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PERSISTENCIA DE Bacillus thuringiensis BERLINER, 1911 EM SOJA (Glycine
max (L.) Merrill) E MORTALIDADE DE Anticarsia gemmatalis (HUBNER, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae)

RESUMO - A soja se destaca com um dos principais produtos do agronegdécio
brasileiro. No entanto, o ataque de insetos desfolhadores como Anticarsia gemmatalis
comprometem a produtividade. O controle dessa praga é baseado na aplicacdo de
inseticidas quimicos e no uso de plantas Bt. Contudo, a selecdo de populacbes
resistentes € uma séria limitacdo para o manejo dessa praga. Em vista disso, torna-
se necessario um sistema de manejo que também auxilie a retardar a evolucdo da
resisténcia. Uma alternativa é o uso de agentes de controle microbiano, com o uso de
bioinseticidas a base da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt). Entretanto, a principal
limitacdo do uso desses bioinseticidas é elevada sensibilidade a fatores climaticos,
como radiacdo UV, temperatura e umidade. A maioria dos estudos disponiveis sobre
persisténcia de Bt sdo antigos e foram realizados no hemisfério Norte em espécies
ornamentais e florestais, onde as condi¢des climaticas diferem do hemisfério Sul. Os
bioinseticidas a base de Bt sdo utilizados em todo o mundo, visando o controle de
pragas agricolas. Dentre as suas principais vantagens em relacdo aos inseticidas
convencionais se destacam a seletividade aos inimigos naturais e risco reduzido ao
meio ambiente. Apesar de algumas limitacbes, esses bioinseticidas foram muito
importantes para suprimir surtos recentes de lepidépteros praga no Brasil, onde os
inseticidas convencionais falharam. Diante disso, faz-se necessario estudos de
persisténcia em condi¢cdes de campo. Os ensaios de persisténcia de Bt em campo
foram conduzidos na cultura da soja nas safras 2017 e 2018 na area experimental da
FCAV/UNESP, com parcelas de 10m x 5m e 4 repeticdes. Os tratamentos utilizados
foram conduzidos em esquema fatorial [(2x3x3x2)+1], constituidos de cepas de B.
thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 (2017) e B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1
(2018) sem e com encapsulamento nos respectivos anos e do bioinseticida Dipel®
composto de dois horéarios de aplicacéo (8:00 e 16:00 horas), trés espectros de gota
(fina, média e grossa), duas vazdes de aplicacdo (70 e 100 L.hat). Agua foi utilizada
como controle. E os ensaios de mortalidade de A. gemmatalis foram realizados no
LCMAP/FCAV. A concentracédo de Bt na calda para aplicacéo foi 3 x 108 esporos.mL-
1. Doze horas apds a aplicacdo dos tratamentos, foram realizadas oito (primeira safra)
e cinco (segunda safra), devido a 55 mm de precipitacao a segunda safra foi realizado
somente 5 coletas de folhas no terco superior das cinco linhas centrais de cada
parcela, com um intervalo de 12 horas entre as coletas, totalizando 30 folhas. Para
cada folha foram retirados 2 discos de 3,0 cm de didametro; um utilizado no bioensaios
de mortalidade de A. gemmatalis e outro para avaliar a persisténcia do Bt através da
contagem de esporos. No teste de mortalidade, foram utilizadas 25 lagartas por
tratamento, distribuidas em 5 repeticbes. A avaliacdo da mortalidade foi realizada 5
dias ap6s a montagem do bioensaio. Na avaliacdo da persisténcia, foi realizada a
contagem de esporos utilizando camara de Neubauer e microscépio com contraste de
fase (400 x). O bioensaio de mortalidade demonstrou que ndo houve diferenca



estatistica quando utilizado gota grossa na aplicacdo, bem como quando avaliado o
horario de aplicacdo. A formulacdo encapsulada utilizada nao influenciou na
persisténcia do Bt e na mortalidade de A. gemmatalis.

Palavras-chave: Controle microbiano, Bioinseticida, Encapsulamento, lagarta da soja



PERSISTENCE OF Bacillus thuringiensis BERLINER, 1911 IN SOYBEAN
(Glycine max (L.) Merrill) AND MORTALITY OF Anticarsia gemmatalis
(HUBNER, 1818) (Lepidoptera: Erebidae)

ABSTRACT The soybean stands out as one of the main products of Brazilian
agribusiness. However the attack of defoliating insects such as Anticarsia gemmatalis
compromises productivity. Control of this pest is based on the application of chemical
insecticides and the use of Bt plants. However, the selection of resistant populations
iIs a serious limitation for the management of this pest. Given this, a management
system that also helps to retard the evolution of resistance becomes necessary. An
alternative is the use of microbial control agents with the use of Bacillus thuringiensis
(Bt) -based Biopesticide. However, the main limitation of the use of these
bioinsecticides is their high sensitivity to climatic factors such as UV radiation,
temperature, and humidity. Most of the available studies on Bt persistence are old and
have been carried out in the northern hemisphere on ornamental and forest species,
where climatic conditions differ from the southern hemisphere. Bt B. thuringiensis-
based Bioinsecticides are used worldwide to agricultural pest control. Among its main
advantages over conventional insecticides are selectivity to natural enemies and
reduced risk to the environment. Despite some limitations, these bioinsecticides have
been very important in suppressing recent outbreaks of pest Lepidoptera in Brazil,
where conventional insecticides have failed. Therefore, persistence studies under field
conditions are necessary. Field Bt persistence tests were conducted on soybean crop
in 2017 and 2018 crops in the experimental area of FCAV / UNESP, with plots of 10m
X 5m and 4 replications. The treatments were conducted in a factorial scheme
[(2x3x3x2) +1], consisting of strains of B. thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 (2017)
and B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (2018) without and with encapsulation in the
respective years and the Dipel® bioinsecticide composed of two application times (8:00
and 16:00 hours), three drop spectra (fine, medium and coarse), two application rates
(70 and 100 L.ha-1). Water was used as a control. And A. gemmatalis mortality assays
were performed on the LCMAP / FCAV. The concentration of Bt in the spray solution
was 3 x 108 spores.mLt. Twelve hours after the application of the treatments, eight
(first crop) and five (second crop) leaf collections were performed in the upper third of
the five central lines of each plot, with an interval of 12 hours between collections,
totaling 30 leaves. For each sheet, 2 3.0 cm diameter discs were removed; one used
in A. gemmatalis mortality bioassays and the other to evaluate the persistence of Bt by
spore counting. In the mortality test, 25 caterpillars per treatment were used,
distributed in 5 repetitions. Mortality assessment was performed 5 days after bioassay
assembly. Spore counting was performed using a Neubauer chamber and phase-
contrast microscope (400 x) to evaluate Bt persistence. The mortality bioassay showed
that there was no statistical difference when coarse drop was used in the application,
as well as when evaluate for application times The encapsulated formulation used did
not influence Bt persistence andmortality of A. gemmatalis.

Keywords: Microbial Control, Biopesticides, Encapsulation, velvet-bean
caterpillar



CAPITULO 1 - Considerac@es gerais

1 INTRODUCAO

O agronegécio brasileiro constitui uma importante atividade para a
economia do Pais. O setor agricola representou em 2017, cerca de 24% do
Produto Interno Bruto (PIB) e foi responsavel por metade das exportacfes
(BRASIL, 2018). Dentre os produtos exportados, a soja (Glycine max (L.)) possui
destague como um dos graos mais exportados pelo Pais (Embrapa, 2019). No
entanto, um dos entraves na producdo de soja sdo 0s insetos-pragas, que
comprometem a produtividade e rentabilidade ao produtor (Avila et al., 2013,
Savary et al.,, 2019). Dentre as pragas desfolhadoras, a lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis € uma das pragas-chave da cultura no Brasil, com
ocorréncia desde o Rio Grande do Sul até a regido central do Pais (MOSCARDI
et al., 2012).

O manejo da lagarta-da-soja tem sido baseado em aplicacdes de
inseticidas quimicos (Guedes et al., 2012) e em plantas Bt (Bernardi et al., 2014).
Entretanto, o uso incorreto de inseticidas pode ter efeito negativos em
predadores (Arn6é and Gabarra, 2011; Benamu et al., 2010; Fogel, 2012;
Schneider et al., 2009), parasitoides (Cheng et al., 2018; D’Avila et al., 2018;
Thubru et al., 2018), e polinizadores (Charreton et al., 2015; Fischer et al., 2014;
Stanley and Raine, 2016; Tosi et al., 2017). Desvantagens inerentes ao uso de
plantas Bt estdo associadas a rapida selecdo de individuos resistentes (Farias
et al., 2014; Monnerat et al., 2015; Omoto et al., 2016). A soja Bt atualmente
disponivel no mercado e utilizada em grandes extensdes, expressa somente
uma toxina (CrylAc); o que aliado a pouca adocao de areas de refugio pode
acelerar a selecao de individuos resistentes em populagbes de A. gemmatalis
(Gould, 1998; Omoto e Bernardi, 2015).

Diante disso, é necessario o uso de técnicas de controle eficientes que
possam auxiliar no manejo da resisténcia. Uma alternativa que merece destaque
€ 0 uso de controle microbiano, através de bioinseticidas a base da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt). Além de eficiente no controle de A. gemmatalis (Fiuza

et al., 2013), o uso de bioinseticidas a base de Bt tem baixa possibilidade de



resisténcia cruzada com as toxinas expressas em plantas Bt (Horikoshi et al.,
2019; Jakka et al., 2014).

Entretanto, os bioinseticidas a base de Bt; neste trabalho denominados de
Bt bioinseticidas, possuem elevada sensibilidade a fatores climéticos. Fatores
como radiacao ultravioleta (UV), temperatura elevada (Glare et al., 2012), e baixa
umidade relativa do ar (Leong et al., 1980) interferem na viabilidade e reduzem
a persisténcia dos Bt bioinseticidas. Os trabalhos que avaliam a persisténcia de
B thuringiensis séo antigos, e em sua maioria realizados no hemisfério Norte em
espécies ornamentais e florestais (Pinnock et al,1971 Pinnock et al 1974 Pinnock
et al., 1975 Brand 1976), onde as condi¢cdes de cultivo e climaticas diferem do
hemisfério Sul.

Uma forma de evitar ou reduzir a inativagdo de Bt bioinseticidas por fatores
climaticos é o encapsulamento do agente microbiano. O encapsulamento pode
aumentar a persisténcia do bioinseticida, devido a protecdo do microrganismo,
fornecendo um microambiente benéfico ao mesmo (Vemmer and Patel, 2013) e
melhorando o “Shelf-life” da formulagao (Paula et al., 2011).

