseticidas com adicdo do LI e Bt bioinseticidas isoladas proporcionaram as
maiores quantidades de esporos e controle de S. frugiperda desde 1 hora apds a
aplicagdo dos tratamentos a 72 horas apds a aplicacdo das caldas, porém foi
observado uma redugao gradativa na contagem de esporos e taxa de controle no
decorrer do tempo de avaliagéo.

Palavras-chave: Bt bioinseticidas, controle microbiano, MIP, mistura em tanque



INFLUENCE OF RAIN ON THE EFFICACY OF Bacillus thuringiensis ASSOCIATED
WITH ADJUVANTS ON THE CONTROL OF Spodoptera frugiperda IN COTTON.

ABSTRACT - Cotton (Gossypium hirsutum L.) has great relevance to the world
economy. Among the main limiting factors of production are the phytosanitary
problems that occur at all stages of the crop. The insect Spodoptera frugiperda (JE
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) is important because of its ability to cause damage to
cotton leaves and apples, often requiring insecticides to be applied frequently for its
control. In general, chemical insecticides are used. However, the use of bioinsecticides
has consistently increased, especially those based on Bacillus thuringiensis, called Bt
bioinsecticides. Abiotic factors such as rain also interfere with the efficiency of Bt
applications and consequently in the control of the target organism. An alternative that
can protect Bt in the rain is the addition of adjuvants to the syrup. However, little is
known about how the association of Bt with adjuvants affects vegetative growth,
sporulation and bacterial persistence and control. Therefore, it is extremely important
to understand the physicochemical and biological interactions of the mixture of Bt
bioinsecticides and adjuvants. In this context, the objective of this study was to
evaluate the effect of the addition of adjuvants on the physicochemical and biological
characteristics of Bt bioinsecticides in the formulations Dipel® WP and Dipel® SC
submitted to artificial rain to control S. frugiperda in cotton plants. To simulate the rain,
the 20mm artificial rain blades applied one hour after the application of the treatments
and the control treatments without rain were used. For the evaluation of spore count
with and without rain effect, a leaf disc of the middle part of the plant was used as
samplers. For treatment control purposes, leaf disks of 10.25 cm? were offered to
caterpillars up to the second instar of S. frugiperda. Larval mortality was recorded up
to 96 hours from the start of the experiment for each period evaluated. Biological
compatibility tests were performed to evaluate the biological parameters of Bt
bioinsecticides and adjuvants, measuring the vegetative growth of the colonies,
sporulation and control efficiency tests of S. frugiperda with Bt suspensions at 108 and
3x108 concentrations obtained from colony scraping. Finally, the characteristics of the
droplet size spectrum, surface tension, contact angle and spray stability, pH and
electrical conductivity were determined. Regarding the physicochemical parameters of
the mixture of formulations Dipel® WP and Dipel® SC and adjuvants, the largest droplet
size and lower susceptibility to drift were observed in the WP formulation mixtures, also
presenting the lowest contact angles and surface tension of the droplets. Addition of
LI adjuvant resulted in lower pH values and higher electrical conductivity in all rest
periods evaluated. In the biological compatibility tests, the highest vegetative growth
of colonies, spore numbers and mortality of S. frugiperda was observed in the
association of LI and Bt bioinsecticides. The application of artificial rain provided a
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reduction of up to 50% in the number of spores and control of S. frugiperda. Addition
of L1 adjuvant to Bt bioinsecticide spray provided greater spore and control of S.
frugiperda. Spore persistence and control of S. frugiperda is affected 24 hours after
application of Bt bioinsecticides with or without adjuvants. In spore persistence tests
and control under field conditions, Bt bioinsecticides with addition of LI and Bt isolated
bioinsecticides provided the highest spore and S. frugiperda control levels for 1 hour
after treatment application at 72 hours after treatment. However, a gradual reduction
in the spore count and control rate was observed over the evaluation time.

Keywords: Bt bioinsecticides, microbial control, MIP, tank mix



CAPITULO 1 - Consideragées Gerais

1.INTRODUGAO

O algodao (Gossypium hirsutum L.) € uma planta perene e tropical, cultivado
em mais de 100 paises (Hedge et al., 2011). A cultura tem relevancia para a economia
mundial, principalmente devido a obtencédo de fibras (pluma), 6leo e farinha para
alimentacdo animal (Bakhsh et al., 2015; Constable e Blange, 2015; Echer et al.,
2010). O algodao é uma das principais commodities agricolas brasileiras e possui
diversos produtos e subprodutos com demanda crescente no mundo, além de abrigar
grande quantidade de extensa cadeia produtiva (Macédo et al., 2015). O Brasil é o
quinto maior produtor mundial, o quarto lugar em exportacdo e o primeiro em
produtividade em regime de sequeiro (Carvalho et al., 2015). Os estados do Mato
Grosso e Bahia sdo responsaveis por 84,69% da producgéao brasileira (Conab, 2019).

A planta do algod&ao hospeda um complexo de pragas, que ocorrem desde as
raizes até os capulhos. Essas pragas apresentam elevada capacidade reprodutiva e
ampla dispersao, as quais infestam rapidamente as lavouras ocasionando danos, seja
na queda da produtividade ou afetando caracteristicas importantes da semente e da
fibra (Santos, 2011).

Dentre as pragas, a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) € a principal praga do milho (Zea mays L.) e do algodoeiro
nos paises da América do Norte e do Sul (Pogue, 2002; Martinelli et al., 2006). Esse
inseto tém importancia nas principais regides produtoras de algoddo do pais
(Fernandes et al., 2002; Santos et al., 2003), devido principalmente as suas
caracteristicas bioldgicas, como polifagia (Barros et al., 2010), alta capacidade
reprodutiva e grande capacidade de dispersao de adultos (Nagoshi et al., 2015) e
multiplas geragdes por ano (Fitt et al., 2006; Farias et al., 2014), o que favorece em
altas taxas de infestagdo dessa praga em milho e algodao ao longo do ano (Horikoshi
et al., 2016).

Recentemente, essa praga foi introduzida na Africa, na Asia e agora esta se
espalhando rapidamente pelo continente, representando uma ameaca significativa a

segurancga alimentar (Stokstad, 2017; Physorg, 2018). O inseto ocasiona desfolha e
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destruicdo de estruturas reprodutivas do algodoeiro (Santos, 2011; Ramalho et al.,
2011), o que pode causar sérios danos e prejuizos aos produtores.

Uma tatica de controle desse lepidoptero-praga € o uso de algodao transgénico
que expressa proteinas inseticidas da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt), (Greenberg et al., 2010, Akin et al., 2011). No entanto, em
varias regides do mundo, S. frugiperda vem apresentando resisténcia a essa
tecnologia (Bernardi et al., 2015; Horikoshi et al., 2019). A evolugao da resisténcia em
populagdes de S. frugiperda é a principal ameaga a sustentabilidade das variedades
e algodao Bt (Horikoshi, et al., 2016).

Outra tatica que vem crescendo em utilizagdo para o controle desta praga com
menor risco de resisténcia € a aplicacdo de produtos formulados a base de B.
thuringiensis nas plantas de algoddo. O bioinseticida possui como principais fatores
de viruléncias os cristais, que contém as toxinas Cry, e também os esporos, que tem
atividade inseticida (Crickmore, 2006; Fiuza et al., 2017). A presenca destes dois
fatores de viruléncia reduz a velocidade da evolugao da resisténcia.

Para isso torna-se indispensavel uma aplicacdo correta de produtos
fitossanitarios proporcionando um controle eficiente (Ramos et al., 2010). Uma
interacao de fatores € necessaria para se ter sucesso na aplicagdo de produtos
fitossanitarios, como: selecdo das pontas, ajuste do volume de calda, parametros
operacionais, condicbes ambientais favoraveis e momento correto da aplicagdo. Além
disso, deve-se levar em consideragdo as recomendagdes agronOmicas de cada
produto (Ferreira et al., 2013; Antuniassi e Baio, 2008) e os fatores abiéticos durante
uma aplicacao de produtos fitossanitarios que comprometem a eficacia do tratamento.

Dentre os fatores abioticos, a chuva atua na eficacia dos inseticidas utilizados
para o controle de pragas, uma vez que pode retirar os produtos da superficie onde
se depositaram. A sazonalidade das precipitagdes no Brasil desafiam as
pulverizagdes nas culturas (Hulbert et al. 2011), em graus variaveis de acordo com a
sua quantidade e intensidade, com o intervalo entre a aplicacdo do produto e a
precipitacdo e com as caracteristicas da superficie das folhas da cultura tratada
(Hulbert et al., 2011).

As perdas de agrotéxicos por chuvas tornam mais onerosos os sistemas de

cultivo, uma vez que a redugao no controle pode requerer a uma nova aplicagcio, o
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que aumenta os custos de produgao e os riscos de contaminacao (Rice et al., 2016;
Doppler et al., 2014; Stehle et al., 2011; Leu et al., 2010). Essas perdas por chuva
podem ultrapassar até 50% do total de depdsito de produtos e bioldgicos aplicado nas
plantas (Melo et al., 2015; Sundaram e Sundaram (1996)), em outros casos, essa
perda pode chegar até 80% do volume aplicado (Hunsche et al., 2011).

Visando-se aumentar o depdsito de esporos e cristais de Bt nas folhas, pode-
se adicionar adjuvantes nas caldas. No entanto, ha poucos estudos sobre o efeito da
adicdo de adjuvantes a calda de B. thuringiensis quanto a sua viabilidade e
persisténcia sob condicbes ambientais adversas, ou se essas substancias podem
colaborar com a eficiéncia de controle (Dito et al., 2016; Noosidum et al., 2016; Moreira
et al., 2013).

No Brasil, ainda € pouco estudado o efeito da chuva na eficiéncia da aplicacéo
de agrotdxicos e se a adigdo de adjuvantes a calda Bt pode causar efeitos antagdnicos
ou sinérgicos. Desta forma torna-se de extrema importancia a compreensédo das
propriedades fisico-quimicas de caldas inseticidas, como: cobertura, deposito e efeito
bioldgico da molécula apds ocorréncia de chuvas e associagao com adjuvantes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do algodéao

O algodao é uma planta pertencente a familia das malvaceas, que apresenta
85 géneros e 1.500 espécies distribuidas mundialmente (Joly, 1983). O género
Gossypium (Lima et al., 2014) possui 52 espécies de ampla distribuicdo geografica.
Entretanto, apenas quatro espécies do género sdo cultivadas e exploradas
economicamente. No Brasil sdo encontradas trés espécies de algodoeiro, G. hirsutum
(L.), G. barbadense (L.) e G. mustelinum (Mier), que s&o cultivadas para obtencgao de
fibras (Brubaker et al., 1999).

A cultura do algodoeiro se desenvolve em média em 150 dias para espécie G.
hisurtum e 225 dias para a espécie G. barbadense, do plantio até a colheita, embora
haja diferengcas na duragdo do ciclo entre as variedades. Ambas as espécies
necessitam de no minimo 2.050 graus-dias para o inicio de abertura dos capulhos

(Ogtr, 2008). O agroecossistema brasileiro apresenta condigdes de clima favoravel,
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com estacdes seca e chuvosa bem definidas e luminosidade uniforme, tornando o
algodoeiro uma cultura relevante (Fontes et al., 2006).

A cultura se destaca como uma importante fonte de recursos renovaveis,
produzindo a fibra de origem vegetal mais consumida pela industria téxtil mundial
(Percival et al., 1999; Ulloa et al., 2006). Além do valor agregado para industria téxtil,
outros produtos do algodao sao considerados de importancia, tais como as sementes
(carogos), empregados na alimentagc&o animal, em forma de torta ou na produgao de
O0leo comestivel, constituindo-se produtos bioenergéticos (Alves et al., 2008),
enquanto que a fibra de baixa qualidade é utilizada na fabricacao de feltro, enchimento
de colchao e papel especial, ja a celulose processada é utilizada na fabricagao de
pasta de dente, baton, sorvete e outras aplicagdes na industria quimica (Wakelyn et
al., 2007; Oecd, 2010). No Brasil, o algodao é considerado uma das culturas mais
importantes do agronegdcio, gerando milhares de empregos diretos e indiretos em
toda a sua cadeia produtiva (Valdez, 2011).

No Brasil a area plantada de algoddo ocupou quase 1.600,000 hectares
produzindo um total de 2.676,000 toneladas de pluma, sendo os estados do Mato
Grosso e Bahia os maiores produtores da cultura contabilizando 84,69% da producgéao
(Conab, 2019). Essa produtividade se da pela alta tecnologia empregada na cultura
nos ultimos anos, tais como, colheita mecanizada, que proporcionou o cultivo em
grandes areas e o melhoramento genético, originando novos cultivares com maiores
indices de produtividade, o que possibilitou a migragdo de areas tradicionalmente
produtoras para o cerrado brasileiro (Conab, 2011).

No entanto, a cultura atrai e habita um complexo de pragas que séao
considerados um dos principais fatores que contribuem para a reducdo da
produtividade (Wu e Guo, 2005). Essas pragas apresentam elevada capacidade
reprodutiva e ampla dispersdo, as quais infestam rapidamente as lavouras
ocasionando redugao na producgao de até 30% (Michelotto et al., 2013), seja na queda
da produtividade ou afetando caracteristicas importantes da semente e da fibra
(Santos, 2011). Dentre as pragas que atacam a cultura, A lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma das principais
pragas do algodoeiro nos paises da América do Norte e do Sul (Pogue, 2002; Martinelli

et al.,, 2006) devido a voracidade (Barros et al., 2010; Tavares et al., 2010), alta
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capacidade reprodutiva e dispersdo de adultos (Nagoshi et al., 2015), variabilidade
entre populagdes (Monnerat et al., 2006) e multiplas geragdes por ano (Farias et al.,

2014) proporcionando altas infestagbes no campo.

2.2 Spodoptera frugiperda

A familia Noctuidae inclui o maior numero de espécies de importancia agricola
da Ordem Lepidoptera (Specht et al., 2004). Dentre dessa familia, S. frugiperda € uma
das principais praga em diversas culturas, podendo também utilizar de fontes
alternativas de alimento e abrigo como as culturas do alface, almeirdo, amendoim,
batata doce, berinjela, café, citrus, couve, feijdo, maracuja entre outras (Silva et al.,
1968), bem como desenvolver em plantas de familias taxonomicamente distintas
(Barros et al., 2010). Trata-se de uma espécie nativa das Ameéricas distribuida desde
o norte da Argentina até o sul dos Estados Unidos, incluindo a América Central e
Caribe (Sparks, 1979; Ashley et al., 1989; Nagoshi e Meagher, 2008). Recentemente,
foi introduzida na Africa, na Asia e agora estd se espalhando rapidamente pelo
continente, representando uma ameaga significativa a segurancga alimentar (Stokstad,
2017; Physorg, 2018).

Spodoptera frugiperda apresenta desenvolvimento holometabdlico, ou seja,
compreende as fases de ovo, larva, pupa e adultos (Luginbill, 1928). Os adultos sé&o
mariposas de coloragao cinza-escura com asas anteriores mosqueadas e posteriores
esbranquigadas, com bordas acinzentadas, sua envergadura pode variar de 35 a 45
mm (King e Saunders, 1984). Os machos se diferenciam das fémeas por
apresentarem asas anteriores com duas manchas mais claras, o que nao é presente
nas fémeas (Cruz, 1995). Os adultos tém habito noturno com pouca atividade durante
o dia.

A atividade das mariposas se inicia proximo ao pér-do-sol, movimentando-se
perto das plantas hospedeiras mais favoraveis a sua alimentagao e oviposi¢ao (Cruz,
1995). A longevidade dos adultos dura em média 12 dias, sendo que o periodo de
oviposigao se inicia no terceiro ou quarto dia apos a emergéncia das fémeas (Cruz,
1995). Entretanto, a duracdo dos parametros bioldgicos dos adultos é afetada pela

temperatura e o substrato alimentar (Luginbill, 1928).
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Apos o acasalamento, as fémeas realizam a oviposicao preferencialmente na
face abaxial das folhas (Boiga Junior et al., 2013). O numero de posturas é muito
variavel, podendo chegar até 13 posturas por fémea (Cruz, 1995). As massas séo
irregulares e contém de 30 a 300 ovos cada (King e Saunders, 1984). Os ovos
inicialmente tém coloracdo verde-clara, apds 12 horas da oviposicdo apresentam
coloracgao alaranjada e escuros proximos a eclosao. O periodo de incubacgao é de trés
dias em uma temperatura de 25°C (Cruz, 1995). Todavia, esse periodo € influenciado
pela temperatura (Luginbill, 1928; Labrador, 1967), umidade relativa e planta
hospedeira (Cruz, 1995).

A fase larval de S. frugiperda apresenta duragdo média de 23 dias divididos em
seis instares (Cruz, 1995). Em milho, a duragao do periodo larval pode variar de 12,0
a 17,8 dias (Viana e Potenza, 2000; Sa et al., 2009). Em plantas de soja, sorgo
granifero, sorgo forrageiro e braquiaria, a duragédo média da fase larval € de 14,0 dias
(Sa et al., 2009). O periodo larval também pode variar dependendo dos cultivares de
cada cultura (Veloso, 2010).

As lagartas recém-eclodidas sao esbranquigcadas, tornando-se esverdeadas
apos alimentagao, atingindo até 1,9 mm ao final do primeiro instar. No segundo instar,
as lagartas apresentam um sombreamento marrom no dorso, e medem de 3,5 a 4,0
mm de comprimento. Passando ao terceiro instar, adquirem coloracdo marrom-clara
no dorso e esverdeada ventralmente, com linhas dorsais e subdorsais brancas. No 4
instar as lagartas atingem 10 mm de comprimento e apresentam coloragdo marrom-
escura no o dorso e capsula cefalica marrom avermelhada. Durante o quinto instar,
as lagartas sdo semelhantes as do estadio anterior, todavia, sdo mais escuras e
maiores. Por fim, no sexto instar, as lagartas tém o dorso marrom-acinzentado e as
partes ventral e subventral esverdeadas, com manchas marrom-avermelhadas nessa
ultima regiao, e podem medir até 35,0 mm de comprimento (Cruz, 1995).

Quando as lagartas estdo completamente desenvolvidas, descem ao solo onde
inicialmente ficam um periodo sem alimentagdao, denominado de pré-pupa. Apés um
ou dois dias se transformam em pupas (Cruz, 1995; Avila et al., 1997), as quais s&o
inicialmente verde-claras com tegumento transparente. Com o decorrer do tempo, se

tornam marrom-avermelhadas, e escurecem progressivamente até a emergéncia dos
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adultos variando de 13 a 16 mm de tamanho (Cruz, 1995). O estagio pupal pode variar
de 8 a 25 dias, de acordo com a temperatura (Miranda, 2006).

O ciclo completo de desenvolvimento de S. frugiperda é influenciado pela
cultura e cultivar onde ela se alimenta sendo de aproximadamente 30 dias na cultura
do milho (Cruz, 1995), 24,2 a 26,3 dias em plantas de soja (Veloso, 2010) e de 26,6 a
32,5 dias quando criada em diferentes cultivares de algodoeiro (Campos, 2008). O
numero de geragdes de S. frugiperda que ocorre durante o ano € dependente do
habitat, podendo haver seis ou mais gera¢gdées podendo ocorrer no ano todo caso
tenha oferta de alimento (Boiga Junior et al., 2006).

Esta praga ocasiona desfolha e destruicdo de estruturas reprodutivas do
algodoeiro (Santos, 2011; Ramalho et al., 2011), diminuindo sua capacidade
fotossintética e consequentemente sua produgdo, causando sérios prejuizos aos
produtores de algoddo. Seu controle é realizado por aplicagdes de inseticidas
quimicos, no entanto, a praga tem mostrado resisténcia a diversas moléculas
quimicas (Gutiérrez-Moreno et al., 2019; Nascimento et al., 2016; Carvalho et al.,
2013). Por conta disso, o uso de bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis vem
crescendo e ganhando destaque no controle de lepidopteros praga, sendo uma

alternativa de controle eficiente aos quimicos (Fiuza et al., 2017; Sanahuja et al., 2011)

2.3 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria entomopatogénica gram-positiva que
esta presente em solos de areas cultivadas, areas desérticas, ambientes aquaticos,
superficie e interior de plantas, restos vegetais, insetos e pequenos mamiferos mortos,
teias de aranha, grdos armazenados e locais inabitados (Polanczyk, 2015). Durante
sua fase de vegetativa e de esporulagdo Bt produz toxinas, especialmente as Vip e
Cry (Chakroun et al., 2016; Palma et al., 2014), que sao tdxicos para diversas ordens
de insetos, acaros, nematoides e protozoarios (Crickmore, 2006).

O modo de agdo do Bt envolve as etapas de ingestdo do complexo esporo-
cristal pelo inseto suscetivel, o cristal € dissolvido pelo pH alcalino formando as pro-
toxinas que sao proteoliticamente convertidas em polipeptidios menores e estaveis no
intestino médio do inseto. Estas toxinas ativadas ligam-se a receptores especificos

nas microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio, permitindo que
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as proteinas se insiram na membrana e formem poros que rompem as células do
intestino médio, formacao de poros e lise celular (Jurat-Fuentes e Crickmore, 2017;
Schunemann et al., 2014). A multiplicagdo de esporos e cristais no intestino médio do
inseto leva a septicemia, processo de infecgao iniciando quando o pH do intestino do
inseto é reduzido, e que causa a morte do inseto (Raymond et al., 2008). Além dos
efeitos letais que o Bt causa aos insetos praga, muitos casos de efeitos subletais séo
confirmados em outros estudos (Polanczyk, 2015).

Bacillus thuringiensis foi isolado pela primeira vez em 1901 pelo bacteriologista
japonés Shigetane Ishiwata, que a nomeou “Sottokin-Bacillus" (Ishiwata, 1901;
Steinhaus, 1961; Heimpel e Angus, 1963). Dez anos apds sua descoberta, foi isolada
pelo bidlogo alemao Ernst Berliner que usou pupas de Ephestia kuehniella (Zeller)
(Lepidoptera: Pyralidae) como hospedeira. Apos o isolamento do Bt sua descrig&o foi
realizada em 1915, denominada Bacillus thuringiensis Berliner (Berliner, 1911;
Berliner, 1915). Os primeiros relatos da utilizacdo do Bt visando o controle de pragas
ocorreu no final da década de 1920 para o controle de Lymantria dispar L.
(Lepidoptera: Limantriidae) no Nordeste dos Estados Unidos (Metalnikov e Chorine,
1929), enquanto que na Humgria e outros paises da Europa Oriental foi utilizada para
o controle de Ostrinia nubilalis Hibner (Lepidoptera: Crambidae) (Husz, 1930;
Metalnikov et al., 1930).

Devido a sua grande importancia no controle de pragas pela capacidade de
sintetizar diversas proteinas com atividade inseticida, o Bt & utilizado na formulag&o
de produtos biolégicos, os Bt bioinseticidas. Bioinseticidas a base de Bt sdo utilizados
com sucesso no controle de pragas desde a segunda metade do século XX (Rosas-
Garcia, 2009; Sanahuja et al., 2011; Sanchis, 2011; Polanczyk et al., 2012). O primeiro
produto formulado a base de Bt foi registrado na Franga na década de 40 com o nome
comercial de “Sporéine”.

Atualmente os produtos a base de Bt ultrapassam os 300 bioinseticidas
registrados contra insetos praga, os quais s&o responsaveis por 53% do mercado
mundial de bioinseticidas, gerando um faturamento anual de 210 milhées de ddlares
(CAB Internacional Centre, 2010). O continente americano foi responsavel por 50%
deste mercado, principalmente os Estados Unidos e Canada e a América Latina

representaram apenas 8 a 10% do total (CAB Internacional Centre, 2010). No
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mercado brasileiro de Bt bioinseticidas até 2010/12 era caracterizado por um pouco
mais de meia duzia de produtos, recomendados para 24 espécies praga em 12
culturas, mas principalmente no controle de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e Plutela xyllostella. O
volume comercializado de 300 toneladas anuais gerando um faturamento de US$ 13
milhdes (CAB International Center, 2010).

Entre 2013 e 2015 o mercado de bioinseticidas a base de Bt no Brasil passou
de cerca de 300 mil hectares para mais de 5 milhdes de hectares, sendo que foi
comercializado quase 3 milhdes de litros de Dipel na safra 2013/2014. Este aumento
inesperado ocorreu devido a ineficiéncia dos produtos quimicos convencionais no
controle de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) e Chrysodeixis includens
(Lepidoptera: Noctuidae), o que fez com que os agricultores passassem a utilizar em
grande escala os bioinseticidas a base de Bt, principalmente o Dipel (Gongalves,
2015).

Polanczyk, van Frankenhuyzen e Pauli (2017) ressaltaram o aumento da
adocao de Bt em sistemas de manejo integrado de pragas no Brasil, apos a entrada
e rapida dispersao da praga H. armigera e apos o aumento de Chrysodeixis includens
(Lepidoptera: Noctuidae), em lavouras de soja. Juntas essas pragas alavancaram
consideravelmente o mercado de produtos contendo Bt em suas formulacdes, devido
sua grande eficiéncia comprovada em campo. Atualmente a quantidade de produtos
a base de Bt alcanga os 24 produtos com registro no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Agrofit, 2019).

No entanto, alguns fatores estao relacionados com a limitagdo do uso de Bt
bioinseticidas, como: a baixa persisténcia em campo da maioria das formulagdes; o
baixo espectro de agao, a ineficacia contra pragas de solo e endofiticas (Gelernter e
Schab, 1993; Navon, 2000), bem como o efeito da radiagao Ultravioleta e chuva que

pode lixiviar o produto das folhas das plantas apés as aplicagdes.

2.4 Efeito da chuva na persisténcia de Bt
Bioinseticidas a base da bactéria Baccilus thuringiensis séo eficazes para
controlar uma gama de lepidopteros praga (Lereclus et al.,1993). No entanto, as

condi¢cbes ambientais no campo afetam adversamente a atividade inseticida de B.
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thuringiensis (Frye et al., 1973, Leong et al., 1980, Dunkle e Shasha 1989, McGuire et
al., 1994, McGuire e Shasha 1995).

A atividade residual do Bt bioinseticida € um fator chave no manejo bem-
sucedido da determina praga. Entre os fatores que contribuem para o desempenho
de Bt em campo s&o a persisténcia dos esporos e o deposito de gotas pulverizadas
no dossel da cultura (Lewis et al., 1974; Moar et al., 1989; Navon, 1993). No entanto,
a radiacao solar e as chuvas sao os principais contribuintes para a perda da atividade
inseticida de B. thuringiensis. Van Frankenhuyzen e Nystrom (1989) confirmam que a
chuva pode proporcionar uma menor persisténcia de B. thuringiensis em condi¢des
de campo do que a radiacio ultravioleta, diminuindo consideravelmente o controle da
bactéria.

A incidéncia da chuva apéds as aplicagdes de calda a base de Bt bioinseticidas
promove a remogao dos esporos e cristais das folhas das plantas pela lavagem das
folhas durante a ocorréncia da chuva, reduzindo assim a ativida inseticida do
bioinseticida e a atividade residual da bactéria (Cantwell 1967, Frye et al., 1973,
McGuire et al., 1994, McGuire e Shasha 1995). Sundaram e Sundaram (1996) relatam
que a intensidade de chuva que ocorre apds as pulverizagdes, pode lavar até 50%
dos esporos e cristais depositados nas folhas das plantas, o que diminui ainda mais o
efeito de controle e persisténcia da bactéria em campo.

Sendo assim a incidéncia de chuvas apos a aplicacdo do Bt bioinseticida torna
a pratica de controle ineficiente pela lavagem de esporos e cristais das folhas. Acerca
disso, adjuvantes adicionados as caldas podem agir como protetores contra os efeitos
da chuva (Behle et al., 1997; Mulrooney e Elmore, 2000; Gindin et al., 2008). Porém,
para a pratica da realizagdo da mistura em tanque de Bt bioinseticidas e adjuvantes
sdo necessarios testes de compatibilidade biolégica dos adjuvantes a calda, pois essa
mistura pode acarretar efeitos antagbnicos, neutros ou sinérgicos quanto ao

desenvolvimento da bactéria.

2.5 Adjuvantes
Ha varias defini¢gdes sobre o que sdo adjuvantes, que vao desde “produtos que
adicionados aos agroquimicos aumentam o desempenho da solugao” (Sticker, 1992),

“‘materiais adicionados ao tanque de mistura com o objetivo de modificar a agéo
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quimica e as propriedades fisicas da calda” (Hazen, 2000). Uma definicdo consensual
da comunidade especializada no tema ainda esta sendo trabalhada no Brasil desde
2017 quando os adjuvantes foram desvinculados do Decreto Lei 4074, podendo
receber uma normalizagéo exclusiva desde os seus processos de fabricagdo’.

A histéria de adjuvantes agricolas tem sido relatada desde o inicio do século
18 quando aditivos como, resinas de pinheiro, farinha de trigo, melago e agucar eram
utilizadas com cal, enxofre, cobre, e arseniatos para melhorar a atividade biologica
por meio das modificagdes fisicas e quimicas das caldas (Green e Beestman, 2007).

Os adjuvantes podem desempenhar fungdes especificas, incluindo
tamponantes, dispersantes, emulsificantes, molhantes, adesivos e espalhantes.
Também pode reduzir a evaporagcdo, espuma, volatilizacdo, deriva e atuar na
deposi¢cao de gotas, retencdo, absorcdo, translocacdo ou atividade biolégica na
superficie das plantas, o que pode variar de espécie para espécie ou em diferentes
orgaos da planta (Hunsche et al., 2006; Kraemer et al., 2009, Griesang et al., 2017).

Os adjuvantes ndo podem desempenhar todas estas fung¢des, mas diferentes
adjuvantes compativeis frequentemente sdo combinados para desempenhar multiplas
fungdes simultaneamente no tanque de pulverizagdo (Tu e Randall, 2003; Stock,
2000). Por apresentarem essas caracteristicas, os adjuvantes sdo adicionados nas
caldas fitossanitarias proporcionando uma melhor qualidade na aplicacdo dos
produtos fitossanitarios (lost, 2008; Mota, 2011).

Os adjuvantes sao divididos em surfatantes, oleos (minerais e vegetais),
adesionantes, antiespumantes, anti-evaporantes, retardadores de deriva,
acidificantes (redutores de pH), tamponantes, protetores solar, espessantes,
quelatizantes e fertilizantes nitrogenados (Araujo e Raetano, 2011).

A adicao de adjuvantes a calda de pulverizagédo pode alterar as caracteristicas
fisico-quimicas das solu¢gdes mostrando-se dependente de sua composicdo quimica
e formulagao (lost e Raetano, 2010), diante disso, os adjuvantes atuam na reducéao
ou aumento no pH e condutividade elétrica de caldas a base de Bt bioinseticidas
(Santos et al., 2019), podem aumentar ou diminuir o didametro mediano volumétrico
(Mota, 2011; Checheto e Antuniassi 2012), quebrar a tensao superficial da agua (lost

e Raetano, 2010; Barréto, 2011), reduzir a porcentagem de gotas menores que 100

1 Tema debatido em mesa redonda no || Workshop de Adjuvantes em Caldas Fitossanitarias
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Mm, as quais sao mais susceptiveis a deriva (Matthews, 2000), o que auxilia a correta
colocacao do produto fitossanitario no alvo (Ferreira et al., 2003).

Dentre as classes dos adjuvantes, os surfatantes s&o os mais utilizados (Miller
e Westra, 1998). Durigan e Correia (2008) relataram que os surfatantes
comercializados apresentam caracteristicas de espalhante, adesionante e umectante.
Dessa forma, um adjuvante pode ter mais que uma fungdo, mas nenhum ira
proporcionar todos os efeitos descritos sendo a classificacdo destes produtos apenas
uma maneira de compreender seu modo de ag&o e suas propriedades (Stickle, 1992;
Oliveira, 2011).

Os organosiliconados causam grande espalhamento das gotas na superficie
das folhas, reduzindo drasticamente a tens&o superficial (Hess, 1999). Por aumentar
a superficie das gotas expostas, a taxa de evaporagao destas gotas tende a aumentar.
No entanto, organosilicones tem propriedades umectantes, que reduzem a
evaporacgao (Hess, 1997).