Os primeiros trabalhos com testes de agentes encapsulantes foram
publicados no final da década de 1980 (Dunkle and Shasha, 1988). Os estudos
gue avaliaram a persisténcia de bioinseticidas com agentes encapsulantes foram
realizados até o final da década de 1990; apds esse periodo, a pesquisa diminuiu
consideravelmente, devido ao inicio da comercializacdo de plantas Bt nos
Estado Unidos e na Australia (Fitt, 2011). A eficiéncia das plantas Bt ndo
depende das condic¢des climaticas, como ocorre com o0s Bt bioinseticidas, mas a
expressao da toxina Cry, durante todo o ciclo da cultura, proporciona maior
exposicao de populacdes de insetos, 0 que acelera a selecdo de populagdes
resistentes (Farias et al., 2014; Monnerat et al., 2015; Omoto et al., 2016;
Tabashnik and Carriere, 2017). Devido aos relatos de resisténcia de populacdes
de insetos a plantas Bt, as pesquisas com Bt bioinseticidas foram reiniciadas,
incluindo as pesquisas basicas e aplicadas sobre a sua persisténcia (Sanahuja
et al., 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
persisténcia de Bt na cultura da soja e relacionar a perda da persisténcia com a

reducdo da mortalidade de A. gemmatalis em laboratério.



2 —REVISAO DE LITERATURA

2.1 A culturadasoja (Glycine max (L.) Merrill)

A soja é uma planta dicotiledénea que pertence a ordem de plantas
Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae (Dong et al., 2004; Sediyama,
2009) que pode ser utilizada para produgéo de 6leos para o consumo humano,
além da producédo de racdes e concentrados para alimentagdo animal (Souza et
al., 2015).

A planta de soja é herbacea, autdgama, anual, de porte ereto, cujo
tamanho varia entre 0,60 cm e 1,50 m, ciclo entre 90 e 160 dias dependendo das
condi¢cbes ambientais. Pode ser classificada em grupos de maturagéo: precoces,
semiprecoces, meédios, semi-tardios e tardios. A planta apresenta dois estagios
de desenvolvimento; um vegetativo que engloba a fase inicial de
desenvolvimento da planta, e outro reprodutivo que inicia no florescimento até a
maturacdo das vagens (Miranda et al., 2003; Neumaier, 2000; Embrapa, 2006).

No Brasil, os cultivos se estabeleceram a partir de materiais vindos dos
EUA, sendo iniciado na Bahia em 1882, porém sem sucesso devido as condicfes
edafoclimaticas (Leal, 1967). Em 1900 e 1901, os cultivos foram realizados nos
estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul através de sementes distribuidas
pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Nesses locais a cultura encontrou
condicBes favoraveis ao desenvolvimento e expansdo (Embrapa, 2005).

Em meados da década de 1950, o estabelecimento oficial do programa
de incentivo a triticultura nacional, onde durante o inverno era cultivado o trigo e
durante o verao a soja, favoreceu o avanco da cultura no pais, o que melhorou
a infraestrutura e a méo de obra investida para o cultivo, pois a mesma area era
utilizada para as duas culturas. Em 1970, a soja se tornou a principal cultura do
agronegadcio brasileiro (Embrapa, 2004).

No periodo de 1980 a 1990 a cultura passou a ser cultivada no Centro-
Oeste do pais, devido a incentivos fiscais para novas instalacdes, investimentos
em infraestrutura, além do baixo valor econdmico das terras na regido,
adaptacao as condi¢des edafoclimaticas e migracéo de produtores da regiao Sul
do pais (Embrapa 2004, 2005).



Atualmente o Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, com uma
area plantada de 35.882,0 mil hectares, uma produtividade de 3.206 kg/ha e com
uma producgéo de 114.843,3 mil toneladas (Embrapa Soja, 2018; Conab, 2019),
com adogéo de 52% de cultvivo Bt,(Intacta®) (Brookes, 2018).

2.2 - Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae)

A Anticarsia gemmatalis, popularmente conhecida como lagarta-da-soja,
€ uma espécie de clima tropical e subtropical que ocorre desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina (Ford et al., 1975; King e Saunders, 1984). Apesar do
seu habito polifago, lagartas de A. gemmatalis tem preferéncia por plantas da
familia Fabaceae (Hoffman-Campo et al., 2000; Moscardi et al., 2012).

Essa espécie é uma das principais desfolhadoras na cultura da soja. Seu
ataque pode causar perdas de até 100% na colheita a depender de sua
incidéncia e estagio fenolégico da planta (Hoffmann-Campo et al.,, 2000;
Moscardi et al., 2012). Os maiores danos sao ocasionados por lagartas nos dois
altimos instares, porém, essas sdao encontradas na cultura desde o inicio de
desenvolvimento, permanecendo até o final do enchimento de grdo. Durante a
fase larval, o consumo foliar pode variar entre 84,0 e 121,2 cmz por lagarta (Boldt
et al., 1975; Herzog e Todd, 1980; Lourencéo et al. 2010; Savio e Pinoti, 2008).

A lagarta-da-soja apresenta quatro pares de pernas abdominais, dos
quais dois sdo vestigiais, e um par anal. Quando pequenas apresentam
coloracédo esverdeada que muda para coloracéo verde ou escura com trés linhas
brancas longitudinais no dorso quando maiores que 1,5 cm (Moscardi et al., 2012
e Sosa-Gomes et al., 2014). A fase larval passa por seis instares com duracao
média de 12 a 15 dias (Piubelli et al., 2006).

No final da fase larval, a lagarta cessa a alimentacdo e direciona-se ao
solo onde se transforma em pupa. Os insetos permanecem nessa fase durante
9 a 10 dias e as pupas inicialmente sédo verde-claras e posteriormente tem a
coloracdo marrom-escura (Watson, 1916). Apds esse periodo ocorre a
emergéncia dos adultos, que tem aproximadamente 40 mm de envergadura e
coloragdo marrom-acinzentada. Durante o dia as mariposas sao encontradas ao
redor das areas de soja ou em partes baixas e sombreadas das plantas. Durante

a noite, os adultos iniciam a busca por parceiros para acasalamento (Moscardi



etal., 2012). O pico do acasalamento é maior durante as primeiras 48 horas ap0s
a emergéncia (Leppla, 1976).

Apés a fecundagédo, as fémeas depositam seus ovos, agrupados ou de
forma isolada, na face abaxial das folhas, caule, ramos e peciolos, de preferéncia
nos tercos medio e inferior das plantas (Wisch et al., 2012; Praca et al., 2006).
Em condi¢des laboratoriais uma fémea pode depositar aproximadamente 400
ovos (Pietrowski, 2000).

2.3 —Controle para Anticarsia gemmatalis

As principais taticas utilizadas para o controle de A. gemmatalis em soja
incluem o uso de inseticidas quimicos (Guedes et al., 2012) e de cultivares de
soja Bt, que expressam toxinas de Bacillus thuringiensis (Bernardi et al., 2014
James, 2017).

2.3.1 - Controle quimico e plantas Bt

O controle quimico possui uma ampla adocédo por parte dos agricultores,
devido a facilidade de uso e eficiéncia. Devido ao Brasil apresentar variadas
condic@es de cultivo, diferentes ingredientes ativos séo utilizados para o controle
da lagarta-da-soja, destacando-se os inseticidas reguladores de crescimento,
pela sua eficiéncia e seletividade a inimigos naturais (Guedes et al., 2012). No
entanto, existem pesquisas com inseticidas mais persistentes, pertencentes ao
grupo quimico dos organofosforados, que se caracterizam por apresentar amplo
espectro de acdo, menor custo e podem ser utilizados em estadios mais
avancados de desenvolvimento da praga. Entretanto, quando aplicados na fase
inicial podem favorecer surtos ou ressurgéncia de insetos-praga devido ao efeito
em predadores e parasitoides (Avila et al., 2013).

A utilizagdo de plantas Bt, para o controle de A. gemmatalis teve uma
rapida ado¢do no seu primeiro ano de comercializacdo no Brasil (Bernardi et al.,
2014). A tecnologia possui um gene que expressa a proteina CrylAc, com nome
comercial INTACTA RR2 PRO™ foi aprovada comercialmente em 2010. No
entanto, o seu plantio iniciou na safra 2013/2014 (Bernardi et al., 2014) devido a
espera da aprovacao do Governo Chinés para importar a soja com a tecnologia.



Além da resisténcia a insetos, a tecnologia confere tolerancia ao glifosato
para manejo de ervas daninhas, e também, apresenta um controle contra as
principais lagartas, sendo elas a lagarta-da-soja, lagarta-falsa-medideira
(Chrysodeixis includens), (Walker, [1858]) lagarta-das-macés [Chloridea
(Heliothis) virescens] (Fabricius, [1781]) e a broca-das-axilas (Crocidosema
aporema) (Walsingham, [1914]), além de supresséao as lagartas do tipo elasmo,
(Elasmopalpus lignosellus) (Zeller, [1848]) e Helicoverpa (Helicoverpa zea
(Boddie, [1850]) e Helicoverpa armigera (Hubner, 1805)) (Bernardi et al., 2012).

O sucesso na adocao das plantas Bt no controle; devido a facilidade de
uso e independéncia das condic¢des climaticas, causou a falsa impresséo de que
o0 Manejo Integrado de Pragas (MIP) poderia ser descartado pelo agricultor, e
gue o cultivo dessas plantas, de forma Unica seria suficiente para o controle de
pragas (Passini, 2015). Todavia, em poucos anos, 0s problemas relacionados a
resisténcia de insetos as plantas Bt comecaram a surgir (Farias et al., 2014; Luis
et al.,, 2013; Monnerat et al., 2015; Omoto et al.,Tabashnik e Carriere, 2017),
além do risco de evolucdo da resisténcia em plantas que expressam mais de
uma toxina. As plantas Bt, exercem uma maior pressdo de selecdo sobre
populacdes de insetos, pois a planta expressa a toxina durante todo o ciclo, o
gue acelera a selecéo de populacdes resistentes (Silva, 2016).