Os oleos sao basicamente de dois tipos: 6leo mineral refinado e 6leo vegetal
(Hess, 1999). Os dleos podem ser utilizados nas aplicagdes agricolas com diversas
finalidades, tais como o controle de insetos ou fungos (Minguela e Cunha, 2010), como
veiculo de dispersdo em baixos volumes de aplicagédo (Bohmont, 2006) e adjuvante.
Uma das principais vantagens da utilizagcdo de 6leos como adjuvantes é a maior
facilidade de penetracdo através da cuticula (Durigan e Correia, 2008).

Embora o uso de adjuvantes tenha sido praticado em muitas situagdes, ainda
escassos sao os estudos sobre a interagdo dos Bt bioinseticidas com adjuvantes,
especialmente sobre o efeito desta interagao na viabilidade, persisténcia e eficiéncia
do Bt em condi¢des de campo (Knaak et al., 2010). Pois os adjuvantes podem afetar
importantes caracteristicas fisico-quimicas (Santos et al., 2019) e biologicas da calda,
inibindo ou estimulando o crescimento vegetativo das colénias (Agostini et al., 2013;
Morris, 1975), reprodugdo, mutagdes, ou até mesmo a inativagcdo dos esporos e

cristais do Bt bioinseticida (Alves et al., 1998).
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2.6 Compatibilidade de Bt e Adjuvantes

Para a utilizagdo em mistura de tanque os Bt bioinseticidas e adjuvantes é
necessario avaliar a sua compatibilidade, pois os adjuvantes podem afetar
importantes caracteristicas fisico-quimicas (Santos et al., 2019) e bioldgicas da calda,
inibindo ou estimulando o crescimento vegetativo das colénias (Agostini et al., 2013;
Morris, 1975).

Os efeitos avaliados na compatibilidade da mistura entre adjuvantes e Bt
podem ser classificadas como: efeitos deletérios, nulos ou mesmo sinérgicos (Morris,
1975; Habib e Garcia, 1981; Kuzmanova, 1981; Seleena et al., 1999). Os efeitos
deletérios atuam inibindo o crescimento vegetativo, reprodugdo, germinagéo,
diminuicdo da viruléncia e mutagao do patdégeno (Alves et al., 1998; Manachini, 2002).
A sensibilidade de B. thuringiensis aos produtos fitossanitarios, além de estar
relacionada a molécula quimica de cada ingrediente ativo, também pode ser
influenciada negativamente pela dosagem utilizada, e também pela presenca de
compostos adicionais nos referidos produtos comerciais, como os emulsificantes e
outros adjuvantes (Dougherty et al., 1970; Morris e Armstrong, 1975; Morris et al.,
1977, Batista Filho et al., 2001; Fadare e Amusa, 2003; Pinto et al., 2012). Os efeitos
sinérgicos ocorrem quando a suscetibilidade de um artropode-praga esta
comprometida por algum nivel de estresse tanto abidtico como bibtico e a atuagéo
combinada de agrotoxico e biolégico promovem um aumento da suscetibilidade desse
hospedeiro (Rossi-Zalaf et al., 2008).

Nesses testes nao sédo considerados alguns aspectos que minimizam ou
anulam efeitos negativos, como por exemplo, a deriva, diminuicdo gradativa da
concentracdo do produto em fungdo de fatores abidticos, ou mesmo a deposigao
irregular do produto no campo (Rossi-Zalaf et al.,2008). As pesquisas visando detectar
os efeitos de agrotoxicos sobre entomopatdgenos iniciaram depois da Segunda
Guerra Mundial, quando as industrias comegaram a produzir em larga escala
organofosforados, hidrocarbonetos clorinados, metilcarbamatos e piretroides (Alves et
al., 1998).

Pesquisas revelam que ensaios realizados in vitro expdem ao maximo os micro-

organismos a agao dos produtos fitossanitarios, podendo diferir das condi¢des de
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campo, onde outros fatores interferem, diminuindo a intensidade das reagbes (Knaac
et al., 2009). Alves et al. (1998) salientaram que a seletividade de um produto testado
in vitro pode ser confirmada em campo, mas o antagonismo apresentado em
laboratério nem sempre pode ser verificado no campo.

Bacillus thuringiensis pode apresentar um melhor desempenho quando
misturado com produtos fitossanitarios, pois alguns micro-organismos do género
Bacillus, degradarem os compostos presentes no produto quimico, visando o proprio
desenvolvimento (Rache e Coats, 1988; Das et al., 1995; Das et al., 2003). Em vista
disso, a integracéo de um adjuvante com o referido entomopatégeno podera propiciar
maior eficiéncia no controle de uma determinada praga quando comparado a calda
aplicada isoladamente (Hardman e Gaul, 1990; Valentine et al., 1996).

Conforme verificado, no ambiente natural, diversos fatores bioticos e abidticos
atuam minimizando os possiveis impactos sobre Bacillus thuringiensis e que escassos
sao os estudos sobre a interagdo dos Bt bioinseticidas com adjuvantes, especialmente
sobre o efeito desta interacdo na viabilidade, persisténcia e eficiéncia do Bt em

condigdes de campo (Knaak et al., 2010).
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Resumo

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria que produz toxinas e esporos toxicos
para diversas ordens de insetos, sendo a principal bactéria utilizada na formulagao de
bioinseticidas. Entretanto, a eficacia do Bt bioinseticida € influenciada pela qualidade
das aplicagbes, sendo que a associagao com outros produtos fitossanitarios, como os
adjuvantes, pode afetar os parametros fisico-quimicos da calda. Este trabalho teve o
objetivo de avaliar os parametros fisico-quimicos; didmetro mediano volumétrico
(DMV), coeficiente de uniformidade das gotas (SPAN) e porcentagem de volume em
gotas suscetiveis a deriva (%V <100um), angulo de contato, tensdo superficial,
potencial hidrogeniénico (pH) e condutividade elétrica (C.E.) de Bt bioinseticidas nas
formulagbes suspensao concentrada (SC) e pdé molhavel (WP), associados a
diferentes adjuvantes. O maior didmetro de gotas e menores valores de gotas
suscetiveis a deriva (%V <100um) foram constatados na formulagdo WP, com menor
potencial de deriva. A adigdo de 6leo mineral e espalalhante adesivo nas caldas do
bioinseticida reduziram os valores de &ngulo de contato e tens&o superficial das gotas,
implicando em maior espalhamento das gotas nas folhas. A adi¢gdo do adjuvante a
base de acido propidnico e lecitina reduziu o pH das caldas em ambas as formulagdes.
Os adjuvantes utilizados nesse estudo afetam as caracteristicas fisico-quimicas das
caldas, aprimorando ou prejudicando a qualidade das aplicagdes de Bt bioinseticidas.

2 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico publicado no periédico Scientific Reports (2019)
9:12525
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Introducgao

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) produz toxinas durante as fases vegetativa
e de esporulagdo® 2 3 que s3do toxicas para diversas ordens de insetos, acaros,
nematoides e protozoarios*. Os Bt bioinseticidas, possuem dois fatores de viruléncia
mais importantes: toxinas Cry e esporos® 2 3. O modo de ag&o envolve as etapas de
(1) ingestao do complexo esporo-cristal pelo inseto suscetivel, (2) solubilizagdo e
processamento da toxina, (3) ligacdo ao receptor, (4) inser¢cdo na membrana, (5)
formagao do poro e (6) lise celular®. Este ultimo é responsavel pela septicemia no final
do processo de infecgdo quando o pH do intestino do inseto € reduzido, tornando
possivel sua germinagao®.

A eficiéncia de bioinseticidas € fortemente influenciada pela qualidade das
aplicagdes, uma vez que, quanto maior a cobertura foliar da pulverizagao maiores as
chances de ingestdo de dose letal do agente bioldgico pelos insetos alvos’. A
aplicagao dos Bt bioinseticidas é feita por pulverizagao, precedida por uma diluicao
em agua. Essa pulverizagdo pode ser isolada ou associada a outros produtos
fitossanitarios como, por exemplo, os adjuvantes’8. A adigao de adjuvantes as caldas
fitossanitarias vem crescendo em importancia devido as melhorias proporcionadas na
aplicacao de produtos fitossanitarios, como a protegdo das gotas e das moléculas
quimicas, reducao de deriva e da evaporagao e melhor espalhamento das gotas na
superficie foliar das plantas® 1% 11,

Além disso, os adjuvantes podem afetar importantes caracteristicas fisico-

quimicas das caldas fitossanitarias como por exemplo, o potencial hidrogeniénico
(pH), a condutividade elétrica (C.E.), a tensdo superficial, com efeito no angulo de
contato das gotas, bem como na formacdo das gotas, influenciando no didametro
mediano volumétrico (DMV), no coeficiente de uniformidade (SPAN) e na
porcentagem de gotas sujeitas a deriva (%V < 100um). O pH em caldas a base de Bt
bioinseticidas é de grande importancia, pois valores abaixo ou acima do considerado
ideal para a calda Bt influenciara na quantidade de esporos viaveis. Caldas de Bt
bioinseticida com pH baixo ocasiona a inativagdo da toxina por aquecimento,
enquanto que o pH elevado proporciona a solubilizacdo de proteinas afetando o
potencial de controle de insetos pragas'® 3. A reducdo da tensdo superficial e do
angulo de contato das gotas impacta no aumento do espalhamento das gotas,
proporcionando maior cobertura da superficie de contato com o alvo, o que aumenta
a probabilidade de contato com os insetos alvo e, consequentemente, a eficiéncia de
controle# 15,16,

No entanto, sdo escassos os estudos sobre a interacao dos Bt bioinseticidas
com os adjuvantes, especialmente sobre o efeito desta interagdo na eficiéncia e
persisténcia do Bt sob condigbes ambientais adversas'’- '8 19, Os adjuvantes podem
inibir ou estimular o crescimento, a reproducédo, mutagdes, ou até mesmo inativar os
microrganismos, diminuindo a viruléncia para uma praga em particular, devido as
interagdes fisico-quimicas na calda®. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito da adi¢cao de adjuvantes nas caracteristicas fisico-quimicas de caldas de Bt
bioinseticidas.
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Resultados

Espectro do tamanho de gotas de pulverizagao

Trés fatores foram levados em consideracido na avaliagdo do espectro do
tamanho de gotas: o didmetro mediano volumétrico (DMV), coeficiente de
uniformidade das gotas (Span) e a porcentagem de gotas susceptiveis a deriva (%V
<100um), que afetaram a cobertura dos alvos da calda pulverizada.

Os maiores valores de DMV foram observados na formulagdo pé molhavel
(WP) quando comparada as caldas da formulagdo suspensdo concentrada (SC).
Quando adicionados os adjuvantes, n&o houve diferengas de DMV na calda do Bt WP.
Na calda Bt SC, apenas a adicdo do 6leo mineral (OM) aferiu em um maior DMV
(Figura 1). Os maiores valores de Span foram observados nos tratamentos com
adjuvante a base de lecitina (LAP), organossiliconado (OA) e nonil fenol etoxilado
(NFE) na formulacdo WP e OM na calda Bt SC. Comparando o Span dentro das
formulagdes, as caldas compostas por nonil fenol polietanol (NFPE) e NFE no Bt WP
apresentaram os maiores valores, enquanto que nas caldas Bt SC, os maiores valores
de Span foram obtidos nas adi¢cdes dos adjuvantes OM, NFPE e NFE (Figura 1). As
caldas da formulacdo SC apresentaram maior risco de deriva (%V < 100pm). Em
ambas as formulagdes, a adi¢do dos adjuvantes 6leo vegetal (EMOS), NFPE e NFE
proporcionaram maiores valores de %V < 100um (Figura 1).

Tensao superficial e angulo de contato

A adigao dos adjuvantes OM, OA e EMOS as caldas WP e SC proporcionaram
as menores tensodes superficiais, sendo as maiores tensdes observadas nas caldas
Bt WP e com o adjuvante LESS (Figura 2). Entre as formulagdes, as menores tensdes
superficiais foram obtidas nas caldas OM, LAP, Bt SC e NFPE respectivamente e as
maiores nas caldas com LESS e o NFE (Figura 3). Nas caldas compostas pelo Bt WP,
as menores tensdes superficiais foram obtidas nas caldas com a adicdo dos
adjuvantes OM, OA e EMOS, enquanto as maiores nas caldas Bt sem adjuvantes e
com os adjuvantes NFPE e LAP (Figura 2).

O angulo de contado das gotas foi diferente para as duas superficies avaliadas,
com maiores valores na superficie de filme parafinico e menores na superficie de folha
de algodao (Tabela 2). Na folha de algodao a formulagdo WP apresentou os menores
angulos de contato quando comparado a SC. Na superficie filme parafinico, os
tratamentos WP com adigdo dos adjuvantes LAP, OA, NFPE e na SC sem adjuvante
e com os adjuvantes LESS e NFE apresentaram maiores &ngulos de contato (Tabela
2). Na comparacgao entre as caldas dentro da formulagao, o LAP na formulagédo WP
na superficie de folha, apresentou o maior angulo, ja na superficie de filme parafinado
a calda Bt WP sem adjuvante foi maior. Na formulacdo SC, a adigdo do LAP e NFE
proporcioou maiores angulos de contato de gotas na superficie de folha. No parafilme,
o Bt SC sem adjuvante e com NFE apresentaram os maiores valores de angulo de
contato das gotas (Tabela 2).
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Potencial hidrogeniénico (pH) e Condutividade elétrica (C.E.)

As caldas foram submetidas a quatro horarios de repouso apoés agitagéo para
avaliagao de potencial hidrogeniénico (pH), e condutividade elétrica (C.E.). Em todos
os horarios de repouso, as formulacbées SC e WP do Bt bioinseticida, a adicao do
adjuvante LAP proporcionou os menores valores de pH e os maiores valores de C.E.,
em todos os periodos de descanso. As caldas compostas pela formulacdo SC
apresentaram os maiores valores de pH e menores valores de C.E., enquanto as
caldas WP apresentaram os menores valores de pH e maiores de C.E. O pH e C.E.
nao variaram significativamente no decorrer do periodo de repouso das caldas (Figura
3).

Discussao

As caldas compostas pela formulagdo Dipel® WP proporcionaram maiores
valores de didmetro mediano volumétrico (DMV), e, portanto, menores riscos de
susceptibilidade a deriva (%V < 100 ym) e potencial de evaporagéo, reduzindo a
inviabilizacdo dos esporos da bactéria por desidratacdo, mantendo maior protecao a
exposicao direta aos raios ultravioleta?!. Gotas maiores podem proporcionar maior
persisténcia e sobrevivéncia do Bt em condigdes ambientais desfavoraveis, tais como
dias quentes, devido a maior quantidade de agua e esporos em sua constituicao.
Gotas muito finas, como as que possuem DMV menor que 100um, que sao muito
susceptiveis a deriva, sdo mais facilmente evaporadas em umidade do ar menor que
55%22.

Neste sentido foram observadas diferengas entre a uniformidade de gotas das
caldas (SPAN), onde as caldas na formulagdo Dipel® SC, apresentaram menores
valores, quando comparadas ao Dipel® WP. O Span indica a uniformidade no diametro
de gotas, de modo que, quanto mais préximo de zero, maior sera a uniformidade, ou
seja, menor a variagao de diametro em relagdo ao DMV. Entao, estas caldas possuem
maior uniformidade de gotas, permitindo aplicagcbes com gotas de didmetro mais
préximo do escolhido, sem grandes variagdes entre gotas pequenas e grandes, que
podem ser perdidas por deriva e por escorrimento, respectivamente?®. Com relagéo a
susceptibilidade a deriva, as caldas Bt WP apresentaram menores potencial de
perdas. Quanto menor for a porcentagem de volume em gotas menores que 100um,
menor o risco potencial de deriva durante a aplicagao de Bt, uma vez que gotas mais
propensas a deriva sofrem mais intensamente a acdo dos fenbmenos
meteoroldgicos?*. Houve diferengas no tamanho de gotas das formulagdes utilizadas
do bioinseticida. Isto é atribuido a constituicdo da formulacdo, pois os componentes
do produto comercial afetam diferentemente o espectro de gotas formadas durante a
pulverizagdo®. Neste estudo a formulagdo SC apresentou maior susceptibilidade a
deriva do que a formulagédo WP.
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A adicao dos adjuvantes diminuiu a tensao superficial das gotas das caldas de
Bt SC e WP. As caldas contendo OM, EMOS e OA apresentam os menores valores
de tensao superficial em ambas as formulagdes. A diminuicdo da tensao superficial
da calda pode estar relacionada ao espalhamento foliar. Contudo, essa correlacao é
dependente da afinidade do liquido com a espécie vegetal na qual a gota é depositada.
E importante ressaltar que existem diferencas na epiderme, como por exemplo, a
composi¢éo da cera cuticular e da anatomia das células entre as espécies vegetais,
que podem afetar de forma mais ou menos intensa o espalhamento?: 27,

Resultados semelhantes foram encontrados para calda Bt quando adicionado
oleo mineral e vegetal, reduzindo a tensdo superficial das gotas de pulverizagéao,
proporcionando maior espalhamento da calda em folhas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz)’. A redugdo na tensao superficial com adigdo de dleos na calda foi
resultante da formagdo de micelas pelas moléculas na calda®® 2°. Essas ligagbes
podem atuar como ponte entre moléculas de agua e do inseticida, o que reduz a
tensdo superficial da calda, substituindo ligagdes mais fortes representadas por
pontes de hidrogénio da agua'. Maiores valores de tensdo superficial foram
observados nas caldas NFPE, NFE, LESS, Bt WP e Bt SC, indicando que essas
podem ter menor poder de espalhamento na superficie foliar. Logo, gotas com
maiores tensdes superficiais, terdo maiores DMV, proporcionando menores riscos de
deriva devido a capacidade que as solugdes com maior tensdo superficial tém de
produzir gotas grossas. Essas por sua vez sdo mais resistentes a acdo do vento
durante as pulverizagdes®.

Os menores angulos de contato das gotas foram verificados nas caldas da
formulacdo WP, tanto para o parafiime como para a folha de algodao. Portanto, as
caldas compostas por esta formulagdo apresentam maior capacidade de
espalhamento sobre a superficie foliar das plantas. Deste modo, a tenséo superficial
influenciou diretamente no angulo de contato das gotas, sendo que quanto menor foi
a tenséao superficial do liquido, menor foi o dngulo de contato. Isso é resultado da
adicdo de tensoativos que promovem rearranjos moleculares de maneira que a
extremidade polar das moléculas volte-se para a agua, enquanto a outra extremidade
voltada para a interface em que o liquido esta em contato, “quebrando” assim a tensao
superficial da calda e, por consequéncia reduzindo o angulo de contato em relagéo a
folha e aumentando a molhabilidade?®.

A adicdo do LAP nas caldas Bt resultou em reducdo do pH e aumento de
condutividade elétrica em todos os periodos de descanso. Meios acidos podem
proporcionar uma maior esporulagdo em caldas a base de Bt'?, pois, durante o
crescimento vegetativo, a bactéria produz e excreta para o meio de cultivo piruvato e
acetato, provenientes da fermentagdo de carboidratos®!. Ao final do crescimento
vegetativo, inicia a sintese de poli-B-hidroxibutirato (PHB), o qual serve como reserva
intracelular de carbono e energia para esporulagdo em muitas Bacillus spp.'®. Quando
um valor minimo de pH é atingido, a sintese de PHB se inicia e & prolongada por
algumas horas, até atingir uma concentracdo maxima juntamente com o inicio da
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esporulacdo®2. O LAP apresenta em sua composigéo acido propidnico e lecitina, que
influenciam na producao de esporos de Bt, pois, a sintese dos cristais proteicos requer
uma elevada quantidade de energia'3, e estes componentes, podem ser uma fonte de
energia de grande importancia para a sintese dos cristais, colaborando para o
crescimento das col6énias em numero e em vigor.

A condutividade elétrica das caldas se manteve constante no decorrer do
periodo de descanso. A formulacido WP apresentou os maiores valores de C.E., essa
diferenga entre condutividade elétrica, pode ser atribuida pela composi¢cao da calda,
o que altera a eficacia bioldgica dos produtos fitossanitarios33. O estudo do pH e da
C.E., sdo importantes, pois estes fatores influenciam no resultado da aplicacdo, uma
vez que podem acelerar a degradagao dos produtos fitossanitarios34.

Conclusoées

A formulacdo Bt WP, com e sem a adigdo adjuvantes, apresentou melhores
caracteristicas quanto ao espectro de tamanho de gotas e espalhamento de gotas na
superficie vegetal, tendo um menor risco de susceptibilidade a deriva por proporcionar
maiores tamanhos de gotas. A adicdo do adjuvante a base de acido propibnico e
lecitina proporcionou pH levemente acido e condutividade elétrica elevada nas caldas,
caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a producao de cristais e esporos de Bt
durante o processo de fermentagéao atuando como fonte de energia.

Métodos

Espectro do tamanho das gotas de pulverizagao

O tamanho de gotas foi determinado com medidor de diametro de particulas
por difragdo de raios laser (Mastersizer S® versédo 2.19). Uma unidade optica nesse
equipamento determina o didmetro das gotas do espectro pulverizado, por meio do
desvio de trajetdria sofrido pelo laser ao atingi-las. Quanto menor a particula, maior é
o grau de difragdo que o raio de luz sofre3®. Os tratamentos estdo descritos na Tabela
1 nas formulagdes Suspensao concentrada (SC) e pé molhavel (WP) e testados com
o modelo de ponta de pulverizagdo de energia hidraulica de jato plano de faixa
ampliada XR11003 (Teedet Technologies), para todas as caldas. A pulverizagao foi
acionada por ar comprimido e a pressao mantida constante a 275 kPa com regulador
de pressao de precisdo para cada ponta. Trés exemplares da ponta foram avaliados
quatro vezes, totalizando 12 repeticdes por tratamento. Usou-se o delineamento
inteiramente ao acaso e foram avaliados os valores de diametro mediano volumétrico
(DMV), coeficiente de uniformidade (Span) e porcentagem do volume com gotas
menores que 100 ym (%V < 100um).
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Tensao superficial e angulo das gotas em superficie de folhas de algodao

A tensao superficial das caldas foi medida em uma secao de folha de algodao
e parafilme, com 0,5 cm de largura por 5 cm de comprimento. A tensao superficial foi
determinada pelo método da gota pendente em tensidmetro automatico (modelo OCA
15 Plus, da Dataphysics Germany). A imagem da gota formada na extremidade de
uma agulha em uma seringa € capturada por uma camera e o equipamento analisa o
formato da gota por assimetria de eixos (ADSA-Axisymmetric Drop Shape Analysis).
A tensao superficial foi determinada através da digitalizagao e analise do perfil da gota,
utilizando para ajuste a equacgéo de Young-Laplace3S.

Estabilidade de calda, pH e condutividade elétrica

No preparo das caldas foram utilizadas provetas de 250 mL com tampa, nas
concentragdes recomendadas de cada produto (Tabela 1). Os produtos liquidos foram
dosados utilizando uma pipeta graduada de 1.000 uL (LabMate®). O pH (pHmetro
QUIMIS® Q400AS) e a condutividade (Condutivimetro Marte® MB-11P) elétrica foram
medidos antes e apds a mistura. O preparo das caldas e avaliagdes foram feitas com
temperatura a 25 + 2°C e umidade relativa a 65 + 5%.

A avaliagdo das caldas foi realizada nos seguintes intervalos: separagao
imediata apds a mistura (0) e apds duas, seis e 24 horas em periodo de repouso,
sendo observados os efeitos das interagdes entre os produtos quanto a
homogeneidade e heterogeneidade (floculagédo, sedimentagéo, separagao de fases,
formacgao de grumos e formagao de cristais) e formagdo de espuma?®’. Na avaliagdo
da floculagdo, formacéo de grumos e cristais foi utilizada peneira de tecido metalico
com abertura nominal de 149 ym38. A sedimentacgéo foi medida pelo volume de calda
depositada ao fundo da proveta.

Analise estatistica

O espectro do tamanho de gotas e a tensao superficial foram analisados em
esquema fatorial 2x8 (Formulag&o do Dipel® vs adjuvantes). O angulo de contato em
esquema fatorial 2x8x2 (Formulagédo do Dipel® vs adjuvantes vs superficie), e os
valores de pH e C.E. analisados em esquema fatorial 2x8x4 (Formulagao do Dipel® vs
adjuvantes vs tempo de leitura). Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e quando significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade pelo programa SAS USER®® versdo 9.3.
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Tabela 1: Produtos comerciais utilizados para avaliar as caracteristicas fisicas e
quimicas das caldas nas formulacdes WP e SC do Dipel, quanto o espectro de
tamanho de gotas, angulo de contato e tenséo superficial das gotas e potencial

hidrogenidnico e condutividade elétrica das caldas.

Caldas*

Dosagens

i.a dos produtos

Dipel® SC

Dipel® SC + In-tec
Dipel® SC + Agral
Dipel® SC + Li-700
Dipel® SC + TA-35
Dipel® SC + Nimbus
Dipel® SC + Silwet
Dipel® SC + Aureo
Dipel® WP

Dipel® WP + In-tec
Dipel® WP + Agral
Dipel® WP + Li-700
Dipel® WP + TA-35
Dipel® WP + Nimbus
Dipel® WP + Silwet
Dipel® WP + Aureo

625mL ha'

625mL ha'+ 0,02% v/v
625mL ha' + 0,02% v/v
625mL ha'+ 0,02% v/v
625mL ha'+ 0,02% v/v
625mL ha' + 750mL ha-1
625mL ha' + 0,02% v/v
625mL ha'+ 375 mL ha'
700g ha'

700g ha' + 0,2% v/v
700g ha'' + 0,2% v/v
700g ha'+ 0,2% v/v
700g ha'+ 0,2% v/v
700g ha' + 750mL ha-1
700g ha'+ 0,2% v/v
700g ha' + 375mL ha'

Bacillus thuringiensis, var. kurstaki
Bt + Nonil Fenol Etoxilado

Bt + Nonil Fenoxi Poli Etanol

Bt + Lecitina e Acido Propiénico

Bt + Lauril Eter Sulfato de Sédio

Bt + Oleo Mineral

Bt + Oxido de Alquileno

Bt + Ester Metilico de Oleo de Soja
Bacillus thuringiensis, var. kurstaki
Bt + Nonil Fenol Etoxilado

Bt + Nonil Fenoxi Poli Etanol

Bt + Lecitina e Acido Propi6nico

Bt + Lauril Eter Sulfato de Sédio

Bt + Oleo Mineral

Bt + Oxido de Alquileno

Bt + Ester Metilico de Oleo de Soja

*Todas as dosagens sdo recomendas pelos fabricantes para o volume de calda de 150L ha. i.a:

Ingrediente ativo.
Fonte: Autor
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Figura 1: Valores de Diametro mediano volumetrico (DMV) Coeficiente de uniformidade
(Span) e percentage de gotas menores que 100um (<100) nas diferentes caldas. Legenda:
SC-Ni: Formulagao SC + OM; SC-Li: Formulagdo SC + LAP; SC-Si: Formulagdo SC + OA,;
SC-Di: Formulagao SC; SC-Ta: Formulagdo SC + LESS; SC-Au: Formulagdo SC + EMOS;
SC-Ag: Formulagdo SC + NFPE; SC-In: Formulagdo SC + NFE. WP-Ni: Formulagdo WP +
OM; WP-Li: Formulagdo WP + LAP; WP-Si: Formulagdao WP + OA; WP-Di: Formulagcdo WP;
WP-Ta: Formulagao WP + LESS; WP-Au: Formulagao WP + EMOS; WP-Ag: Formulagao WP
+ NFPE; WP-In: Formulacao WP + NFE. *Letras mailsculas comparam diferengas entre as
formulagdes. Letras minusculas, comparam diferengas entre os tratamentos dentro de cada
formulagdes. Comparagdes seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de
Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Autor
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Figura 2: Valores da tensao superficial nas diferentes caldas aos 5 segundos. Legenda: SC-
Ni: Formulagédo SC + OM; SC-Li: Formulagcédo SC + LAP; SC-Si: Formulacao SC + OA; SC-Di:
Formulagdo SC; SC-Ta: Formulagdo SC + LESS; SC-Au: Formulagédo SC + EMOS; SC-Ag:
Formulagao SC + NFPE; SC-In: Formulagdo SC + NFE. WP-Ni: Formulagdo WP + OM; WP-
Li: Formulagcao WP + LAP; WP-Si: Formulagao WP + OA; WP-Di: Formulagao WP; WP-Ta:
Formulagdo WP + LESS; WP-Au: Formulagao WP + EMOS; WP-Ag: Formulagédo WP + NFPE;
WP-In: Formulagdo WP + NFE. *Letras mailsculas comparam diferencas entre as
formulagdes. Letras minusculas, comparam diferencas entre os tratamentos dentro de cada
formulagdes. Comparagdes seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de
Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Autor



Tabela 2: Valores de angulo de contato de gotas para as caldas nas
formulagées WP e Sc nas superficies de folha de algodao e parafilme.

Tratamentos Superficie
Folha Parafilme
WP + OM 53,13Bbe’ 73,70Aad
WP + LAP 74,91Bba 88,20Aab
WP + OA 64,73Babc 88,10Aab
WP 57,32Bbcde 99,17Aba
WP + LESS 53,62Bbde 86,57Abc
WP + EMOS 59,06Bbcde 79,44Aacd
S WP +NFPE 68,78Bbab 88,76Aab
‘—E WP + NFE 61,49Bbbcd 88,82Abb
% SC + OM 59,10Bae 74,73Aae
- SC + LAP 82,52Baab 92,20Aab
SC + OA 61,68Bade 79,35Abde
SC 69,43Bacd 107,12Aaa
SC + LESS 71,30Bac 96,26Aab
SC + EMOS 72,50Bac 83,55Aacd
SC + NFPE 75,86Babc 90,72Aabc
SC + NFE 84,24Baa 105,77Aaa

*Legenda: Letras maiusculas na linha comparam diferengas entre as
superficies nos diferentes tratamentos e formulagdes. Letras minusculas
na coluna, comparam diferengas entre formulagdes dentro dos
tratamentos. Letras minusculas sublinhadas comparam diferengas entre
tratamentos dentro de cada formulacdo. Comparag¢des seguidas de
mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 3: Valores de Potencial hidrogenionico (Esquerda) e Condutividade elétrica (Direita)
nos diferentes periodos de repouso apds agitagao. Legenda: SC-Ni: Formulacdo SC + OM,;
SC-Li: Formulagédo SC + LAP; SC-Si: Formulacdo SC + OA; SC-Di: Formulagao SC; SC-Ta:
Formulagdo SC + LESS; SC-Au: Formulagao SC + EMOS; SC-Ag: Formulagao SC + NFPE;
SC-In: Formulagao SC + NFE. WP-Ni: Formulagao WP + OM; WP-Li: Formulagdo WP + LAP;
WP-Si: Formulagdo WP + OA; WP-Di: Formulagao WP; WP-Ta: Formulagao WP + LESS; WP-
Au: Formulagdo WP + EMOS; WP-Ag: Formulagdo WP + NFPE; WP-In: Formulagédo WP +
NFE. *Letras maiusculas comparam diferencas entre as formulag¢des. Letras minusculas,
comparam diferencas entre os tratamentos dentro de cada formulacbes. Comparagdes
seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor Author
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Resumo- Spodoptera frugiperda é uma praga de importancia econdmica para
diversas culturas com relatos de resisténcia crescentes para plantas Bt e inseticidas
quimicos. Bioinseticidas a base da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) podem ser uma

alternativa aos inseticidas quimicos para o seu controle. Entretanto, a eficacia do Bt

3 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista Agriculture, Ecosystems & Environment ¢
encontra-se em avaliacdo para publicacdo.
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bioinseticida € influenciada pela associagdao com outros produtos quimicos, como os
adjuvantes, sendo que a mistura desses produtos pode afetar no crescimento
vegetativo e esporulagao do Bt. Este trabalho teve o objetivo de avaliar o crescimento
vegetativo, esporulagédo e toxidade de Bt bioinseticidas em mistura com adjuvantes
para o controle de S. frugiperda. Os tratamentos foram constituidos pela associagao
do bioinseticida Dipel® nas formulagdes SC e WP associados a diferentes adjuvantes.
Para as avaliagbes dos parametros biolégicos do Bt, foram realizados testes de
compatibilidade das misturas e crescimento de colénia e esporulacdo de esporos.
Para as avali¢des de mortalidade de S. Frugiperda foram utilizadas suspensoées de Bt
nas concentracdes de 10° e 3x108 obtidas das misturas de Bt bioinseticidas e
adjuvantes. Agua destilada foi utilizada como testemunha. A adicéo do adjuvante LI,
proporcionou maior crescimento e esporulacdo em ambas as formulacdes, sendo
classificado como compativel com o Bt bioinseticida. Os demais adjuvantes foram
muito toxicos ao Bt, sendo prejudiciais ao crescimento e esporulagao. Nos testes de
mortalidade das suspensdes de Bt a 106 e 3x108, apenas a mistura de Bt bioinseticidas
com LI e Bt isolado foram eficientes no controle de S. frugiperda. Estes resultados
indicam que a adicdo de adjuvantes a calda com Bt bioinseticidas prejudicam o
crescimento esporulacédo da bactéria o que reduz a eficiéncia do bioinseticida para S.
frugiperda.