Com a introducédo da tecnologia Bt na soja, a evolugéo de resisténcia de
populacbes € uma das grandes preocupacbes para 0s agricultores,
pesquisadores e empresas agricolas, visto 0s casos recentes com outras
culturas no Brasil e no mundo (Silva, 2016, Tabashnik 2019). Uma das praticas
mais utilizadas para o controle de praga resistentes a cultivos Bt, envolve a
utilizacdo dos inseticidas, pois eles reduzem a populagcdo da praga e
representam uma das ferramentas do MIP (Martins et al., 2015). Todavia, 0 uso
inadequado pode originar sérios problemas, como desenvolvimento de
resisténcia a esses inseticidas. Assim, inseticidas seletivos com baixo impacto
sobre inimigos naturais devem ser priorizados (Glare et al., 2012).

A utilizac&o de produtos seletivos € de extrema importancia para 0 manejo
racional de insetos-praga. Dentre esses, destaca-se o uso dos bioinseticidas a

base de entomopatdgenos, como B. thuringiensis.
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2.3.2 —Uso de Bacillus thuringiensis no manejo de pragas.

A bactéria Bacillus thuringiensis € gram-positiva, aerobica facultativa, em
forma de bastonete, formadora de esporos e capaz de produzir inclusdes
cristalinas durante a esporulacdo, que sao responsaveis pela atividade toxica
desta espécie (Glare et al., 2012; Lacey et al., 2015). Produz varias toxinas
durante as fases vegetativa e de esporulacdo (Palma et al., 2014; Crickmore,
2017), que sao toxicas para diversas ordens de insetos e para alguns
nematoides, protozodrios e acaros (Van Frankenhuyzen, 2017).

Bioinseticidas a base de Bt, ou Bt bioinseticidas, sdo utilizados com
sucesso no controle de pragas desde a segunda metade do século 20 (Rosas-
Garcia, 2009; Sanchis, 2011). Essa bactéria entomopatogénica tem efeito letal
e/ou subletal na fase jovem e/ou adulta de diversas ordens de insetos de
importancia agricola: Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera, Isoptera,
Lepidoptera e Orthoptera (Porcar et al., 2009; Van Frankenhuyzen, 2009; Blanco
et al., 2010; 2011; Bravo et al.,, 2012; Bergamasco et al.,, 2013; Van
Frankenhuyzen, 2013; Zhang et al., 2013; Schinemann et al., 2014). O
bioinseticida a base de Bt com maior alcance no mercado mundial é o Dipel® (Bt
kurstaki HD-1). Apesar de apresentar baixa toxicidade para acaros, coledpteros,
dipteros e hemipteros, tem eficiéncia no controle de lepiddpteros, reportada em
mais de 170 espécies pragas da ordem (Glare; O’Callagham 2000).

Polanczyk, van Frankenhuyzen e Pauli (2017) ressaltaram o aumento da
adocao de Bt bioinseticidas em sistemas de MIP no Brasil apos a entrada e
rapida disperséo da praga Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) e apés
0 aumento significativo da ocorréncia de C. includens em lavouras de soja.
Devido ao grande potencial de ocasionar danos e pela dificuldade de controle
gue essas pragas vém mostrando nas ultimas safras, especialmente na safra
2013/2014. Essas duas pragas alavancaram consideravelmente o mercado de
Bt bioinseticidas, devido sua grande eficiéncia comprovada em campo, enquanto
que a maioria dos inseticidas quimicos disponiveis apresentaram baixa
eficiéncia.

Na América do Norte, Bt bioinseticidas foram muito utilizados para o
controle de pragas florestais, principalmente Lymantria dispar (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Erebidae), Choristoneura fumiferana Lederer, 1859 (Lepidoptera:
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Tortricidae) e Choristoneura occidentalis Freeman, 1967 (Lepidoptera:
Tortricidae) (Frankenhuyzen, 2009). Nos EUA, de 1980 até 1995, cerca de dois
milhées de hectares de florestas foram tratados com Bt kurstaki (Btk) para o
controle de L. dispar, em alguns casos resultando na erradicagéo da praga. A
partir da década de 1990, a aplicacdo contra C. fumiferana nos EUA e Canada
praticamente cessou, devido ao sucesso obtido na década anterior (Glare;
O’Callagham 2000. Frankenhuyzen, 2000).

Durante 35 anos, desde sua primeira utilizacdo em 1980, Bt kurstaki tem
sido aplicado para suprimir populacdes de pragas desfolhadoras e na
erradicacao de pragas florestais invasoras, acumulando um total de 11,3 milhdes
de hectares tratados no Canada, e 6,2 milhdes de hectares nos Estados Unidos
(Polanczyk; Van Frankenhuyzen; Pauli, 2017). Na América Latina, Cuba e
México lideram a utilizagdo dos Bt bioinseticidas, especialmente para o controle
de pragas em algodao, banana, batata, citros, hortalicas, tabaco, milho e
pastagens. Atualmente no Brasil, sdo registradas 24 formulacdes a base de B.
thuringiensis para o controle de cerca de 33 pragas de importancia agricola
(Agrofit, 2019).

2.4 - LimitagcOes do uso de Bacillus thuringiensis

Apesar das vantagens dos Bt bioinseticidas, como por exemplo
seletividade a inimigos naturais e organismos nao alvo e auséncia de intoxicacao
humana (Raymond and Federici., 2018), estes produtos apresentam grande
sensibilidade a fatores como radiagcdo UV, temperaturas elevadas e baixa
umidade.

Os estudos que demostram a sensibilidade de B. thuringiensis a fatores
climaticos, iniciaram em 1966, com a avaliacdo do efeito da luz solar sobre a
viabilidade de Bt bioinseticida. Cantwell & Franklin (1966) mostraram que
esporos de B. thuringiensis perderam rapidamente a viabilidade pela exposicéo
a luz solar apos a aplicacdo, no entanto, os primeiros estudos avaliando a
persisténcia em plantas, iniciaram em espécies ornamentais e florestais na
década de 1970, no hemisfério Norte (Pinnock et al. 1971; Pinnock et al. 1974;
Pinnock et al. 1975; Brand et al. 1976). Atraves desses estudos, os autores

observaram que inumeros fatores interferem na persisténcia dos Bt
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bioinseticidas; diferentes formula¢cdes (Pinnock et al 1971, Lynch et al 1980),
concentracGes (Brand et al 1976) e caracteristicas inerentes ao produto. A
persisténcia também sofre grande influéncia de fatores inerentes ao ambiente,
diante disso uma formulacao pode apresentar diferentes valores de persisténcia,
quando aplicados em climas distintos (Pinnock et al 1971).

A espécie da planta é uma variavel importante na persisténcia do produto.
Neste sentido, a como arquitetura de planta pode interferir na deposicao inicial
da formulagéo (Pinnock et al., 1975). Os mesmos autores encontraram diferenca
na persisténcia, sobres espécies florestais, Quercus agrifolia. Cercis
occidentalis, Eucalyptus globulus e Juglans regiam, e foi observado uma
variacao de 100% na persisténcia.

Apesar de fatores inerentes a formulacéo influenciarem na persisténcia,
os fatores ambientais influenciam de maneira significativa. Em estudo realizado
por Frye et al (1972), a chuva causou reducéo significativa dos esporos viaveis
de Bt, devido a lavagem da formulacao do limbo foliar da planta (Leong et al.,
1980).

As limitacbes acima descritas levaram a adicdo de adjuvantes a
formulacéo de bioinseticidas e a utilizacdo de técnicas de encapsulamento.

2.5 - Encapsulamento de Bacillus thuringiensis

Inicialmente para aumentar a persisténcia de Bt bioinseticidas, foram
utilizados aditivos, incluindo substancias umectantes, adesivas, protetores
solares e fitoestimulantes (Rodriguez et al., 2015). No entanto, formulag6es com
maior persisténcia em campo e econdmicas foram desenvolvidas com base na
tecnologia de encapsulamento (Bok et al., 1993). O encapsulamento € uma
tecnologia que permite envolver um ingrediente ativo (agente de controle), com
0 auxilio de materiais para protecdo contra a radiacdo solar, altas temperaturas
e baixa umidade relativa (Vemmer and Patel, 2013). Exemplos desses materiais
sao biopolimeros, polimeros quimicos e microrganismos.

Os primeiros materiais utilizados foram os biopolimeros, como amido ou
misturas de farinhas de cereais (Mcguire et al., 1996). Eram de facil aquisicdo e
de baixo custo, caracteristicas importantes para a utilizacdo desses materiais

como agentes encapsulantes. Diante disso, os primeiros trabalhos usaram o
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amido, um polimero que possuia ambas caracterisiticas, além de ser encontrado
facilmente, o custo para a sua aquisicado era baixo (Dunkle and Shasha, 1988).
Outra opcéo de biopolimero € o uso de amidos hidrolisados e modificados. Esses
materiais podem assegurar a estabilidade do encapsulado e fornecer uma boa
protecdo contra fatores externos, além de melhorar a qualidade da formulacéo,
guando comparado a amido nao hidrolisado (Bao et al., 2003).

ApOs o uso de polimeros, iniciou 0 uso de microrganismos para o
encapsulamento. Esta tecnologia fazia o uso de células recombinantes da
bactéria Pseudomonas fluorescens para expressar a d-endotoxina (toxina Cry)
depois morta. A tecnologia CellCap® é capaz de aumentar a capacidade de
persisténcia em campo, o que permite aumentar a eficacia dos bioinseticidas. O
emprego dessa tecnologia proporcionou que a Mycogen (empresa detentora da
patente) comercializasse 4 produtos (MVP®, M-Trak® M-Peril® e Maatch®)
(Gaertner et al 1993).

Os polimeros quimicos iniciaram seu uso mais tarde, com o
encapsulamento da protoxina CrylAc utilizando &cido acrilico e estireno
sulfonato. Esse produto mostrou resultados promissores, visto que a atividade
inseticida ndo foi afetada quando utilizada a protoxina encapsulada da forma
livre. Estes resultados sugeriram que formulacdo fornece uma metodologia
promissora, que protege as protoxinas do ambiente e as libera especificamente

no intestino médio dos insetos-alvo (Yang et al., 2012).
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CAPITULO 2 - ABORDAGENS PARA MELHORAR A ADOCAO DE
BIOINSETICIDAS BASEADOS EM BACILLUS THURINGIENSIS NO
CONTROLE DE PRAGAS AGRICOLAS

RESUMO: Bioinseticidas a base da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis sao utilizados em todo o mundo, visando ao controle de pragas
agricolas. Dentre as suas principais vantagens em relacdo aos inseticidas
convencionais se destacam a seletividade aos inimigos naturais e risco reduzido
ao meio ambiente. Apesar das melhorias nas formulacdes nos ultimos 50 anos,
fatores abidticos como temperatura, radiacdo ultravioleta, chuva e, as praticas
adotadas pelos agricultores ainda sdo os principais obstaculos para ampliar a
sua adocdo. Apesar dessas limitacdes, esses bioinseticidas foram muito
importantes para suprimir surtos recentes de lepidopteros praga no Brasil, onde
0s inseticidas convencionais falharam. Esta revisdo descreve a pesquisa
realizada para superar essas limitagcbes e abordagens para reforcar a
importancia desses bioinseticidas no controle de pragas agricolas.