Palavras-chave: Bt, lagarta militar, mistura em tanque, toxidade

1. Introducgao
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga de

importancia econémica devido ao seu habito polifago e voracidade (Barros et al.,
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2010; Tavares et al., 2010), alta capacidade reprodutiva e dispersdo de adultos
(Nagoshi et al., 2015), variabilidade entre populagdes (Monnerat et al., 2006) e
multiplas geragdes por ano (Farias et al., 2014). Seu controle € baseado em inseticidas
quimicos e plantas Bt, técnicas de controle que apresentam relatos cada vez mais
frequentes de resisténcia (Bolzan et al., 2019; Gutiérrez-Moreno et al., 2019; Farias et
al., 2016; Storer et al., 2010). Por conta disso, o uso crescente de bioinseticidas a
base de Bacillus thuringiensis vem ganhando destaque no controle de S. frugiperda,
sendo uma tatica de controle eficiente, comparavel aos quimicos (Fiuza et al., 2017;
Sanahuja et al., 2011)

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria gram-positiva que produz toxinas
durante as fases vegetativa e de esporulagdo que sdo toxicas para insetos, acaros,
nematoides e protozoarios (Van Frankenhuyzen, 2009; Crickmore, 2006). O Bt
apresenta grande importancia no controle de pragas devido a sua capacidade de
sintetizar diversas proteinas com atividade inseticida, especialmente as toxinas Vip e
Cry (Chakroun et al., 2016; Palma et al., 2014; Schnepf et al., 1998). O modo de agéo
do Bt bioinseticida envolve as etapas de ingestdo do complexo esporo-cristal pelo
inseto suscetivel, solubilizacdo e ativagao por proteases intestinais, reconhecimento
e ligacdo a receptores no intestino médio, formacéo de poros e lise celular (Jurat-
Fuentes e Crickmore, 2017; Schinemann et al., 2014). A multiplicagado de esporos no
intestino médio do inseto leva a septicemia, processo de infec¢do iniciando quando o
pH do intestino do inseto é reduzido, e que causa a morte do inseto (Raymond et al.,
2008).

A aplicacao dos Bt bioinseticidas é feita por pulverizacédo, que pode ser isolada

ou associada a adjuvantes (Santos et al., 2019; Salvalaggio et al., 2017). A adigédo de
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adjuvantes as caldas fitossanitarias vem crescendo em importancia devido a maior
protegao das gotas e do ingrediente ativo, redugdo de deriva e da evaporagao e
melhor espalhamento das gotas na superficie foliar (Creech et al., 2018; Wang et al.,
2018).

Entretanto, para utilizar a mistura dos Bt bioinseticidas e adjuvantes no tanque
de pulverizagao é necessario avaliar a sua compatibilidade, pois os adjuvantes podem
afetar importantes caracteristicas fisico-quimicas (Santos et al., 2019) e biolégicas da
calda, inibindo ou estimulando o crescimento vegetativo do microrganismo (Agostini
et al., 2013; Morris, 1975), reproducédo, mutagdes, ou até mesmo a inativacdo dos
esporos e cristais do Bt bioinseticida (Alves et al., 1998). Porém, faltam estudos sobre
a interacao dos Bt bioinseticidas com adjuvantes, especialmente sobre o efeito desta
interacao na viabilidade, persisténcia e eficiéncia do Bt em condigdbes de campo
(Knaak et al., 2010). Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar se a adicdo de
adjuvantes na calda de Bt bioinseticida afeta no crescimento, esporulagéo e eficiéncia

para controle de S. frugiperda.

2. Material e Métodos

2.1 Criagcédo de Spodoptera frugiperda

Espécimes de S. frugiperda foram obtidos da criacdo massal da Embrapa Sete
Lagoas, Minas Gerais, Brasil. Os adultos foram mantidos em gaiolas de plastico (35 x
30 cm), com dieta a base de solugdo de agucar a 10% e os imaturos mantidos em

dieta artificial (Greene et al., 1976). As posturas foram coletadas diariamente e apos
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a eclosao das larvas, estas foram individualizadas e acondicionadas em potes de 7cm
de didmetro e 3cm de altura, com dieta artificial até a formagcao das pupas. Apos a
formagdo das pupas, estdo foram sexadas e acondicionadas nas gaiolas para
emergéncia dos adultos. A criagdo permaneceu em camara climatizada com
temperatura de 25 + 2°C e umidade relativa de 60% a 70% de com fotoperiodo de

16:8 (luz: escuro) (Kim et al. 2016).

2.2 Produtos utilizados no experimento
Para a avaliacdo da compatibilidade de Bt bioinseticidas associado a
adjuvantes foram estabelecidos tratamentos registrados para a cultura do algodéao

(Tabela 1).

Tabela 1: Produtos comerciais utilizados para avaliar as caracteristicas fisicas e
quimicas das caldas nas formulacdes WP e SC do Dipel, quanto o espectro de
tamanho de gotas, angulo de contato e tensédo superficial das gotas e potencial
hidrogenidnico e condutividade elétrica das caldas.

Caldas* Dosagens i.a dos produtos

Dipel® SC 625mL ha™' Bacillus thuringiensis, var. kurstaki
Dipel® SC + In-tec 625mL ha'+ 0,02% v/v Bt + Nonil Fenol Etoxilado

Dipel® SC + Agral 625mL ha'+ 0,02% v/v Bt + Nonil Fenoxi Poli Etanol
Dipel® SC + Li-700 625mL ha'+ 0,02% v/v Bt + Lecitina e Acido Propi6nico
Dipel® SC + TA-35 625mL ha'+ 0,02% viv Bt + Lauril Eter Sulfato de Sédio
Dipel® SC + Nimbus 625mL ha' + 750mL ha-'! Bt + Oleo Mineral

Dipel® SC + Silwet 625mL ha'+ 0,02% viv Bt + Oxido de Alquileno

Dipel® SC + Aureo 625mL ha'+ 375 mL ha
Dipel® WP

Dipel® WP + In-tec
Dipel® WP + Agral
Dipel® WP + Li-700
Dipel® WP + TA-35
Dipel® WP + Nimbus
Dipel® WP + Silwet
Dipel® WP + Aureo

700g ha'

700g ha'+ 0,2% v/v
700g ha'+ 0,2% viv
700g ha'+ 0,2% v/v
700g ha'+ 0,2% v/v
700g ha' + 750mL ha'
700g ha'+ 0,2% v/v
700g ha' + 375mL ha"!

Bt + Ester Metilico de Oleo de Soja
Bacillus thuringiensis, var. kurstaki
Bt + Nonil Fenol Etoxilado

Bt + Nonil Fenoxi Poli Etanol

Bt + Lecitina e Acido Propi6nico

Bt + Lauril Eter Sulfato de Sédio

Bt + Oleo Mineral

Bt + Oxido de Alquileno

Bt + Ester Metilico de Oleo de Soja

*Todas as dosagens sdo recomendas pelos fabricantes para o volume de calda de 150L ha™. i.a:

Ingrediente ativo.
Fonte: Autor
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2.3 Testes de compatibilidade do Dipel® WP e Dipel® SC com os adjuvantes

Como substrato para as avaliagdes de compatibilidade de Bt bioinseticidas e
adjuvantes, foi utilizado o meio de cultura agar nutriente (NA), preparado através da
dissolugéo de 18,0 gramas do produto formulado Nutrient Agar® (KASVI, ltalia) em 1
litro de agua destilada, sendo posteriormente autoclavado a 1 atm. por 40 minutos.
Apoés atingir temperatura de 45°C, ponto em que o meio ainda ndo se encontra
solidificado, os adjuvantes nas doses recomendadas foram adicionados e
homogeneizados ao meio de cultura com o auxilio de um agitador magnético, aferindo
o pH da solugdo e entdo vertido em placas de Petri com 9,0 cm de didmetro,
totalizando 10 repeticbes para cada analise de compatibilidade. Cada calda foi
considerada um tratamento. Para a testemunha foi utilizado somente Nutrient Agar®
sem a adicdo dos adjuvantes no meio de cultura para o crescimento do produto
bioldgico.

Ap0s solidificagdo do meio, foi inoculada uma aliquota de 5,0 pL de calda do
bioinseticida na regido central da placa de Petri e espalhada com alg¢a de Drigalski. As
placas inoculadas foram acondicionadas em cémaras de germinagao do tipo
Biological Oxigen Demand (B.O.D.) por um periodo de sete dias, ajustada a
temperatura favoravel ao desenvolvimento do Bt (30 + 2°C), umidade relativa de 70 +
10% e fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro.

Para avaliar o crescimento da colonia, foi utilizado o medidor de area foliar
(modelo CI-202).

Para a contagem de esporos para cada tratamento, foi utilizada uma camara
de Neubauer (BOCCO, Germany) em microscépio otico de contraste de fases com

aumento de 400 x (Zeiss AXIO).
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2.4 Classificagdo de compatibilidade entre bioinseticidas e adjuvantes

Os valores de crescimento vegetativo e esporulagéo dos tratamentos foram
padronizados pela classificacdo de compatibilidade desenvolvida por Alves et al.
(1998) (Tabela 2), que se baseia nos valores médios da porcentagem de esporulagao
e crescimento das coldnias de Bt, com auxilio da seguinte formula (T= 20 * [CV] + 80
* [ESP] / 100), em que T = valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulagéo
para classificagcdo do produto; CV = porcentagem de crescimento vegetativo com
relacdo a testemunha; ESP = porcentagem de esporulagdo com relagdo a
testemunha. A toxidade dos produtos quimicos a Bt € classificada em muito téxico (T
variando de 0 a 30), toxico (T variando de 31 a 45), moderadamente toxico (T variando

de 46 a 60) e compativel (T acima de 60).

2.5 Eficiéncia do Bt em diferentes concentracdes para o controle de Spodoptera
frugiperda

Para os bioensaios de mortalidade, foi utilizada uma aliquota de 100 mL de
suspensdo de Bt na concentragcdo de 108 ou 3 x 108 esporos/mL, dependendo da
esporulagéo dos tratamentos (Polanczyk et al., 2000), aplicadas em discos foliares de
2cm de diametro retirados das plantas de algodao. A aplicagao foi realizada por meio
de com auxilio de uma torre de Potter (Burkard Manufacturing) calibrada a 34,5 kPa,
utilizando um volume de 2 mL de calda em cada pulverizacao (Della Vechia et al.,

2018). Na testemunha foi aplicada agua destilada.
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Apo6s a pulverizacdo, os discos foram acondicionados sobre uma mistura
geleificada de agar-agua a 2,5% (1 mL/célula) em potes de plasticos de 7cm de
didmetro por 3cm de altura. Os discos das folhas de algoddo foram mantidos
separados da camada agar-agua por um disco de papel filtro (Bernardi et al., 2015).
Uma hora apds a aplicagdo das concentragdes, 20 lagartas de segundo instar, foram
distribuidas em 10 repeticbes para cada tratamento (16 tratamentos + testemunha).
Em cada disco de folha, com auxilio de um pincel fino foi inoculada duas lagartas de
até segundo instar de S. frugiperda. No lote correspondente a testemunha foi aplicada
agua destilada, em volume equivalente aos tratamentos.

Para acondicionamento do material, foi utilizada camara incubadora tipo
B.O.D., regulada para 25 +0,5 °C, 65 £10% de UR e 12 horas de fotofase. Nesses
bioensaios os tratamentos foram avaliados diariamente até o 7° apds a aplicacédo da

bactéria.

2.6 Estatistica utilizada nos experimentos

O crescimento das colbnias e o numero de esporos foram representados em
esquema fatorial 2x8 (Formulagdo do Dipel® vs adjuvantes). A mortalidade das
lagartas foi analisada em esquema fatorial 2x8x7+1 (Formulagdo do Dipel® vs
adjuvantes vs tempo de avaliagéo + testemunha). Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia e quando significativas, as médias foram comparadas pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa SAS USER versao 9.4.
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3. Resultados

3.1 Efeito dos tratamentos no crescimento vegetativo.

A formulacdo SC apresentou maior desenvolvimento de colénias, em
praticamente todas as misturas avaliadas, exceto da adicdo de TA, onde este
apresentou maior tamanho de colénia na formulagdo do Dipel WP. A adi¢cdo do
adjuvante LI, que é composto por lecitina e acido propiénico, acarretou efeito aditivo
na calda do Bt bioinseticida, havendo maior crescimento vegetativo para ambas as

formulagdes do Bt bioinseticida.

AU {1 @ SC Ac* Acd = wp
NI 4 Ac Acd
IN A Ac Acd
§ o A i B
8 1A Bc Ac
Sl 4 Ac Ad
AG 1 Ac Acd
Bt | Ab _ H Be
-120 —160 —E;O —éO —4‘0 —2‘0 (I) 20 40 60 80 100 120
Tamanho de Colonias (cn?)

Fig. 1. Tamanho médio de colénias das misturas de Bt bioinseticidas com adjuvantes.
Legenda: *Letras maiusculas comparam efeito de formulagdo. Letras minusculas
comparam efeito de adicdo de adjuvante nas caldas. SC — Suspengao concentrada;
WP — Pé molhavel; AU — Aureo; NI — Nimbus; IN — In-tec; Li — Li-700; TA — TA35; S| —
Silwet; AG — Agral; Bt — Bt bioinseticida. Fonte: autor

3.2 Efeitos dos tratamentos na esporulagéo

A adigdo dos adjuvantes siliconados, 6leos e espalhantes adesivos causou
reducdo no numero de esporos, enquanto a adigdo do adjuvante LI proporcionou um
maior numero de esporos, sendo que esse adjuvante atuou como aditivo na calda

bioinseticida, proporcionando maior esporulacéo do que os bioinseticidas isolados.
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Fig. 2: Contagem média de esporos obtidos das misturas de Bt bioinseticidas com
adjuvantes. Legenda: *Letras maiusculas comparam efeito de formulagédo. Letras
minusculas comparam efeito de adicdo de adjuvante nas caldas. SC — Suspencgao
concentrada; WP — Pé molhavel; AU — Aureo; NI — Nimbus; IN — In-tec; Li — Li-700; TA
— TA35; Sl — Silwet; AG — Agral; Bt — Bt bioinseticida. Fonte: autor

3.3 Classificagcdo de compatibilidade dos adjuvantes a Bt bioinseticidas

Para a classificagdo de compatibilidade dos adjuvantes adicionados aos Bt
bioinseticidas, todos os adjuvantes foram classificados como muito téxicos quando
adicionados a calda de Bt bioinseticidas, com excec¢éo do LI que foi classificado como
compativel (Tabela 2), além de apresentar efeito aditivo no crescimento vegetativo e
esporulacédo para classificacdo de produtos, apresentando maiores quantidades de
tamanho de coldnias e esporos quando comparado ao Bt isolado que apresentou valor

de T igual a 100.
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Tabela 2: Valores de T para a classificagdo do efeito de adjuvantes sobre
Bacillus thuringiensis.

Caldas Valorde T Classificagao do Produto
SC + IN 3,19 Muito téxico
SC + AG 2,18 Muito téxico
SC + LI 146,07 Compativel
SC+TA 0,99 Muito téxico
SC + NI 0,99 Muito téxico
SC + S| 0,23 Muito toxico
SC + AU 0,41 Muito toxico
WP + IN 2,02 Muito téxico
WP + AG 3,09 Muito téxico
WP + LI 137,13 Compativel
WP + TA 6,99 Muito toxico
WP + NI 1,23 Muito téxico
WP + S| 0,22 Muito téxico
WP + AU 0,34 Muito toxico

Legenda: WP — P6 molhavel; AU — Aureo; NI — Nimbus; IN — In-tec; Li — Li-700; TA —
TA35; SI — Silwet; AG — Agral; Bt — Bt bioinseticida.