Palavra-chave: Inseticidas, meio ambiente, controle microbiano,
seletividade, especificidade.
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CHAPTER 2 - APPROACHES TO IMPROVE THE ADOPTION OF
BACILLUS THURINGIENSIS-BASED BIOINSETICIDES IN AGRICULTURAL
PEST CONTROL

ABSTRACT - Bioinsecticides based on the entomopathogenic bacterium
Bacillus thuringiensis are used worldwide for the control of agricultural pests and
among its main advantages about conventional insecticides are the selectivity to
natural enemies and a low risk to the environment. Despite improvements in
formulations over the past 50 years, abiotic factors such as temperature,
ultraviolet radiation, rainfall, and biotic factors such as practices adopted by
farmers are still the main obstacles to broadening their adoption. Despite these
limitations, these biopesticides were very important to suppress recent
lepidopteran pest outbreaks in Brazil, where conventional insecticides have
failed. This review describes the research undertaken to overcome these
limitations and approaches to reinforce the importance of these biopesticides in
agricultural pest control.

Keywords: insecticides, environment, microbial control, selectivity, specificity
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1 INTRODUCAO

Bioinseticidas a base da bactéria entomopatogénica Bacilllus thuringiensis
(Bt) sdo uma importante ferramenta no Manejo Integrado de Pragas (MIP)
(Arthurs e Dara, 2018; Bravo et al., 2011; Glare e O’Callaghan, 2000; Huang et
al., 2007; Kumar et al., 2018; Lacey et al., 2015; Polanczyk et al. 2017). A
seletividade aos inimigos naturais, inocuidade aos organismos nao alvo e seres
humanos séo consideradas as principais vantagens dos Bt bioinseticidas (Glare
e O’Callaghan, 2000; Heimpel, 1967; Lacey et al., 2015; Lacey, 2017; Pinto et
al., 2019; Raymond e Federici, 2018; Schnepf et al., 1998) em relacdo aos
problemas ambientais relatados com inseticidas convencionais de amplo
espectro (Aktar et al., 2009; Berry-Cabéan, 2011; Carson, 1962; Casida e Quistad,
1998; Guida et al., 2018; Nicolopoulou-Stamati et al., 2016), efeito em inimigos
naturais e polinizadores (Arné and Gabarra, 2011; Benamu et al., 2010; Cheng
et al., 2018; D’Avila et al., 2018; Fogel et al., 2013; Johansen, 1977; Schneider
et al., 2009) e do marcante e crescente relato de resisténcia de artrépodes-praga
(Brevik et al., 2018; Forgash, 1984; Melander, 1914; Tabashnik et al., 2014).

Apesar da primeira tentativa de utilizar um Bt bioinseticida, denominado
Sporeine®, havia quase 100 anos (Angus, 1984; Lacey, 2017), somente com a
constatacéo da relacéo entre a presenca do cristal e a toxicidade dessa bactéria
para insetos, descrita por Hannay (1953); a descoberta do Bt kurstaki HD-1, com
alta viruléncia para Chloridea virescens, Pectinophora gossypiela e Trichoplusia
ni (Dulmage, 1970) e a padronizacdo da poténcia dos produtos, baseada em
Unidades Internacionais (Ul) (Dulmage et al., 1971) foi possivel melhorar as
formulagbes dos Bt bioinseticidas, tornando-os mais competitivos que o0s
inseticidas convencionais (Beegle e Yamamoto, 1992; Sanahuja et al., 2011).

Entretanto, até o inicio da década de 1990 somente trés produtos
comerciais estavam disponiveis no mercado brasileiro, todos a base de Bt
kurstaki (Dipel, Thuricide e Bactospeine) (Habib e Andrade, 1991). Sua
introducdo sofreu com problemas relacionados com estratégias de uso,
marketing, e pela propaganda negativa feita pelos vendedores de inseticidas
qguimicos, os quais difundiam a concepcdo de que o0s insetos deveriam ser
rapidamente controlados (Alves et al., 1998). Na metade da década de 2000,
embora o numero de produtos disponiveis no mercado ndo tenha sofrido grande
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incremento, seis Bt bioinseticidas eram recomendados para o controle de
pragas, em florestas, hortalicas e grandes culturas (Polanczyk et al. 2008). Em
2019, 24 Bt bioinseticidas estéo registrados no Brasil para o controle de pragas
de importancia agricola, o que representa um aumento de 400% em cerca de 10
anos (Agrofit, 2019).

Grande parte deste aumento foi devido aos primeiros surtos de
Helicoverpa armigera no Brasil, com perdas expressivas em soja e algodao na
safra 2012/2013 (Pomari-Fernandes et al., 2015). Bt bioinseticidas,
especialmente o Dipel®, foram fundamentais para controlar essa praga, devido
a ineficiéncia dos inseticidas disponiveis. Esse fato € um marco do controle
microbiano de pragas, pois tornou o Brasil o maior usuario mundial desses
bioinseticidas, com area pulverizada em torno de 9 milhdes de hectares
(Polanczyk et al. 2017), representando um de 6.000% em relacéo ao inicio da
década de 2000 (Souza, 2001).

Um fator importante para o aumento da utilizacdo de bioinseticidas, € 0
alto custo para o desenvolvimento de novas moléculas para inseticidas
convencionais, associado ao tempo longo de desenvolvimento de moléculas.
Para o langcamento de novos inseticidas quimicos s8o necessarios
aproximadamente 10 anos, com um investimento superior a US$ 250 milhdes,
gastos muito superiores aos empregados para o lancamento de novos
bioinseticidas, entre US$ 3-5 milhdes e 3 anos para o langcamento comercial nos
Estados Unidos. (Glare et al 2012).

2 DESAFIOS PARA OS BT BIOINSETICIDAS

O efeito de choque dos inseticidas quimicos e uma das principais
vantagens em relagéo aos Bt bioinseticidas. Essa caracteristica proporciona uma
supressao mais rapida da praga alvo (Wickham et al., 1974; Aktar et al., 2009).
O Brasil € o maior consumidor mundial de agrotoxicos, representando cerca de
20% do diferentes, com 381 ingredientes ativos autorizados para uso agricola
(Albuquerque, 2016). As dimensdes continentais do Pais e a possibilidade de
colheita de duas ou trés safras consecutivas, contribuem para o uso expressivo

de agrotoxicos (Santos et al., 2014). Além disso, temperaturas mais elevadas
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podem aumentar o numero de geracfes dos insetos-praga em com paragao a
regides de clima temperado (Ricalde et al., 2012; De Bortoli, 2017).

Apesar da crescente conscientizagdo quanto a questdo ambiental, os
agricultores necessitam garantir uma ou duas colheitas por ano para viabilizar a
sua atividade agricola, e para isso o agricultor ainda considera o controle quimico
a melhor opcao, sendo comum a mistura em tanque para a economia de agua e
tempo necessério para as operacdes agricolas (Grazziero et al., 2015). O uso de
Bt bioinseticidas em mistura com outros agrotéxicos pode implicar na perda da
sua seletividade e especificidade, caracteristicas altamente desejaveis em
agentes de controle microbiano de pragas (Glare et al., 2012).

Além das incertezas em relacdo a mistura em tanque, os Bt bioinseticidas
apresentam sensibilidade a condicbes ambientais adversas, principalmente
radiagdo ultravioleta (UV) e temperatura elevadas (Fuxa, 1987; Glare et al., 2012;
Heimpel, 1967; Navon, 2000; Sanahuja et al., 2011). A reducao da persisténcia
resulta em menor controle da praga, o que implica na necessidade de
reaplicacbes do bioinseticida e consequente aumento do custo de produgao para
0s agricultores (Lacey, 2017).

Pozsgay et al. (1987) utilizaram a espectroscopia Raman para elucidar o
mecanismo de fotodegradacéo do cristal do Bt kurstaki. Essa espectroscopia foi
capaz de demonstrar a quebra de 30% das cadeias do triptofano e 20% de
histidina resultantes da radiacao solar continua por 48 horas. Cohen et al. (1991)
enfatizaram que a destruicdo do triptofano pode resultar em profundas
alteracdes na configuracao tridimensional da proteina Cry e consequente perda
de sua atividade biolégica.

Cantwell e Franklin (1966) ressaltou que apesar da UV reduzir a
viabilidade dos esporos de Bt, a chuva nao influenciou a viabilidade do Bt, porém
provocou a lavagem do produto. Neste caso, a chuva potencializou o efeito da
UV sobre os esporos de Bt (Frye et al., 1972; Svestka,1976). Além disso, Leong
et al. (1980) observaram que além da UV, a temperatura da folha e a umidade
relativa do ar também interferem na viabilidade do microrganismo.

Trabalhos classicos sobre persisténcia de Bt em florestas datam da
década de 1970. A persisténcia de formulagdes liquidas de Bt foi maior em
Cercis occidentalis do que as formulacdes em p0, afetadas pela temperatura e

umidade elevadas (Pinnock et al., 1971). Além da formulacdo e condicbes
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climaticas, Pinnock et al. (1975) constataram que as caracteristicas morfolégicas
de trés espécies florestais, Quercus agrifolia, C. occidentalis e Eucalyptus
globulus influenciaram a persisténcia, devido a reducdo da aderéncia do Bt na
folha.

Ignoffo et al. (1974) observaram redugéo de 65% da atividade inseticida
de Thuricide® na lagarta-da-maca (Chloridea virescens), devido a reducao de
90% na viabilidade dos esporos. Em relacdo a persisténcia, os autores
verificaram somente 4,2% da dose inicial depositada em folhas de soja trés dias
apos a aplicacdo. Beegle (1981) constatou persisténcia de 1,5 e 2 dias de
Thuricide-HPC® em folhas de algoddo, com alta mortalidade de lagartas
neonatas de C. virescens. Salama et al. (1983) constatou que a meia vida de
bioinseticidas Bt foi alterada em funcdo das condicdes de temperatura e

radiagéo.