3.4 Eficiéncia dos Bt tratamentos para Spodoptera frugiperda

As suspensdes na concentracdo de esporos de 10® do Bt bioinseticida nas
formulagdes WP e SC causaram maior mortalidade 5 dias apds a aplicagao dos
tratamentos, sendo que apenas as suspensodes isoladas e com adi¢gao do LI causaram
mortalidade acima dos 65% e nos demais tratamentos a mortalidade variou entre 15
e 30% (Tabela 3; Figuras 3 e 4). Para a mortalidade de S. frugiperda na concentragéo
de 3x108 esporos, Bt bioinseticidas com e sem a adi¢éo do LI proporcionaram mais de

90% de mortalidade (Figura 5).
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Tabela 3: Mortalidade diaria de Spodoptera frugiperda submetida a misturas dos
adjuvantes e Bt bioinseticidas nas formula¢ées Dipel SC e Dipel WP.

Suspensodes 1D 2D 3D 4D 5D 6D 7D

Testemunha 0Aa £ 0,00 5Aa + 5,00 5Ab + 5,00 10Ac £ 5,80 10Ab + 5,80 10Ab + 5,80 10Ab + 5,80
Bt SC 0Aa £ 0,00 5Aa +5,00 30Aab+5,77 45Aab+5,00 65Aa + 5,00 70Aa + 5,00 80Aa + 5,77
SC+IN 10Aa+£5,77 15Aa +5,00 15Aab 15,00 20Abc +0,00 25Ab 15,00 25Ab 15,00 35Ab 9,57
SC + AG 0Aa £ 0, 00 5Aa t 5,00 5Ab £ 5,00 20Abc % 8,20 25Ab 12,9 25Ab + 12,9 25Ab £ 12,9
SC+ LI 10Aa+5,8 10Aa 5,80 40Aa +0,00 50Aa £ 5,77 70Aa + 5,00 85Aa £ 5,77 85Aa £ 5,00
SC+TA 5Aa £ 5,00 5Aa+5,00 15Aab+5,00 20Aab 5,80 20Ab 15,80 20Ab * 5,80 20Ab * 5,80
SC+ NI 5Aa £5,00 10Aa £5,77 10Ab 15,77 20Abc 11,5 20Ab 19,57 20Ab 19,57 20Ab £9,57
SC + AU 0Aa £ 0,00 5Aa + 5,00 10Ab £ 10,0 15bc +9,57 15Ab +11,54 15Ab + 11,54 15Ab + 11,54
Bt WP 10Aa £ 5,77 25Aa + 9,57 45Aa + 9,57 55Aa + 12,5 75Aa + 8,16 75Aa + 9,57 75Aa + 9,57
WP + IN 10Aa+10,0 10Aa+10,0 20Aab 5,77 25Abc * 5,00 25Ab + 5,00 25Ab + 8,16 25Ab + 8,16
WP + AG 0Aa +0,00 10Aa+5,77 20Aab 8,16 20Ac + 5,00 20Ab + 5,00 20Ab + 5,00 20Ab + 5,00
WP + LI 5Aa +5,00 20Aa+8,16 30Aab+ 10,0 50Aab +5,77 70Aa £ 5,00 80Aa + 5,77 80Aa + 5,77
WP+ TA 5Aa +5,00 10Aaz*5,77 15Ab + 5,00 20Ac + 0,00 20Ab + 5,77 20Ab + 5,00 20Ab + 5,00
WP + NI 5Aa +5,00 10Aa+ 10,0 10Ab + 10,0 15Ac + 9,57 15Ab + 8,16 15Ab + 5,00 15Ab + 5,00
WP + AU 5Aa 5,00 10Aa 5,77 15Ab £ 5,00 15Ac = 5,00 15Ab £ 5,00 15Ab * 5,00 15Ab * 5,00

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Tukey. Letras maiusculas comparam valores de mortalidade entre as formulagdes.
Letras minusculas comparam efeito de mortalidade dentro de cada formulagéo. Legenda:
SC-Suspensio concentra; WP—-P6 molhavel; AU-Aureo; NI-Nimbus; IN-In-tec; Li—Li-
700; TA-TA35; SI-Silwet; AG—Agral; Bt-Bt bioinseticida. Testemunha - aplicagcado de
agua.
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Fig. 3: Mortalidade acumulada de Spodoptera frugiperda causada por misturas de
adjuvantes e Bt bioinseticidas na formulagao suspensao concentrada (SC). Legenda:
Concentragéo de 108 esporos por tratamento. Fonte: autor
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Fig. 4: Mortalidade acumulada de Spodoptera frugiperda mediante aplicagdo de
misturas de adjuvantes e Bt bioinseticidas na formulagdo p6 molhavel (WP). Legenda:
Concentracédo de 108 esporos por tratamento. Fonte: autor
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Fig. 5: Mortalidade acumulada de Spodoptera frugiperda mediante aplicagdo das
misturas de Li e Bt bioinseticidas nas formulagées pé molhavel (WP) e suspensao
concentrada (SC). Legenda: Concentragédo de 3x108 esporos por tratamento. Fonte:
autor

4. Discussao

O adjuvante LI a base de acido propibnico e lecitina proporcionou maior
crescimento vegetativo principalmente na formulagao Dipel SC. A lecitina e o acido
propidnico podem ser uma fonte de energia de grande importancia para a sintese dos
cristais, colaborando para o crescimento das col6nias (Gong et al., 2012). Nos demais
tratamentos o crescimento das colonias de B. thuringiensis foi pequeno,
principalmente nas obtidas da mistura do Bt com o 6xido de alquileno.

As doses dos adjuvantes LI, SI, TA, IN e AG foram 10 vezes maiores na

formulacdo WP do que na SC, conforme consta na bula dos bioinseticidas, o que
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explica a redugao do crescimento vegetativo para o LI nas caldas de Bt bioinseticidas
na formulagao WP. Para os adjuvantes a base de 6leo mineral e 6éleo de soja, foram
utilizadas as doses recomendadas pela fabricante dos adjuvantes, pois em situagdes
de campo, o uso de doses reduzidas destes adjuvantes se torna inviavel, podendo
assim essas doses mais altas terem afetado no crescimento vegetativo e esporulagéo
dos Bt bioinseticidas associados aos 6leos.

A inibicdo ou reducéo do crescimento vegetativo de bioinseticidas é frequente
quando o agricultor aumenta a dose de produtos fitossanitarios, como por exemplo os
inseticidas thiametoxan, malation e fipronil associado ao Bt bioinseticida (Pinto et al.,
2012). No entanto, quando foi utilizada a dose recomendada pelo fabricante, nédo
houve incompatibilidades entre o Bt bioinseticida e os inseticidas quimicos (Pinto et
al., 2012; Agostini et al., 2014). Isto refor¢a que a alteragao da dose recomendada dos
produtos quimicos no preparo das misturas de caldas com Bt bioinseticidas aumenta
as chances de incompatibilidade.

Apesar do pH ser um fator limitante para o crescimento vegetativo de colénias
e esporulacdo de Bt, sendo que em meios acidos de pH até 5,0 a germinagao de
esporos é reduzida substancialmente (Silva et al., 2012; Petras e Casida, 1985) e em
meios alcalinos, com pH superiores a 8, a germinagao dos esporos € cessada pela
solubilizag&do das proteinas (Wilson e Benoit, 1993), no presente estudo, foi verificado
maior crescimento vegetativo e esporulagcdo de esporos na mistura de Bt
bioinseticidas e LI, com pH variando de 3,5 para a formulacdo WP e 4 para a SC
(Santos et al., 2019), indicando que pH menor que 5 ndo afetou o crescimento

vegetativo de col6nias e numero de esporos.
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A adicao do LI proporcionou um meio acido para as caldas dos Bt bioinseticidas
proporcionando maiores tamanhos de coldnias e numeros de esporos, reforcando que
meios acidos podem proporcionar uma maior esporulagdo em caldas a base de Bt (Liu
e Tzeng, 1998), pois a bactéria produz e excreta para o meio de cultivo piruvato e
acetato durante o crescimento vegetativo, esses acidos s&o provenientes da
fermentacdo de carboidratos (Chen et al., 2012), os quais servem como reserva
intracelular de carbono e energia para esporulagdo em muitas Bacillus spp. (Gong et
al.,, 2012). Quando um valor minimo de pH é atingido, a sintese de poli-p-
hidroxibutirato (PHB) ocorre por algumas horas, até atingir uma concentragédo maxima
com o inicio da esporulagao (Kominek e Halvorson, 1965). Nesse caso a adi¢do do
adjuvante LI proporcionou reserva energética com lecitina e acido propiénico durante
a esporulacao da bactéria influenciando em uma maior producao de esporos de Bt em
ambas as formulagoes.

Neste sentido, presume-se que o pH nao deve ser considerado o principal fator
determinante na esporulacédo de Bt, mas também os componentes da formulagdo dos
adjuvantes adicionados a cada Bt, como a lecitina e o acido propidénico presente no
LI. Além disso, outros trés processos distintos estdo envolvidos na germinacdo de
esporos bacterianos, (1) a presenga de receptores especificos na membrana interna
do esporo, (2) a presenga de canais ibnicos e (3) a agdo de enzimas liticas na
degradagao do cortex celular. Assim, a germinagdo pode ser desencadeada pela
presenga de aminoacidos, agucares e nucleotideos que se ligam a receptores, bem
como sais e ions de Ca*? presentes na calda (Setlow, 2003).

Todos os adjuvantes, com excecédo do LI, foram classificados como muito

toxicos para o crescimento vegetativo e esporulagdo, proporcionando redugdo no
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crescimento vegetativo e esporulagao, o que afeta negativamente a eficiéncia dos Bt
bioinseticidas. As principais variaveis entre a compatibilidade de um produto
fitossanitario para com um Bt bioinseticida pode ser representada principalmente pelo
ingrediente ativo e sua concentragao utilizada, tanto para o grupo dos adjuvantes
quanto para os herbicidas, inseticidas, fungicidas, e outros produtos fitossanitarios
(Morris, 1975; Chen et al.,, 1974). Nesse sentido os tensoativos presentes nos
adjuvantes siliconados, espalhantes adesivos e os dleos utilizados nesse trabalho
afetaram a compatibilidade entre o bioinseticida.

Os Bt bioinseticidas em mistura com adjuvantes siliconados, espalhantes
adesivos e Oleos nao foram eficientes no controle de S. frugiperda. Diversos produtos
fitossanitarios adicionados a calda de Bt bioinseticidas podem inibir o crescimento
vegetativo e esporulacao Bt (Salama et al., 1984; Morris, 1977; Dougherty et al., 1971),
este fato pode estar relacionado com a dose do produto quimico adicionada na calda
Bt, pois doses elevadas podem inibir o crescimento vegetativo da bactéria (Lozano et
al., 2018; Agostini et al., 2013; Pinto et al., 2012; Silva et al., 2012) afetando sua
eficiéncia no campo.

Diversos fatores podem afetar a atividade de Bt bioinseticidas, tais como
estrutura e fungao intestinal dos insetos, dificultando a solubilizagdo no intestino ou
impedindo a ligagao de proteinas para receptores especificos na membrana intestinal,
diversidade de toxinas, estrutura proteica e solubilizagado da proteina, interacdes entre
toxinas (Jurat-Fuentes e Crickmore, 2017; Gill, 1995), bem como a estrutura e
processo de germinagédo dos esporos (Liu et al., 1998). Estes fatores podem estar
associados a ligagao desses produtos a proteina Cry, reduzindo a mortalidade o inseto

alvo. A utilizag&do de produtos fitossanitarios seletivos a Bt bioinseticidas € um método
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de manejo integrado muito importante quanto aos aspectos de segurancga e eficiéncia
no controle de pragas, principalmente em cultivos onde ha diferentes tipos de
aplicagdes de produtos fitossanitarias (Alves et al., 1998).

Com base nos resultados obtidos, é evidente que a acdo de adjuvantes no
crescimento vegetativo e esporulagdo de Bt pode ser influenciada pela natureza
quimica dos produtos, bem como a sua concentracdo, podendo atuar como
antagonistas, sinérgicos e aditivos na calda bioldgica (Batista-Filho, et al., 2001).
Assim como os resultados demonstram, a presenca de emulsificantes e outros
aditivos emulsionaveis concentrados nas formulagdes dos adjuvantes podem
contribuir para incompatibilidades com entomopatdégenos, representando assim um
fator adicional importante a ser controlado na elaboragcdo de novas formulacdes
comerciais (Morris, 1977). Desta forma, para o uso de adjuvantes associados a
bioinseticidas, deve-se procurar aqueles que proporcionem a preservagao da proteina
Cry e interacédo favoravel para a sua atuagdo na produgdo dos esporos e cristais

potencializados no intestino dos insetos e responsaveis pela agéo inseticida.

5. Conclusoes

Conclui-se que o LI apresentou a melhor interacdo com os Bt bioinseticidas,
proporcionando maiores tamanhos de colénias e numero de esporos e um eficiente
controle de S. frugiperda em condicdes de laboratoério, podendo ser indicado para uso
a campo. Os demais adjuvantes adicionados a calda Bt foram classificados como

muito téxico, afetando o crescimento vegetativo e esporulagao da bactéria.
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CAPITULO 4 - Influéncia da adicdo de adjuvantes e incidéncia de chuva na
eficacia de Bacillus thuringiensis no controle de Spodoptera frugiperda em

algodao

Resumo: O algodao é uma cultura relevante na economia mundial, no entanto,
sofre com a presencga de pragas, a exemplo a Spodoptera frugiperda, que pode causar
sérios danos a cultura. Uma alternativa ao controle quimico dessa praga,
bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis (Bt) pode ser uma alternativa de
controle eficiente. Porém a eficiéncia de Bt pode ser afetada por fatores abidticos
como a chuva. Uma opc¢ao que possa dar protecao aos esporos de Bt, € a adicdo de
adjuvantes na calda. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da
chuva na eficiéncia de Bt bioinseticidas associados a adjuvantes para o controle de S.
frugiperda. Os tratamentos foram compostos pelo bioinseticida Dipel® WP e Dipel® SC
associado a diferentes adjuvantes. Apds a aplicagdo dos tratamentos, parte das
plantas de algodao foram submetidas a chuva artificial e outra parte foi acondicionada
em casa de vegetagdo. Foi realizada a contagem de esporos para afericdo da
persisténcia dos esporos de Bt apds aplicacdo da chuva artificial. Os testes de
mortalidade foram avaliados 1, 12, 24, 48 e 72 horas apdés a aplicacdo dos
tratamentos. A incidéncia da chuva proporcionou redug¢ao na quantidade de esporos
e controle de S. frugiperda nos periodos de tempo avaliados. A persisténcia do Bt foi
reduzindo gradativamente no decorrer das horas apos aplicagéo das caldas. A adi¢gao
do adjuvante LI acarretou maiores quantidades de esporos e taxas de controle de S.
frugiperda. A cerca disso, Bt bioinseticidas associadas ao adjuvante LI pode ser
incrementada no manejo integrado de pragas sendo uma alternativa eficiente ao
controle quimico.

Palavras-chave: Bt bioinseticidas, fatores abidticos, lagarta-do-cartucho,
mistura em tanque.
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Abstract: Cotton is a relevant crop in the world economy, however, suffers from
the presence of pests, such as Spodoptera frugiperda, which can cause serious
damage to the crop. An alternative to chemical control of this pest, Bacillus
thuringiensis (Bt) based bioinsecticides may be an efficient control alternative. But Bt
efficiency can be affected by abiotic factors such as rain. One option that can protect
Bt spores is to add adjuvants to the syrup. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the influence of rain on the efficiency of Bt bioinsecticides associated with
adjuvants to control S. frugiperda. The treatments were composed by bioinsecticide
Dipel® WP and Dipel® SC associated with different adjuvants. After the treatments were
applied, part of the cotton seedlings were subjected to simulated rain and another part
was placed in a greenhouse. Spore counting was performed to measure the
persistence of Bt spores after simulated rain application. Mortality tests were evaluated
1,12, 24, 48 and 72 hours after treatment application. The incidence of rain provided
reduction in the amount of spores and control of S. frugiperda in the evaluated time
periods. Bt persistence gradually decreased over the hours after spray application.
Addition of LI adjuvant resulted in higher spores and control rates of S. frugiperda. In
addition, Bt adjuvant-associated bioinsecticides can be enhanced in integrated pest

management as an efficient alternative to chemical control.