3 PERSPECTIVAS DA UTILIZACAO DE BT BIOINSETICIDAS

A mistura de agrotoxicos no tanque do pulverizador passou a ser permitida
pelo governo brasileiro a partir de 2017, conforme publicado na Portaria n® 148,
de 26/12/2017. A partir dessa data as recomendac¢des de mistura em tanque
devem ser feitas por instituicdo publicas ou privadas de ensino, de pesquisa ou
extensao rural, associacao de produtores, cooperativas de agricultores, empresa
responsavel pelo registro de agrotoxicos e afins (BRASIL, 2017).

As empresas produtoras de agrotoxicos e bioinseticidas, a academia e 0s
servicos de extensado rural ttm o grande desafio de tornar esse método de
controle de pragas viavel para o agricultor. Estudos de compatibilidade in vitro e
in vivo sdo essenciais, porém ainda ndo existe consenso quanto a melhor
metodologia a ser empregada para esta avaliacao (Anhalt et al., 2017; Da Costa
et al., 2018; Pérez-Gonzalez e Sanchez-Pefa, 2017; Santos Diaz et al., 2014).

A pesquisa relacionada ao uso de mistura de produtos para o controle de
pragas agricolas esta direcionada principalmente para a compatibilidade de
bioinseticidas a base de fungos e bactérias com inseticidas quimicos e
adjuvantes. Com o crescimento do mercado de bioinseticidas na ultima década
(Glare et al., 2012; Parra, 2014) é necessario estudar a compatibilidade desses

produtos, visto que a utilizagdo conjunta pode potencializar o efeito de ambos,
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além de produzir informacdes que possam auxiliar na tomada de decisdo no
momento de realizar uma mistura em tanque.

A compatibilidade entre Bt bioinseticidas e agrotdéxicos depende da
linhagem do microrganismo, da natureza quimica dos produtos e da dose
utilizada. O uso de inseticidas pode inibir o crescimento vegetativo e a
esporulacdo de bactérias ou causar mutacfes genéticas com reducdo na
viruléncia. Além disso, a presenca de emulsificantes e outros aditivos
concentrados, utilizados nas formulagdes, podem reduzir a viabilidade do Bt
(Batista Filho et al., 2001).

Os fabricantes de agrotéxicos fornecem informacdes técnicas aos
agricultores sobre a compatibilidade com agentes de controle microbiano de
pragas, mas geralmente ndo fornecem detalhes dos métodos usados em testes
de compatibilidade (Lacey, 2017). A compatibilidade entre Bt bioinseticidas e
outros produtos fitossanitarios € inicialmente avaliada em laboratério levando em
conta o crescimento microbiano ou sobrevivéncia e posteriormente ensaios em
casa de vegetacao e campo devem ser realizados para corroborar os resultados
obtidos in vitro (Ribeiro et al., 2015; Schumacher e Poehling, 2012).

Até o momento nédo foi realizado nenhum estudo sobre a influéncia da
mistura em tanque na persisténcia e seletividade dos Bt bioinseticidas. E
importante ressaltar a influéncia de varios fatores abidticos e bidticos na
persisténcia desses bioinseticidas; como por exemplo: formulacdo, umidade,
temperatura, UV, arquitetura da planta e da folha. Isso faz com que os resultados
dos estudos sejam variaveis e a sua grande maioria realizados em laboratorio
com lampadas ultravioletas ou quando em campo em regides de clima
temperado, com clima bem diferente das regides agricolas do hemisfério sul.
Além de determinar a persisténcia dos Bt bioinseticidas € necessario relacionar
a perda da persisténcia com a reducdo do controle da praga, ou seja, se existe
uma correlagao linear entre esses dois fatores ou uma manutencgéo da atividade
toxica até um limite da perda da persisténcia.

A tecnologia de aplicacdo dos Bt bioinseticidas precisa evoluir. Em
alguns casos perdas de até 80% do volume aplicado pode ocorrer com produtos
guimicos (Chaim et al., 1999), mas frequentemente tem sido observadas perdas
do volume aplicado até 90% com Bt bioinseticidas. A preferéncia do agricultor

por equipamentos auto propelidos em grandes areas devido a facilidade de
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logistica e baixo volume de calda pode ter impacto negativo sobre a persisténcia
e eficiéncia do Bt bioinseticidas especialmente para pragas que tem preferéncia
pelo terco médio/inferior das plantas, como por exemplo, C. includens,
importante lagarta desfolhadora da cultura da soja.

O isolamento de Bt em areas aridas pode ser uma forma de obter isolados
mais resistentes a condi¢cdes climaticas adversas. (Paulino-Lima et al., 2013)
obtiveram um isolado de Bacillus denominado S3.300-2 com alta resisténcia a
UV no deserto do Atacama (Chile). No entanto, testes posteriores ainda devem
ser realizados para constatar o potencial inseticida deste isolado, bem como o
melhor tipo de formulagdo em fun¢éo do alvo biologico.

A adicdo de substancias umectantes, adesivas, protetores solares e
fitoestimulantes também é uma alternativa para aumentar a persisténcia dos Bt
bioinseticidas em campo (Rodriguez et al., 2015). Entretanto, formulacdes
encapsuladas apresentam maior eficiéncia e menor custo (Bok et al., 1993).

Os primeiros materiais utilizados para testes de encapsulamento foram os
biopolimeros néo hidrolisados, devido ao baixo custo e facil acesso (McGuire,
1996). Posteriormente, o uso de amidos hidrolisados foram propostos como
agentes encapsulantes, buscando assegurar a estabilidade do encapsulado e
fornecer protecao a fatores ambientais (Bao et al., 2003). Além disso, os granulos
de amido tém a propriedade de aderir a superficies secas e umidas, o que pode
contribuir na persisténcia do produto formulado (Bangs e Reineccius, 1988).

Na década de 1990, a tecnologia CellCap® foi desenvolvida como uma
alternativa para aumentar a persisténcia de Bt bioinseticidas em campo
(Gaertner et al. 1993). Essa tecnologia € baseada em células recombinantes de
Pseudomonas fluorescens que expressavam toxinas Cry de Bt. Além de
aumentar a capacidade de persisténcia em campo, esta tecnologia aumentou
também a eficacia dos bioinseticidas. Naquela oportunidade quatro produtos
foram lancados no mercado com essa tecnologia.

Soares-Junior (1996) avaliou o efeito de trés bioinseticidas, MVP®
(tecnologia CellCap®), Dipel® e Javelin® em Plutella xylostella. Os autores
constataram reducdo da mortalidade da praga ao longo do periodo de avaliacao
de apenas 10% para o MVP® e de 40% e 90 % para Dipel® e Javelin®,
respectivamente. Além disso, o Bacilex® (ndo-encapsulado) apresentou uma

CLso 36 vezes superior ao MVP® para P. xylostella. Glare et al. (2012)
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ressaltaram que esses produtos ndo sao mais utilizados na agricultura pela falta
de interesse das empresas em registrar bioinseticidas geneticamente
modificados principalmente devido a dificuldade de aceitacdo desta tecnologia
pelas agéncias regulatorias e pelo publico em geral.

Além de P. fluorescens, outros microrganismos como Escherichia coli, B.
subtilis e B. megaterium foram estudados visando aumentar a persisténcia do Bt
em campo (Schnepf et al., 1998). Tamez-Guerra et al. (2000) demostraram a
eficacia de formulacdes encapsuladas e microencapsuladas com aumento da
persisténcia do Bt e consequente incremento na mortalidade dos insetos alvo.

Nos ultimos anos, a utilizagdo de polimeros quimicos foi empregada para
melhorar a persisténcia de Bt bioinseticidas. Yang et al. (2012) encapsularam a
protoxina CrylAc utilizando acido acrilico e estireno sulfonato e verificaram que
a atividade inseticida ndo foi alterada em campo. Esta formulagcdo mostrou
protecdo as condi¢cdes ambientais, permitindo a liberacdo da toxina no intestino
médio dos insetos-alvo.

Apesar do avango nas tecnologias de encapsulamento, a reducdo do
mercado de Bt bioinseticidas de 90% para 53% do mercado global de
bioinseticidas (CAB International Center, 2010) impactou negativamente a
pesquisa relacionada a avaliacdo da persisténcia e técnicas de encapsulamento
de Bt. Esta redugcao do mercado ocorreu principalmente devido a ampla adogéo
de plantas Bt no controle de pragas e 0 senso comum que a solucéo definitiva
do controle de pragas havia chegado.

Uma grande preocupacao das ultimas safras no mundo séo os frequentes
e crescentes relatos de resisténcia de pragas a plantas Bt (Blanco et al., 2016;
Siegfried e Jurat-Fuentes, 2016). No Brasil as primeiras variedades resistentes
a insetos rapidamente selecionaram populacdes resistentes de Spodoptera
frugiperda a CrylAb (Luis et al., 2013; Omoto et al., 2016) e CrylF (Farias et al.,
2014). Em termos globais existem 19 casos de resisténcia de pragas as plantas
Bt (Tabashnik e Carriere, 2019) e h& probabilidade de rapida evolucdo da
resisténcia inclusive para em plantas que expressam mais de uma toxina (Zu et
al., 2019). Entretanto, para os Bt bioinseticidas ha apenas um caso de resisténcia
relatado em campo (De Bortoli e Jurat-Fuentes, 2019).

Alguns trabalhos foram realizados para avaliar a possibilidade de utilizar

os Bt bioinseticidas como ferramenta do manejo da resisténcia em areas com
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plantas Bt. (Jakka et al., 2014) ndo encontram resisténcia cruzada significativa
de S. frugiperda a toxina CrylFa (TC1507®) e os bioinseticidas Xentari® e Dipel®.
Resultados semelhantes foram encontrados (Horikoshi et al., 2019) para as
plantas Bt YieldGard VT Pro®, PowerCore Agrisure®, Viptera®, Agrisure Viptera
3® e Herculex® em relacdo ao bioinseticida Xentari®. Souza et al. (2019)
constataram 100% de mortalidade de S. frugiperda resistente quando tratada
com bioinseticidas a base de Bt aizawai (Agree® e Xentari®) e alguma
sobrevivéncia das lagartas ao bioinseticidas a base de Bt kurstaki (Dipel® e
Thuricide®).