Keywords: abiotic factors, Bt bioinsecticides, fall armyworm, tank mix.
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1. Introducgao

O algodao (Gossypium hirsutum L.) € uma cultura relevante para a economia
mundial, devido principalmente a producéo da fibra e dos subprodutos 6leo e farinha
para alimentagdo animal (Bakhsh et al., 2015; Constable e Blange, 2015; Echer et al.,
2010). O cultivo do algodao hospeda um complexo de pragas, que ocorrem desde as
raizes até os capulhos (Santos, 2011). Dentre as pragas, Spodoptera frugiperda (JE
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) tem se destacado devido aos danos causados na
cultura (Martinelli et al., 2006).

O controle de S. frugiperda é realizado por aplicagdes de inseticidas quimicos,
no entanto, essa tatica de controle tem apresentado alguns desafios, como a
resisténcia da praga a diversas moléculas quimicas (Gutiérrez-Moreno et al., 2019;
Nascimento et al., 2016; Carvalho et al., 2013). Por conta disso, o uso de bioinseticidas
a base de Bacillus thuringiensis (Bt) vem crescendo e ganhando destaque no controle
de S. frugiperda, sendo uma alternativa de controle eficiente aos quimicos (Fiuza et
al., 2017; Sanahuja et al., 2011) por sintetizarem diversas proteinas com atividade
inseticida, especialmente as toxinas Vip e Cry (Chakroun et al., 2016; Palma et al.,
2014; Schnepf et al., 1998).

No entanto, a eficiéncia de Bt bioinseticidas pode ser afetada por condi¢des
ambientais adversas, como a ocorréncia de chuva apds as aplicagdes. A incidéncia
da chuva apés as aplicacbes de Bt bioinseticidas pode promover a remogao de até
50% dos esporos e cristais das folhas das plantas pela lavagem das folhas durante a
chuva, reduzindo assim a atividade inseticida e residual da bactéria (McGuire et al.,
1994, McGuire e Shasha 1995; Sundaram e Sundaram, 1996). Sendo assim,
necessario a adicao de produtos a calda de Bt bioinseticida que possa promover

protecao aos esporos.

Os adjuvantes podem ser adicionados as caldas de Bt bioinseticidas com a
finalidade de promover protecdo contra os efeitos da chuva (Behle et al.,, 1997;
Mulrooney e Elmore, 2000; Gindin et al., 2008). Porém, a adi¢do de adjuvantes a calda
de Bt bioinseticidas pode afetar nas caracteristicas fisico-quimica das caldas, como
pH e condutividade elétrica, tensao superficial, angulo de contato e tamanho das gotas

pulverizadas (Santos et., 2019), bem como a viabilidade e numero de esporos da
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calda* e poucos sdo os estudos que confirmem que a adigdo de adjuvantes a calda
de Bt bioinseticidas possa ser eficiente na protecdo de esporos e cristais mediante a
incidéncia de chuvas. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi aferir se a
adicdo de adjuvantes na calda de Bt bioinseticidas possa promover protegcdo de
esporos de Bt sob chuva artificial para o controle de Spodoptera frugiperda no

algodéo.
2. Metodologia

2.1 Plantio do algodoeiro

As plantas do algodao foram conduzidas em casa de vegetagao do Depto. de
Fitossanidade da Universidade Estadual Paulista, cAmpus de Jaboticabal, Sdo Paulo
(latitude de 21° 15" 17" S, longitude de 48° 19' 20” W e altitude média de 575 m), em
janeiro de 2017 e 2018. Vasos de 12 L (120 vasos) contendo substrato na proporgéo
3:1:1 (Terra: Areia: Esterco) foram semeados com 4 sementes de algodao da cultivar
FM 910 da Bayer® susceptivel a S. frugiperda. Vinte dias apds a emergéncia das

pléntulas foi realizado desbaste deixando-se a planta mais vigorosa por vaso.

2.2 Criacao de Spodoptera frugiperda

Individuos de S. frugiperda foram obtidos da criagdo massal da Embrapa sete
lagoas, Minas Gerais, Brasil. Os adultos foram mantidos em gaiolas de plastico (35 x
30 cm), com dieta a base de solugdo de agucar a 10% e os imaturos mantidos em
dieta artificial (Greene et al, 1976). As posturas foram coletadas diariamente e apds a
eclosao das larvas, estas foram individualizadas e acondicionadas em potes de 7cm
de didametro e 3cm de altura, com dieta artificial até a formagao das pupas. Apos a
formacdo das pupas, estdo foram sexadas e acondicionadas nas gaiolas para
emergéncia dos adultos. A criagcdo permaneceu em camara climatizada com
temperatura de 25 + 2°C e umidade relativa de 60% a 70% de com fotoperiodo de
16:8 (luz: escuro) (Kim et al. 2016).

4 Dados n3o publicados
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Para os testes de chuva artificial e mortalidade de Spodoptera frugiperda foram

utilizados Bt bioinseticidas nas formulagdées SC e WP associadas a adjuvantes nas

doses registradas a campo para as culturas de algodao (Tabela 1).

Tabela 1: Produtos comerciais utilizados para avaliar o crescimento vegetativo e
esporulacdo nas caldas nas formulagdes WP e SC do Dipel associadas a

adjuvantes.

Caldas* Dosagens i.a dos produtos

Dipel® SC 625mL ha Bacillus thuringiensiskurstaki
Dipel® SC + IN 625mL ha™'+ 0,02% v/v Bt + Nonil Fenol Etoxilado

Dipel® SC + AG 625mL ha™'+ 0,02% v/v Bt + Nonil Fenoxi Poli Etanol
Dipel® SC + LI 625mL ha'+ 0,02% v/v Bt + Lecitina e Acido Propiénico
Dipel® SC + TA 625mL ha™'+ 0,02% v/v Bt + Lauril Eter Sulfato de Sédio
Dipel® SC + NI 625mL ha'+ 750mL ha-1 Bt + Oleo Mineral

Dipel® SC + Sl 625mL ha™'+ 0,02% v/v Bt + Oxido de Alquileno

Dipel®SC + AU  625mL ha'+ 375 mL ha' Bt + Ester Metilico de Oleo de Soja
Dipel® WP 700g ha™ Bacillus thuringiensiskurstaki
Dipel® WP + IN 700g ha™'+ 0,2% viv Bt + Nonil Fenol Etoxilado

Dipel® WP + AG  700g ha™' + 0,2% v/v Bt + Nonil Fenoxi Poli Etanol
Dipel® WP + LI 700g ha'+ 0,2% v/v Bt + Lecitina e Acido Propiénico
Dipel® WP + TA  700g ha™' + 0,2% v/v Bt + Lauril Eter Sulfato de Sédio
Dipel® WP + NI 700g ha' + 750mL ha-1 Bt + Oleo Mineral

Dipel® WP + Sl 700g ha' + 0,2% v/v Bt + Oxido de Alquileno

Dipel® WP + AU  700g ha™'+ 375mL ha™ Bt + Ester Metilico de Oleo de Soja

*Todas as dosagens sao recomendas pelos fabricantes para o volume de calda
de 150L ha™. i.a - Ingrediente ativo. WP — Pé molhavel; AU — Aureo; NI — Nimbus;
IN — In-tec; Li — Li-700; TA — TA35; SI — Silwet; AG — Agral; Bt — Bt bioinseticida.

Fonte: Autor

2.4 Pulverizagao dos Bt bioinseticidas

As aplicagdes foram realizadas em um pulverizador montado em quadriciclo

em que a calda foi pressurizada constantemente (CO2) trabalhando a velocidade

constante de 9 km/h e provido de pontas de pulverizagdo de energia hidraulica de jato

plano de faixa ampliada XR11003 na pressao de trabalho de 2,7 bar. Cada tratamento

foi composto por quatro plantas de algoddo que configuraram as repeti¢coes. As

aplicagdes foram realizadas no periodo da manha com temperatura média de 30 + 2°c

e umidade relativa variando de 50 + 5%. Todas as caldas foram aplicadas com
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intervalo de 5 minutos entre cada tratamento. Apds as pulverizagdes, as plantas de

algodao foram conduzidas para uma sala de chuva artificial.

2.5 Aplicacao de chuva artificial

Uma hora apds a pulverizagdo dos Bt bioinseticidas, as plantas de algodao
receberam uma lamina de chuva artificial de 20 mm. O simulador de chuva foi
posicionado a uma altura de 2.87m em relagcdo ao nivel do solo e trabalhara a uma
pressao de 138 kPa (Decaro et al. 2016) e equipado com seis pontas de pulverizagao
do modelo FL10 (TeeJet®), produzindo gotas extremamente grossas espagadas a

cada 0,25 metros uniformemente em um tubo circular.

2.6 Viabilidade e persisténcia de esporos

Uma, 12, 24, 48 e 72 horas ap0és a aplicagédo da chuva artificial, foi retirado um
disco foliar da parte médio-superior de cada planta por tratamento para verificacdo da
contagem de esporos. Cada disco foliar foi acondicionado em tubos de Falcon® de
10mL contendo agua destilada, os tubos foram agitados em agitador tipo vortex (MOD.
AP56 [rpm=2000]), e apos agitacao, foi retirada uma aliquota de 100 pL de solugéo.
A contagem dos esporos foi realizada com o auxilio de camera de Neubauer (Alves e
Moraes, 1998) e microscépio de contraste de fase (Carl zeiss- Axio LabA1) em

aumento de 400 x

2.7 Atividade larvicida de Bacillus thurigiensis

Uma, 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a aplicagao da chuva artificial, discos foliares
com 2 cm de didmetro foram oferecidos para as lagartas de até 2° instar de S.
frugiperda para efeito de eficiéncia de controle. A mortalidade larval foi registada até
96 horas do inicio do experimento (Sathya et al., 2016). Cada tratamento foi composto
por 4 repeti¢cdes, tendo cada repetigdo um grupo de 5 lagartas de até 2° instar (Ugkan

e Sak, 2010). Para anular o efeito de mortalidade dos adjuvantes a S. frugiperda foram
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utilizadas caldas compostas por apenas adjuvantes e realizado os mesmos testes de

mortalidade para as caldas de Bt bioinseticidas associadas a adjuvantes.

2. 8 Andlises estatisticas

O numero de esporos e a mortalidade de lagartas de S. frugiperda foram
representados em esquema fatorial 2x2x8x5+1 (Presenga e auséncia de chuva vs
formulagdo do Dipel® vs adjuvantes vs tempo de avaliagdo e testemunha). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e quando significativas, as médias
foram comparadas pelo teste t de Studant a 5% de probabilidade pelo programa SAS
USER verséo 9.4.

3. Resultados

A aplicagéo da chuva artificial proporcionou menores valores na contagem de
esporos nas caldas de Bt bioinseticidas com e sem adigdo dos adjuvantes em todos
os periodos avaliados. As caldas de Bt bioinseticidas nas formulacbées SC e WP
isoladas e com adicido do LI obtiveram a maior quantidade de esporos em todos os
intervalos de tempo. As maiores quantidades de esporos foram verificados a 1 e as
12 horas apos a aplicagdo dos tratamentos sobre as plantas de algoddo, em ambas

as formulagdes avaliadas tanto na auséncia como na presenca da chuva artificial

(Figuras 1 e 2; Tabela 2).
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Figura 1. Numero médio de esporos obtidos do Bt bioinseticida na formulagdo SC
associado a diferentes adjuvantes, sem (esquerda) e com (direita) aplicagao de chuva
artificial. Legenda: SC-Suspensao concentra; AU-Aureo; NI-Nimbus; IN-In-tec; Li—Li-
700; TA-TA35; SI-Silwet; AG—Agral; Bt—Bt bioinseticida.
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Figura 2. Numero médio de esporos obtidos do Bt bioinseticida na formulacdo WP
associado a diferentes adjuvantes, sem (esquerda) e com (direita) aplicagao de chuva
artificial. Legenda: WP-P6 molhavel; AU-Aureo; NI-Nimbus; IN-In-tec; Li—Li-700; TA—
TA35; SI-Silwet; AG-Agral; Bt—Bt bioinseticida.
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Tabela 2. Contagem de esporos das misturas dos adjuvantes e Bt bioinseticidas
nas formulag¢des Dipel SC e Dipel WP com e sem aplicagado de chuva artificial nas
plantas de algodao nos diferentes periodos de tempo.

Suspensodes 1h 12h 24h 48h 72h
Sem aplicacao de chuva artificial
Bt SC + NI 12+1Aba 7,5+2,5 Aba 11+1 Aba 7,5+0,5 Aba 8+1 Aba
Bt SC + LI 47,5145 Aaa 45+5 Aaa 31,5+2,5 Aaa 31,5+7,5 Aaa 1812 Aaa
Bt SC + SI 611 Aba 6,5+1,5 Aba 3,56+0,5 Aca 3,56+1,5 Aba 1,5+0,5 Aca
Bt SC 4315 Aaa 43,5+5,5 Aaa 29,5+2,5 Aaa 25,5+3,5 Aaa 15,5+1,5 Aaa
Bt SC+ TA 8,5+1,5 Aba 1212 Aba 9,5+0,5 Aba 10,5+1,5 Aba 5+2 Abca
Bt SC + AU 10,5+0,5 Aba 8,5+0,5 Aba 9,5+1,5 Aba 8+1 Aba 5,5+2,5 Abca
Bt SC + AG 8+0 Aba 12+2 Aba 11,5+0,5 Aba 10+2 Aba 3,5+0,5 Aba
Bt SC +IN 9,5+1,5 Aba 10,5+0,5 Aba 9,5+0,5 Aba 8+1 Aba 611 Abca
Bt WP + NI 13+3 Aba 14+3 Acda 9,5+1,5 Abca 7,5+0,5 Abca 6,5+0,5 Aca
Bt WP + LI 4913 Aaa 4614 Aaa 3312 Aaa 2612 Aaa 2512 Aaa
Bt WP + Sl 4,5+0,5 Aca 8,5+1,5 Ada 611 Aca 5+1 Aca 1,5+0,5 Ada
Bt WP 44,5+7,5 Aaa 35+4 Aba 33+1 Aba 21+2 Aaa 19,5+1,5 Aba
Bt WP + TA 7,5+2,5 Abca 1311 Acda 10,5+0,5 Aba 9+0 Aba 612 Aaa
Bt WP + AU 12+1 Abca 151 Aca 8+2 Abca 7+0,5 Abca 72,5 Aaa
Bt WP + AG 8,5+1,5 Abca 9,5+0,5 Acda 8,5+1,5 Abca 9+1 Aba 9,5+1,5 Aaa
Bt WP + IN 103 Abca 17,5+1,5 Aca 9+1 Abca 8,5+1,5 Abca 8+1 Aaa
Com aplicagao de chuva artificial
Bt SC + NI 4+1 Aca 5,5+0,5 Aba 5+1 Abcb 612 Aba 11 Abb
Bt SC + LI 29,5+9,5 Aab 19+2 Aab 17,5+0,5 Aab 19,5+4,5 Aab 14+1 Aab
Bt SC + SI 2,5+1,5 Aca 4+1 Aba 2,5+0,5 Aca 2+1 Aba 11 Aba
Bt SC 19,5+2,5 Abb 19+4 Aab 15,5+2,5 Aab 16+2 Aaa 10+3 Aab
Bt SC+TA 5,5+0,5 Aca 6,5+0,5 Aba 6,5+0,5 Aba 6+1,5 Aba 3+1 Aba
Bt SC + AU 7+1 Aca 611 Aba 5,5+1,5 Abcb 5,5+0,5 Aba 4+2 Aba
Bt SC + AG 6,5+0,5 Aca 8+1 Aba 7,5+0,5 Abb 611 Aba 3,5+0,5 Aba
Bt SC +IN 7,5+0,5 Aca 7,5+2,5 Aba 6+1 Abca 5,5+1,5 Aba 3,5+1,5 Aba
Bt WP + NI 10+2 Aba 7,5+1,5 Abb 7+1 Aba 4,5+0,5 Aba 4+0,5 Abca
Bt WP + LI 25,5+4,5 Aab 17,5+1,5 Aab 16,5+3,5 Aab 1611 Aab 15+1 Aab
Bt WP + Sl 3,56+1,5 Aba 4+1 Aba 3+1 Aba 2+1 Aba 110 Aca
Bt WP 1912 Aab 15,510,5 Aab 1411 Aab 11,510,5 Aab 12+1 Aab
Bt WP + TA 7,5+2,5 Aba 9+2 Aaa 611 Abb 4,5+1,5 Abb 5+0 Aba
Bt WP + AU 6+1 Aba 5+1 Aab 611 Aba 3,5+0,5 Abb 3+0,5 Abcb
Bt WP + AG 8,5+1,5 Aba 9,5+0,5 Aaa 610 Aba 4+1 Abb 6+1 Aba
Bt WP + IN 7+1 Aba 7+1 Aab 5,5+0,5 Aba 5+0 Aba 5,5+0,5 Aba

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de significancia pelo teste t de
Student. Letras mailsculas comparam valores do nimero de esporos entre as formulagdes Dipel SC
x Dipel WP. Letras minusculas comparam valores do numero de esporos dentro de cada formulagéo.
Letras minusculas e sublinhadas comparam efeito da chuva nos tratamentos dentro de cada
formulacgéo. Legenda: SC-Suspensao concentra; WP—P4 molhavel; NI-Nimbus; Li-Li-700; SI-Silwet;
Bt-Bt bioinseticida; TA-TA35; AU-Aureo; AG—Agral; IN-In-tec. Testemunha - aplicagdo de agua.