A especificidade inseticida dos Bt bioinseticidas varia de acordo com a
tipo e quantidade de toxinas Cry das cepas utilizadas na producao do Bt (Mohan
e Gujar, 2001) e populacbes de S. frugiperda podem variar quanto a
suscetibilidade ao Bt (Monnerat et al., 2006), o que poderia explicar a variagéo
de resultados acima descrita. Entretanto, Jakka et al. (2014) ressaltaram que o
efeito do Dipel® em S. frugiperda, pode ser devido a toxicidade do esporo do Bt.
Esse fato demonstra a necessidade de melhor avaliar o potencial inseticida dos
esporos de Bt. Embora as toxinas Cry presentes no cristal proteico sejam o
principal fator de viruléncia dessa bactéria, o potencial efeito téxico dos esporos
e, seu sinergismo com toxinas Cry na toxicidade para espécies praga sempre
despertou o interesse dos pesquisadores (Angus, 1964; Burges et al. 1976;
Somerville e Pockett, 1975; Treteau, 2018).

Em meados do século 20, muitos patologistas de insetos estavam
interessados em separar 0s cristais e esporos de Bt para estudos de toxicidade.
Angus (1954) relatou que os esporos de Bt sotto, ndo eram patogénicos, mas
causavam septicemia em bicho da seda Bombyx mori. Burges et al. (1976)
mostraram que 0s esporos desempenham um papel muito importante,
juntamente com o0s cristais na morte da traca da cera (Gallera mellonella).
Resultados semelhantes foram relatados posteriormente por Mohd-Salleh et al.

(1980) para Ostrinia nubilalis.

4 CONSIDERACOES

Bt bioinseticidas sdo uma opcéo eficiente e ambientalmente segura para

o controle de surtos de pragas como descrito para H. armigera e C. includens.
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Recentemente, a presenca de S. frugiperda foi relatada na Africa e Asia
(Goergen, 2016; Ganiger et al., 2018). Essa praga devido a sua alta polifagia,
resisténcia a inseticida e plantas Bt sera um desafio para os agricultores e os Bt
bioinseticidas podem ser uma estratégia interessante para o seu controle.

Diante das abordagens apresentadas, os estudos com bioinseticidas Bt,
estdo voltados para o aperfeicoamento em novas formulacfes, aumentar a
persisténcia desses produtos em campo, além de estudos de compatibilidade
com inseticidas quimicos, tanto com inseticidas de amplo espectro como,
piretroides e neonicotinoides, como produtos de grupos mais seletivos como
diamidas e reguladores de crescimento. Ainda, pode-se explorar a seletividade
dos bioinseticidas Bt, para o uso em conjunto com parasitoides e predadores em
sistemas de producéo organica.

Deve-se ressaltar que a simples troca do controle quimico pelo controle
microbiano esta fadada ao fracasso. Para otimizar o uso de agentes de controle
microbiano de pragas deve-se conhecer a praga, desde a sua identificacdo até
0 seu habito. Por exemplo, a lagarta-falsa-medideira da soja tem preferéncia pelo
terco inferior das plantas, sendo necessério utilizar volume de calda superior ao
normalmente utilizado. Além disso, lagartas de primeiros instares sao mais
sensiveis aos entomopatogenos, portanto faz-se necessario conhecer a faixa
etaria da praga. Portanto, os Bt bioinseticidas devem ser empregados dentro de

uma estratégia de manejo.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO DA PERSITENCIA DE FORMULACOES DE
BACILLUS THURINGIENSIS EM SOJA E MORTALIDADE DE
ANTICARSIA GEMMATALIS

RESUMO - A ocorréncia de Anticarsia gemmatalis € um dos principais
limitantes na producéo da soja no Brasil, uma das commodities brasileiras mais
importantes. O controle da praga € baseado na aplicacdo de inseticidas quimicos
e no uso de plantas Bt. Contudo, a rapida selecdo de populacdes resistentes
dificulta o manejo dessa praga. O uso de bioinseticidas a base Bacillus
thuringiensis (Bt) figuram como uma alternativa promissora para assegurar a
produtividade de forma ecolégica e economicamente sustentivel. Porém devido
a sensibilidade desses bioinseticidas a fatores climaticos, faz-se necessario
avaliar a persisténcia de formulagcfes de bioinseticidas e possiveis estratégias
gque aumentem a persisténcia. Os ensaios de persisténcia de Bt foram
conduzidos na cultura da soja nas safras 2017 e 2018 na area experimental da
FCAV/UNESP, com parcelas de 10m x 5m e 4 repeticdes. Os tratamentos
utilizados foram conduzidos em esquema fatorial [(2x3x3x2)+1], constituidos de
cepas de B. thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 (2017) e B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 (2018) sem e com encapsulamento nos respectivos anos
e do bioinseticida Dipel® composto de dois horarios de aplicacdo (8:00 e 16:00
horas), trés espectros de gota (fina, média e grossa), duas vazdes de aplicacdo
(70 e 100 L.ha'). Agua foi utilizada como controle. E os ensaios de mortalidade
de A. gemmatalis foram realizados no LCMAP/FCAV. A concentracéo de Bt na
calda para aplicacéo foi 3 x 108 esporos.mL. Doze horas apés a aplicacédo dos
tratamentos, foram realizadas oito (primeira safra) e cinco (segunda safra)
coletas de folhas no terco superior das cinco linhas centrais de cada parcela,
com um intervalo de 12 horas entre as coletas, totalizando 30 folhas. Para cada
folha foram retirados 2 discos de 3,0 cm de diametro; um utilizado no bioensaios
de mortalidade de A. gemmatalis e outro para avaliar a persisténcia do Bt através
da contagem de esporos. No teste de mortalidade, foram utilizadas 25 lagartas
por tratamento, distribuidas em 5 repeticbes. A avaliacdo da mortalidade foi
realizada 5 dias apés a montagem do bioensaio. Na avaliacdo da persisténcia,
foi realizada a contagem de esporos, utilizando camara de Neubauer e
microscopio com contraste de fase (400 x). O bioensaio mortalidade demonstrou
gue nao houve diferenca estatistica quando utilizado gota grossa na aplicacéo,
bem como para o ensaio com diferentes horarios de aplicacdo. A formulacao
encapsulada utilizada ndo influenciou na persisténcia do Bt e na mortalidade de
A. gemmatalis.

Palavras-chave: Encapsulamento, Controle microbiano, lagarta da soja,
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CHAPTER 3 - EVALUATION OF THE PERSISTENCE OF Bacillus
thuringiensis FORMULATIONS IN SOYBEAN AND EFFECT
OF MORTALITY IN Anticarsia gemmatalis

ABSTRACT -The occurrence of Anticarsia gemmatalis is one of the main limiting
factors in soybean production in Brazil, one of the most important Brazilian
commodities. Pest control is based on the application of chemical insecticides
and the use of Bt plants. However, the rapid selection of resistant populations
makes it difficult to manage this pest. The use of Bacillus thuringiensis (Bt) -based
bioinsecticides is a promising alternative to ensure ecologically and economically
sustainable production. However, due to the sensitivity of these bioinsecticides
to climatic factors, it is necessary to evaluate the persistence of bioinsecticide
formulations and possible strategies that increase the persistence. Bt persistence
tests were conducted on soybean crop in 2017 and 2018 crops in the
experimental area of FCAV/UNESP, with plots of 10m x 5m and 4 replications.
The treatments were conducted in a factorial scheme [(2x3x3x2) +1], consisting
of strains of B. thuringiensis subsp. tolworthi HD-125 (2017) and B. thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 (2018) without and with encapsulation in the respective
years and the Dipel® bioinsecticide composed of two application times (8:00 and
16:00 hours), three drop spectra (fine, medium and coarse), two application rates
(70 and 100 L.ha-1). Water was used as a control. And A. gemmatalis mortality
assays were performed on the LCMAP / FCAV. The concentration of Bt in the
spray solution was 3 x 108 spores.mL-1. Twelve hours after the application of the
treatments, eight (first crop) and five (second crop) leaf collections were
performed in the upper third of the five central lines of each plot, with an interval
of 12 hours between collections, totaling 30 leaves. For each sheet, 2 3.0 cm
diameter discs were removed; one used in A. gemmatalis mortality bioassays
and the other to evaluate the persistence of Bt by spore counting. In the mortality
test, 25 caterpillars per treatment were used, distributed in 5 repetitions. Mortality
assessment was performed five days after bioassay assembly. Spore counting
was performed using a Neubauer chamber and phase-contrast microscope (400
X) to evaluate Bt persistence. The mortality bioassay showed that there was no
statistical difference when coarse drop was used in the application, as well as
application times.The encapsulated formulation used did not influence the
persistence of Bt and mortality of A. gemmatalis.

Keywords: Encapsulation, Microbial Control, velvet-bean caterpillar
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1 - INTRODUCAO

No Brasil, a soja, Glycine max (L.) Merrill (Fabaceae: Phaseoleae) é
cultivada em uma area de aproximadamente 35 milhdes de hectares (Embrapa,
2019). Os artropodes praga sao importantes fatores limitantes da producéo
(Moscardi et al 2012) e entre eles a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis
Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae), destaca-se pela elevada capacidade de
dano, uma vez que pode consumir completamente a planta (Bernardi et al., 2012;
Gomez et al., 2014; Haase et al., 2015; Panizzi, 2013; Sosa-gomez et al., 2004).

O uso de inseticidas quimicos € a principal forma de controle de
lepidopteros desfolhadores na soja (Baur et al., 2010; Da Silva Altoé et al., 2012;
Guedes et al., 2012). No entanto, a eficacia dessa tatica pode ser limitada devido
a selecao de populacdes resistentes associada a dificuldade dos inseticidas em
alcancar o alvo biolégico (Bernardi et al., 2012). Uma ferramenta adicional para
o controle de A gemmatalis € o uso de plantas geneticamente modificadas que
expressam proteinas inseticidas (Cry) derivadas da bactéria do solo Bacillus
thuringiensis (Bt) (Bernardi et al., 2014; Bravo et al., 2007 James 2017).

A soja Bt que expressa a toxina CrylAc foi aprovada para cultivo no Brasil
em 2010 e comercializadas pela primeira vez durante a safra 2013-2014
(Bernardi et al., 2014; Yano et al., 2016). Desde entdo, a soja Bt tem sido
considerada uma das principais ferramentas para de manejo de lepidépteros
(Azambuja et al., 2015; Bernardi et al., 2014, 2012; Yano et al., 2016). Entretanto
Ccomo a soja aprovada para comercializacao no Brasil (MON 8701x MON 89788)
expressa somente toxina CrylAc (Huang et al., 2011), a selecdo de fenotipos
resistentes pode ocorrer rapidamente, quando comparado ao material que
expressa mais de uma toxina (Carriére et al., 2016, 2015; Gould, 1998). Além
disso, a adocédo de areas de refagio é extremamente baixa pelos sojicultores de
uma forma geral, o que compromete mais ainda a durabilidade da tecnologia
(Machado e Fiuza, 2011; Omoto e Bernardi, 2015; Zancanaro et al., 2012).

Com as limitagcbes dos inseticidas e das plantas Bt, a utilizacdo de
bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis (Bt), ou Bt bioinseticidas, € uma
alternativa que pode ser usada para o controle de lepidépteros desfolhadores,
devido a sua seletividade, especificidade e inocuidade ao ambiente (Carvalho et
al., 2012; Da Silva et al., 2016; Lacey, 2017; Raymond et al., 2018). Outro fator
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importante para o uso de bioinseticida Bt, € a possibilidade de auxiliar o controle
de populacdes resistentes em cultivos Bt. Trabalhos recentes mostraram a
auséncia de resisténcia cruzada entre Bt bioinseticidas e plantas Bt (Horikoshi et
al., 2019; Jakka et al., 2014).

Apesar das vantagens dos Bt bioinseticidas, o seu amplo uso é limitado
devido a sua sensibilidade a condicbes ambientais adversas. Fatores como
radiagdo ultravioleta (UV), temperatura elevada (Glare et al., 2012; Navon, 2000)
e baixa umidade relativa (Leong et al., 1980) interferem na viabilidade e reduzem
a persisténcia dos Bt bioinseticidas. Os trabalhos com objetivo de avaliar a
persisténcia desses bioinseticidas em sua maioria sdo antigos, e em grande
parte realizados em cultivos de espécies florestais, soja, milho e algodao
(Pinnock; Brand; Milstead 1971 Pinnock et al., 1975 Ignoffo 1974 Lynch 1980) e
no hemisfério norte onde as condi¢des climéticas diferem do hemisfério sul.

A reducéo da persisténcia resulta em menor controle da praga, o que
implica na necessidade de reaplicacdes do bioinseticida e consequente aumento
do custo de producao para os agricultores (Lacey, 2017). Uma das alternativas
para aumentar a persisténcia bioinseticidas Bt, é a utilizacdo de técnicas de
encapsulamento. Essa técnica possibilita que uma matriz proteja um agente de
controle microbiano de estresse biotico e abibtico (contaminacdes, antagonistas
do solo, temperatura, secura, luz UV, estresse mecanico), fornecendo um
microambiente benéfico (Vemmer and Patel, 2013). Esse encapsulamento
prolonga a atividade inseticida ndo apenas durante o armazenamento, mas
também apoés a aplicacéo, resultando em diminuicdo do namero de aplicacdes
(Paula et al., 2011).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a persisténcia de Bt em
campo e relacionar essa persisténcia com a mortalidade de A. gemmatalis. nas

condicBes climaticas do Brasil.

2 -MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na area experimental do
Departamento de Fitossanidade e no Laboratério de Controle Microbiano de
Artrépodes Praga, na Universidade Estudual Paulista Julio de Mesquita Filho em

Jaboticabal, Sao Paulo.
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2.1 Obtencado e manutencao de Anticarsia gemmatalis

A populacéo de A. gemmatalis foi obtida da EMBRAPA Milho e Sorgo, em
Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil. A criagdo e manutencéo da populagéo foi
realizada no Laboratorio de Controle Microbiano de Artropodes Praga da
FCAV/UNESP. As lagartas foram mantidas em dieta artificial (adaptada Greene;
Leppla; Dickerson, 1976) em recipientes plasticos de 70 mL, onde foram
individualizadas duas lagartas, que permaneceram até a fase de pupa. As pupas
foram retiradas e acondicionadas em recipientes de 1 L contendo papel filtro no
fundo. Apos a emergéncia, os adultos foram colocados em gaiolas cilindricas de
PVC (30,0 cm de altura x 28 cm de diametro), revestidas internamente com papel
sulfite branco. Os adultos foram alimentados com uma solucéo liquida de mel a
10%, e 2,5% de cerveja. A cada dois dias foram coletados os ovos, e
acondicionados em recipientes de 1 L contendo dieta artificial no fundo. Apos a
eclosédo das lagartas, cerca de 95% dos especimens foram utilizadas para os

bioensaios, e o restante utilizado para a manutencéo da criagao

2.2 Preparo dos tratamentos

As cepas utilizadas foram Btt HD-125 (primeiro ensaio) e Btk HD-1
(segundo ensaio) provenientes da Colecdo de Bactérias Entomopatogénicas -
CBE do Laboratoério de Controle Biolégico - Nucleo de Biologia Aplicada - NBA
da Embrapa Milho e Sorgo — CNPMS.

Para o crescimento das cepas foi utilizado o meio de cultura Luria Bertani
- LB acrescido de sais (liquido), com seguinte composi¢ao: glicose (1g), caldo
nutritivo (8g), extrato de levedura (5g), triptona (10g), NaCl (5g), MgSOa (0,39),
FeSO4 (0,02g), ZnSO4 (0,029) e MnSO4 (0,02g) (Valicente e Mourao 2008). O
material foi agitado em Becker contendo 900 mL de agua destilda até a diluicdo
de todos os reagentes. Apos a diluicdo foi utilizado um pHmetro para medir o pH,
e utilizou uma base para corrigir o valor de pH até 7,5, para uma solu¢ao de 1000
mL. Para a correcéo utilizou-se uma base (NaOH 1M).

Uma quantidade de 125 mL do meio de cultura Luria Bertani - LB (liquido)

foi distribuida em oito erlenmeyers de 250 mL. Posteriormente, cada Erlenmeyer
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foi vedado com algodao envolto em tecido e papel aluminio, sendo autoclavado
durante 20 minutos. Os erlenmeyers contendo o meio de cultura Luria Bertani -
LB (liquido) foram levados a camara de fluxo laminar, onde foi realizada a
inoculacao utilizando-se 100 yL de cada cepa da bactéria de B. thuringiensis.
Apos, as amostras inoculadas foram submetidas a um processo de fermentacao
submersa descontinua (liquida), conduzido em um shaker rotativo a 28°C e 200
rpm por 48 horas para o crescimento da bactéria. Ao fim da fermentacao, foi
retirada uma aliquota de 10 pyL de cada amostra fermentada, e levada ao
microscopio oOptico com contraste de fase para verificagdo da presenca de
esporos e cristais. Apos o término do processo, parte das amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo até o uso e, parte foram encaminhadas para a
empresa Labmaq® para serem encapsuladas. A formulacéo foi fornecida pela

empresa Sumitomo®,

2.3 Aplicacdo em campo

O primeiro bioensaio foi conduzido em parcela subdividida [(2x3x3x2)+1],
composto por dois horarios de aplicacao (8:00 e 16:00 horas), por duas cepas
de Bt [uma cepa Btt HD125 (encapsulado e ndo encapsulado) e o bioinseticida
(Dipel WP®)], com trés espectros de gota (fina, média e grossa) e duas vazoes
(70 L.hat e 100 L.hat). Agua foi utilizada como controle. Foram utilizadas pontas
de pulverizacdo conforme descrito na Tabela 1. No segundo bioensaio a cepa
Btt HD-125 foi substituida pela cepa Btk HD-1. A aplicacdo foi realizada com o
auxilio de um pulverizador de parcela, pressurizado com COso.

No momento da aplicacéo a calda apresentava uma concentracao de 3 x
108 esporos/mL, determinada com o auxilio da camara de Neubauer, em
microscopio com contraste de fase com 400x de aumento (Carl zeiss- Axio
LabAl). As caldas foram preparadas instantes antes da aplicacdo. Apos a
aplicacao foram realizadas oito (primeira safra) e cinco (segunda safra) coletas
de folhas, com um intervalo de 12 horas entre as coletas e a primeira coleta foi
realizada 12 horas ap0s a aplicacdo. As folhas foram levadas para laboratorio
para os testes de mortalidade de A. gemmatalis e avaliagdo da persisténcia pela
contagem dos esporos e Bt em miscroscopia de contraste de fase. No segundo

ano de cultivo foram realizadas somente cinco coletas devido a precipitacao de
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55 mm, durante o andamento do experimento, com a chuva ocorreu a lavagem

dos produtos.

Tabela 1: Pressdao de trabalho e ponta de pulverizagédo utilizadas para as

diferentes vazdes e espectros de gotas.

Tratamentos? Ponta de pulverizacdo? Presséo (Bar)
gota fina - vazao 70 L/ha XR 110 015 2
gota média - vazéo 70 L/ha XR 110 02 1
gota grossa - vazéo 70 L/ha TT 110 02 1
gota fina - vazéo 100 L/ha XR 110 02 2
gota média - vazéo 100 L/ha XR 110 03 1
gota grossa - vazao 100 L/ha TT 110 02 2

1 Todos os tratamentos foram aplicados a velocidade de trabalho de 1 m/s (3,6 Km/h).
2 Marca TeeJet®

2.4 Bioensaio de mortalidade de A. gemmatalis

As folhas de soja coletadas em campo foram levadas para laboratério e
cortadas em formato disco, com auxilio de um vazador (3 cm de @). Foram
retirados 25 discos foliares por tratamento/avaliagdo (20 discos para o teste
mortalidade e cinco discos para o teste de persisténcia). Para o teste de
mortalidade, quatro discos foliares foram acondicionados em placa de Petri (6
cm de @), contendo uma mistura gelificada de agar-agua a 2,5% com papel filtro.
Em cada placa de Petri foram colocadas 5 lagartas neonatas de A. gemmatalis,
e para cada tratamento/avaliacdo foram utilizadas 5 placas; totalizando 25
lagartas por tratamento, distribuidas em 5 repeti¢cdes. No total foram utilizados
5.560 discos foliares e 6.950 lagartas no ensaio de 2018 e2.960 discos foliares
e 3.700 lagartas no ensaio de 2019. O bioensaio foi mantido sob condi¢des
controladas (UR: 75 % %12 e T: 25 °C +2). A avaliacdo da mortalidade foi

realizada 5 dias apés a aplicacdo dos bioinseticidas.

2.5 Contagens de esporos de Bt
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A contagem dos esporos foi realizada utilizando um disco foliar
acondicionado em tubo de Falcon (15mL) com 10 mL de agua destilada, e dois
gramas de areia autoclavada (Collier et al., 2005), constituindo uma repeticéo.
Posteriormente, os tubos foram agitados em agitador tipo vortex (MOD. AP56
[rpm=2000]), e apoés foi retirada uma aliquota de 100 pyL. A contagem dos
esporos foi realizada em triplicata com o auxilio de camera de Neubauer (Alves
e Moraes, 1998) e microscopio de contraste de fase (Carl zeiss- Axio LabAl) em

aumento de 400 x.