Nao houve influéncia do fator formulagao dos Bt bioinseticidas na mortalidade
de S. frugiperda nos diferentes periodos com e sem aplicagao de chuva artificial. Em
ambas as formulagbes do Bt bioinseticida com e sem adigdo do adjuvante LI
proporcionaram as maiores taxas de controle das lagartas, tanto para os tratamentos

com e sem aplicacado de chuva. A aplicacado de chuva artificial proporcionou menores
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taxas de controle de S. frugiperda para todos os tratamentos avaliados (Figuras 3 e 4;
Tabela 3).

120

100

100 4 a0 4

80 -
60 1
60

40 -
40 -

Mortalidade (%)
Mortalidade (%)

:% , 20 1 [ +
2 ¥ + ETS =
0 i % + 0 D L8 T
T T o T T T T Ea T T
1 12 24 48 72 1 12 24 48 72

Tempo (horas)

Tempo (horas)
—8— NI—0— Ll —v— S| —— Bt —m— TA —O— AU —— AG—{— IN—&— TEST

—8— NI—O— LIl —»— S| —— Bt —&— TA —T— AU 44— AG—— IN—— TEST

Figura 3. Taxa de mortalidade de Spodoptera frugiperda apos aplicagdo do Bt
bioinseticida na formulacdo SC associado a diferentes adjuvantes, sem (esquerda) e
com (direita) aplicagao de chuva artificial. Legenda: SC-Suspenséo concentra; AU-
Aureo; NI-Nimbus; IN-In-tec; Li-Li-700; TA-TA35; SI|-Silwet; AG—Agral; Bt-Bt
bioinseticida. Testemunha - aplicacéo de agua.
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Figura 4. Taxa de mortalidade de Spodoptera frugiperda apos aplicagdo do Bt
bioinseticida na formulagao WP associado a diferentes adjuvantes, sem (esquerda) e
com (direita) aplicacdo de chuva artificial. Legenda: WP—-P6 molhavel; AU-Aureo; NI-
Nimbus; IN-In-tec; Li-Li-700; TA-TA35; SI-Silwet; AG-Agral; Bt-Bt bioinseticida.
Testemunha - aplicagdo de agua.
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Mortalidade de Spodoptera frugiperda submetida a misturas dos

adjuvantes e Bt bioinseticidas nas formulagbes Dipel SC e Dipel WP com e sem
aplicacao de chuva artificial nos diferentes periodos de tempo.

Suspensodes 1h 12h 24h 48h 72h
Sem aplicacao de chuva artificial
Testemunha 0+0Bca 0+0Bca 5+5Bca 5+5Bca 5+5Bba
Bt SC + NI 30+12,9Aba 30+12,9Aba 25+5Abca 30+10Aba 20+8,16Aba
Bt SC + LI 90+5,8Aaa 80+12,8Aaa 60+0Aaa 65+17,08Aaa 50+12,91Aaa
Bt SC + SI 20+11,5Abca 15+9,27Abca 15+5Abca 10+5,77Abca 1045,77Aba
Bt SC 80+8,2Aaa 70+10Aaa 55+8,16Aaa 30+5,77Aba 45+12,91Aaa
Bt SC+ TA 35+12,6Aba 20+11,55Abca 30+10Aba 20+11,55Abca 20+8,16Aba
Bt SC + AU 25+9,6Abca 15+9,57Abca 30+10Aba 25+9,57Abca 15+9,57Aba
Bt SC + AG 35+5Aba 30+12,91Aba 35+5Aba 25+5Abca 25+15Aaba
Bt SC +IN 40+11,5Aba 40+0Aba 35+15Aba 25+15Abca 30+12,51Aaba
Testemunha 0+0dda 0+0Bda 5+5Bda 5+5Bea 5+5Bda
Bt WP + NI 30+5,77Abca 35+5Abca 30+5,77Abcda 20+11,55Acdea 25+5Abca
Bt WP + LI 85t5Aaa 80+14,14Aaa 60+14,14Aaa 60+14,14Aaa 45+5Aaa
Bt WP + Sl 20+0Acda 20+11,55Acda 15+5Acda 1045,77Adea 5+5Ada
Bt WP 80+11,55Aaa 65+12,58Aaba 50+10Aaba 4519,57Aaba 4018,16Aaba
Bt WP + TA 35+5Abca 35+15Abca 25+18,93Abcda 30+5,77Acda 25+15Abca
Bt WP + AU 30+10Abca 30+5,77Acda 25+18,93Abcda 25+5Abcdea 20+0Acda
Bt WP + AG 40%8,16Abca 40%8,16Abca 30+10Abcda 30+5,77Abcda 25+5Abca
Bt WP + IN 45+5Aba 45+5Abca 35+5Aabca 35+5Abcda 20+8,16Acda
Com aplicagao de chuva artificial
Testemunha 0+0Bca 5+5Bda 5+5Bca 5+5Bba 5+5Baa
Bt SC + NI 20+14,1Abca 30+10Abca 20+12,58Abca 20+8,18Aaba 15+9,57Aaa
Bt SC + LI 55+9,6Aab 65+17,08Aaa 50+10Aaa 35+5Aab 30+10Aaa
Bt SC + Sl 20+11,5Abca 105,77Acda 1045,77Abca 5+5Aba 5+5Aaa
Bt SC 60+8,2Aaa 40+11,55Aabb 30+10Aabb 15+9,57Aaba 25+12,58Aaa
Bt SC+ TA 20+8,2Abca 20+8,16Abcda 25+5Abca 15+5Aaba 15+9,57Aaa
Bt SC + AU 25+12,6Abca 15+5Abcda 15+9,57Abca 1045,77Aba 15+9,57Aaa
Bt SC + AG 35+5Aaba 25+5,57Abca 25+9,57Abca 15+5Aaba 20+9,57Aaa
Bt SC +IN 35+9,6Aaba 35+9,77Abca 20+0Abca 1045,77Aba 20+0Aaa
Testemunha 0+0OBea 5+5Bca 5+5Bba 5+5Bca 5+5Bca
Bt WP + NI 15+9,57Acdea 25+18,93Aabca 15+9,57Aba 20+11,55Abca 15+9,57Abca
Bt WP + LI 55+9,57Aab 55+9,57Aaa 45+5Aaa 50+5,77Aaa 35+9,57Aaa
Bt WP + Sl 1045,77Adea 15+9,57Aaba 5+5Aba 10+5,77Aca 10+5,57Aca
Bt WP 35+9,57Aabcb 40+8,16Abca 25+5Aaba 45+9,57Aaba 30+5,57Aaba
Bt WP + TA 30+10Abcda 20+14,14Abca 10+10Aba 20+8,16Abca 15+5Abca
Bt WP + AU 15+15Acdea 15+5Anca 10+10Aba 15+9,57Abca 15+5Abca
Bt WP + AG 30+5,57Abcda 35+12,58Aabca 5+5Aba 25+9,57Abca 20+0Aabca
Bt WP + IN 35,816+Aaba 30+12,91Aabca 1045,77Aba 20+8,16Abca 15+5Abca

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de significancia pelo teste t de
Student. Letras mailsculas comparam valores do nimero de esporos entre as formulagdes Dipel SC
x Dipel WP. Letras minusculas comparam valores do nimero de esporos dentro de cada formulagao.
Letras minusculas e sublinhadas comparam efeito da chuva nos tratamentos dentro de cada
formulagao. Legenda: SC-Suspensao concentra; WP—P6 molhavel; NI-Nimbus; Li-Li-700; SI-Silwet;
Bt-Bt bioinseticida; TA-TA35; AU-Aureo; AG—Agral; IN-In-tec. Testemunha - aplicagdo de agua.

Nao foram observados efeitos de mortalidade sobre S. frugiperda quando

utilizadas as caldas fitossanitarias contendo apenas adjuvantes.
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4. Discussao

A adicéo dos adjuvantes n&o proporcionaram prote¢gdo aos esporos contra os
efeitos da chuva, com excecgao da adicdo do LI nas caldas de Bt bioinseticidas, que
proporcionou a maior quantidade de esporos na presencga da chuva artificial. O menor
numero de esporos nas folhas de algodao que receberam a chuva artificial pode estar
relacionado a retirada proporcionada pelo escorrimento da agua na superficie foliar
(Behle et al., 1997). Os efeitos proporcionados pela agua da chuva apos a
pulverizacao de Bt bioinseticidas causam maiores danos na persisténcia de esporos
e cristas na superficie das folhas das plantas do que mesmo a radiacao ultravioleta
(van Frankenhuyzen e Nystrom, 1989). O que diminui a eficiéncia de controle em

campo.

Nesse estudo a incidéncia de 20 mm de chuva ocasionou uma reducido no
numero de esporos de até 50%, mostrando-se ser um importante fator ambiental na
reducdo da persisténcia de esporos nas folhas das plantas. Estes resultados
corroboram com outros estudos, onde o deposito de esporos e cristais de Bt
diminuiram consideravelmente apés aplicagédo de chuva (Sundaram e Sundaram,
1996; Sundaram et al., 1994). A baixa persisténcia de esporos apos a chuva pode
estar relacionada com a formulagédo do Bt bioinseticida, onde a formulagado do Dipel
SC apresenta particulas menores por passar pelo processo de moagem liquida
refriada, proporcionando assim gotas menores que a formulagdo WP, gotas muito
finas com didmetro mediano volumétrico (DMV) de até 150 ym e finas com DMV de
até 250 um s&o mais facilmente carregadas pela chuva (Sundaram e Sundaram, 1996;
Sundaram, 1994) ou carregadas para fora do alvo pela acdo da deriva (Griesang et
al., 2017). Foi verificado que as caldas de Bt bioinseticidas associadas aos adjuvantes
apresentaram gotas finas, variando de 200 ym para a formulagao Dipel SC e 250 para
o Dipel WP (Santos et al., 2019), o que justifica a redugéo pela metade do numero de

esporos das plantas que receberam chuva artificial.

A adicao do adjuvante LI proporcionou maiores valores de esporos em ambas
as formulagbes avaliadas, tanto na auséncia como na presenga de chuva. Alguns
estudos corroboram que a adigao de adjuvantes e outros produtos nas caldas de Bt

bioinseticidas promovem certa protecdo aos esporos contra os efeitos da chuva
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(Gindin et al., 2008; Gindin et al., 2007; Brar et al., 2006). Isso sugere que a adigao do
LI nas caldas de Bt bioinseticida pode aumentar a resisténcia dos esporos a chuva,

com consequente melhoria do controle microbiano de pragas.

As maiores taxas de controle de S. frugiperda foram observadas nas caldas de
Bt bioinseticidas com adigdo do adjuvante LI seguidas das caldas do Bt isoladas,
variando de até 90% de controle 1 hora apds aplicacdo e 50% 72 horas apds a
aplicagao do Bt associado ao LI. Isso se deve pela maior concentragdo de esporos
observados nas folhas de algodao destes tratamentos nas primeiras horas apés a
pulverizacao das caldas, diminuindo consideravelmente o nimero de esporos até o
terceiro dia de avaliacdo. Este fato pode estar relacionado pela persisténcia dos
esporos em campo, pois a ocorréncia de efeitos dos fatores abidticos, como radiagao
ultravioleta e ocorréncia de chuva, que ocasionam a redu¢cdo do numero de esporos,
podendo alcangar até 95% da quantidade inicial trés dias apds a pulverizagado das

caldas nas plantas (Ignoffo et al., 1974; Frye et al., 1972; Pinnock, 1971).

Outro fator importante que pode causar variabilidade nos testes de mortalidade
contra lepidopteros-praga é presencga de inertes na formulagcdo comercial dos Bt
bioinseticidas (Gongalves et al., 2018; Monteiro e Souza, 2010) que podem servir
como fonte de energia para a esporulagdo, bem como a origem das toxinas das
formulagdes, pois pequenas diferencas na sequéncia dos aminoacidos de uma
mesma toxina produzida por diferentes cepas de Bt podem influenciar a atividade

inseticida para um determinado inseto alvo (Crickmore et al., 1998).

O sinergismo expresso na mistura de LI e Bt bioinseticidas pode estar
relacionado com a capacidade de algumas espécies de Bacillus utilizarem as
moléculas dos produtos quimicos degradando os seus ingredientes e utilizando-os
para o seu desenvolvimento (Das et al.,, 2003), bem como, pelo efeito aditivo
proporcionado pela mistura de LI e Bt bioinseticidas, produzindo uma maior
quantidade de esporos quando comparado aos demais adjuvantes adicionados aos
Bt bioinseticidas®. Deste modo, em alguns casos, uma combinagdo de um produto

quimico com um produto biolégico pode aumentar a eficiéncia de controle de uma

5 Dados ndo publicados.
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determinada praga quando comparado com uma pulverizagdo isolada dos Bt

bioinseticidas (Hardman e Gaul, 1990).

Houve reducdo no controle de S. frugiperda quando as plantas tratadas com os
Bt bioinseticidas foram submetidas a chuva artificial, isto é relacionado a reducao no
numero de esporos presentes nas folhas de algodao, pois a ocorréncia de chuvas
acarretou em até 50% na reducéo da taxa de controle de pragas, semelhante a outros
trabalhos ja realizados (Behle et al., 1996). A atividade residual do Bt foi melhorada
mediante a adi¢ao do LI, que se destacou dos demais adjuvantes por apresentar as
maiores taxas de mortalidade nos Bt bioinseticidas nas formulagdes WP e SC apods

recebimento de chuva artificial.

5. Conclusoes
A aplicacdo de chuva artificial apdés a pulverizacdo dos Bt bioinseticidas
associados a adjuvantes proporcionou em redugao de até 50% no numero de esporos

e controle de Spodoptera frugiperda.

A adig¢ao do adjuvante LI nas caldas de Bt bioinseticidas proporcionou maiores

quantidades de esporos e controle de S. frugiperda.

A persisténcia de esporos e controle de S. frugiperda é afetada 24 horas apos
a aplicacéo dos Bt bioinseticidas associados ou ndo a adjuvantes
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CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo foi constatado que a adi¢do de adjuvantes a calda de Bt
bioinseticidas, promove alteragées quimico-fisicas e bioldgicos cruciais que podem
afetar na viabilidade ou na melhoria dos parametros de crescimento vegetativo e

esporulacao de esporos afetando o controle de Spodoptera frugiperda.

A hipétese de que a adigdo de adjuvantes a calda dos Bt bioinseticidas
promovessem protecao contra os efeitos da chuva, foi notavel apenas para o LI
adicionado nas caldas dos Bt bioinseticidas, promovendo maiores taxas de
crescimento vegetativo de colénias, numero de esporos, com maiores taxas de

mortalidade sobre S. frugiperda quando comparado aos demais adjuvantes.

Novos estudos sobre a interagdo de adjuvantes sobre Bt bioinseticidas sao de
extrema importancia, pois, o estudo isolado dos componentes da formulagdo dos
adjuvantes sao necessarios para esclarecer qual o componente e/ou a mistura de
componentes que contribuiram para o melhor desempenho do Bacillus thuringiensis.
Podendo resultar em novas formulacdes maios potentes quanto a eficiéncia no

controle de pragas.