2.6 Analise dos dados

Para avaliar a interacdo dos fatores (nUmero de esporos x espectro de
gota, formulacdo do produto e horario de aplicacdo) foram aplicados modelos
lineares generalizados (GLM). . Para isso, os dados de contagem de esporos
foram transformados para a escala Log e para geracédo do modelo foi utilizada a
familia de distribuicdo quasipoisson. Os dados de mortalidade foram
transformado em Logit. Todas as analises foram realizadas utilizando o software
R®.

3 -RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Contagem de esporos

Ndo foi observado efeito da safra na contagem dos esporos
(GLM:p>0.776424), devido a mesma época do ano nas duas safras. A partir,
disso podemos inferir que as condi¢des climaticas durante o experimento ndo
afetaram a persisténcia do Bt. Em fevereiro de 2018, as temperaturas maxima e
minima foram 38,6°C e 18,6°C, respectivamente, enquanto que no mesmo més
de 2019, as temperaturas maxima e minima foram 33,2°C e 17,9°C,
respectivamente. Da mesma forma, Linch et al. (1980) avaliando a persisténcia
de trés formulacdes do bioinseticida Thuricide®, ndo observaram diferencas na
contagem de esporos em dois anos de amostragem. Entretanto, Dubois et al.

(1988) observaram que a persisténcia foi afetada quando o Bt bioinseticida foi
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aplicado em diferentes épocas do ano. Neste estudo, a persisténcia foi maior em
estacdes mais amenas, CoOmo outono em comparagao com o inverno.

N&o foi observada diferenca no tamanho da gota de aplicacdo do Bt
bioinseticida em relagdo ao numero de esporos para 0 mesmo horério de
avaliagdo (GLM:p>0.29680). Sundaram et al. (1996), avaliaram a influéncia do
espectro de gotas de aplicacdo na persisténcia do bioinseticida Foray® 76B. Os
autores observaram a tendéncia de gotas maiores afetarem positivamente a
persisténcia, no entanto, enfatizam que existem muitas variaveis que interferem
na persisténcia, principalmente as condi¢des climaticas.

De forma geral, foi observada reducdo do niumero de esporos ao longo
das avaliacdes. Foram obtidos 10° esporos.mL® 12 horas apés a aplicacédo
(Figura 1). Este valor corrobora os dados relatados por Valicente (2018)* em
campo logo apds a aplicacdo. Noventa e seis horas ap6s a aplicacdo dos
bioinseticidas houve uma consideravel redugéo de esporos para 10% esporos.mL-
1 valores préximos a testemunha (2 x 10%).

A reducdo do numero de esporos no decorrer das avaliagdes reforgca o
efeito dos fatores abibticos sobre a persisténcia dos esporos em condi¢des de
campo, segundo descrito por Frye et al. (1972), Ignoffo et al. (1974) e Pinnock
(1971). Os autores relataram observaram rapida reducdo da persisténcia
esporos em condi¢gBes de campo trés dias apos aplicacédo, com reducao de 95%
da quantidade inicial de esporos. A reducao observada no primeiro experimento
(2018) foi de 99% apos trés dias da aplicacdo. A diferenca na reducao pode estar
associada as diferentes condi¢cfes climaticas (clima tropical) comparada aos
demais estudos publicados (clima temperado). Salama et al., (1983) sugerem
gue climas mais quentes proporcionam uma maior perda de esporos.

O horario de aplicacdo ndo afetou a persisténcia do produto (GLM:p>0.
586082), nao interferindo no numero de esporos para 0 mesmo horario apos a
aplicacdo (Figura 2). Desta forma, a quantidade inicial e final de esporos foi 108
esporos.mL! e 10* esporos.mL™, respectivamente. Esses valores sdo proximos
a testemunha que apresentou 2 x 104 esporos.mL.

As 16:00 horas a temperatura da folha foi mais alta, com temperatura
média no periodo de aplicacdo de 36°C, enquanto que a temperatura média da
aplicacdo as 08:00 horas foi 27°C. Essa diferenca de temperatura pode ter
influenciado a taxa de deposicéo inicial, e interacdo do Bt com a epiderme da

*Comunicac¢do pessoal com o pesquisador Fernando Hercos Valicente, Congresso Brasileiro
de Entomologia — Gramado 2018
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folha. O mesmo néo foi observado no produto comercial (Dipel®), provavelmente
devido ao efeito dos inertes na formulacao, que reduzem o efeito da temperatura
na taxa de deposicéo e interagdo com a superficie da folha (Figuras 2 e 4).

A formulacdo encapsulada mostrou maior dispersao de dados em relagéo
ao Dipel®e as cepas Btk HD-1 e Btk HD-73 (Figuras 1 a 3). Isso pode ter ocorrido
devido a problemas fisicos da calda, inerente a formulagéo, e/ou eficiéncia de
encapsulamento.

Em relacdo ao Dipel® foi observado que o mesmo apresentava problemas
de dispersdo em agua, com isso rapidamente logo a apds o preparo da calda o
produto decantou no fundo do recipiente de aplicacdo. Este fato pode ter
ocasionado uma superdosagem no inicio das aplicacdes e uma subdosagem no
final, o que pode explicar a variacdo dos dados em relacdo a contagem de
€sporos.

O tipo de formulacéo pode afetar a eficiéncia de encapsulamento. Forim
et al. (2014) ressaltaram a importancia de uma elevada eficiéncia de
encapsulamento, pois proporciona uma maior estabilidade do material
encapsulado. Isso pode implicar em menor dispersdo da formulacdo em
condicbes que degradam as moléculas. Pode-se inferir que € necessario
melhorar a técnica de encapsulamento a ser empregada em futuros
experimentos de campo.

O volume de calda nao interferiu na contagem de esporos para 0 mesmo
horéario apos a aplicacédo (GLM:p>0.096173) (Figura 3), com a quantidade inicial
e final de esporos semelhante ao anteriormente citada para tamanho de gota.
Isso pode ser devido aos volumes de aplicagdo semelhantes para os
tratamentos. Entretanto, pode-se observar uma leve tendéncia de um numero
maior de esporos na vazdo de 100 L.hat, quando comparado a vazéo de 70
L.ha! na primeira avaliacéo.

A avaliacdo as 16:00 horas nao foi realizada devido a uma precipitacdo de
23 mm, que causou a lavagem das formulac¢des do dossel da planta (Figuras 2
e 4).
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Figura 1. Niumero de esporos de Bacillus thuringiensis, com interacdo das variaveis espectro de gotas e produto.
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Figura 2: Niamero de esporos de Bacillus thuringiensis, com interacao das variaveis horario de aplicacéo e produto.
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Figura 4 NUmero de esporos de Bacillus thuringiensis, com interacdo das variaveis horario de aplicacao e 2 formulacdes
(encapsulado e isolado).
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3.2 Mortalidade de Anticarsia gemmatalis

Diferentes dos resultados obtidos para a contagem de esporos, a mortalidade
apresentou diferentes valores nos diferentes anos de realizacdo do experimento
(GLM:p<0.00001). Isso esta relacionado com troca de cepa utilizada de um ano para
outro. A cepa Btk HD-1 possui as toxinas CrylAa,CrylAb,CrylAc,Cry2A,Cry2B
(Mohan and Gujar, 2001) e a cepa Btt HD-125 contém as toxinas Cry1Ab, Cry 1B, Cry
1D e Cry 1E (VALICENTE et al., 2000). Nao houve diferenca na mortalidade entre a
cepa Btt HD-125 e Btt HD-125 encapsulada, além de apresentar uma mortalidade
baixa no campo quando comparado a Valicente et al., (2000) que obteve 65% de
mortalidade em bioensaio conduzido em laboratério. No entanto, houve diferenca
guando comparado a cepa Btk HD-1, utilizada no segundo ano de cultivo (Figura 5) e
encapsulado (Figura 6). A cepa Btk HD-1 apresentou um incremento 20% na
mortalidade de A. gemmetalis no segundo ano do ensaio, comparada a cepa Btt HD-
125, utilizada no primeiro ano de ensaio. A mortalidade no primeiro ano foi de
aproximadamente 40% e no segundo ano aproximadamente 60%.

A partir do modelo linear generalizado aplicado para prever a mortalidade de
A. gemmatalis em funcdo da persisténcia, pode-se inferir que a cepa utilizada no
segundo ano causou menor mortalidade quando comparado a cepa utilizada no
primeiro ano (Figura 5).

A cepa Btk HD-1 encapsulada apresentou controle eficiente da praga no
segundo ano quando comparado a cepa Btt HD-125 encapsulada. A partir disso
podemos inferir, que a cepa encapsulada poderia ter uma maior persisténcia e assim
um maior controle inicial no segundo ano, quando comparado ao primeiro (Figura 6).

A mortalidade de A. gemmatalis foi semelhante para o controle Dipel®, sem
diferenca entre os dois anos de aplicacdo. Através do modelo gerado, pode se

observar que o comportamento dos dados seria 0 mesmo (Figura 7).
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Figura 6- Mortalidade de Anticarsia gemmatalis, com a interacdo de volume de calda

e ano do experimento, sobre a cepa encapsulada.
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Figura 7- Mortalidade de Anticarsia gemmatalis, com a interacao de volume de calda

e ano do experimento, sobre Dipel.

3.2.1 Mortalidade de A. gemmatalis no primeiro ano de experimento

A andlise dos dados ndo mostrou diferenca na interacdo entre a vazao e
produto (GLM:p>0. 586082). Na formulacédo comercial foi observada uma dispersao
de dados nas avalicdes de mortalidade de 48h e 60h no volume de calda de 70 L.ha
1, 0 que néo foi observado na volume de 100 L.hal. Entretanto, ap6s a avaliacédo de
60 horas, nao foi observada essa diferenca. Em relacdo a controle da formulacdo
comercial, observa-se uma queda consideravel na mortalidade de A. gemmatalis 72
horas ap6s a aplicacéo (Figura 8).

A mortalidade de A. gemmatalis causada pelas cepas com e sem
encapsulamento, nao diferiram em relacdo a volume aplicado. No entanto, na
formulacéo da cepa, foi observado uma tendéncia de melhor controle para o volume
de 100 L.ha. Isso pode estar relacionado com uma melhor cobertura da formulacéo,
no volume de 100 L.hat. Porém, essa tendéncia foi observada, somente na primeira
avaliacdo, ap0s a primeira avaliagcdo os dados se comportaram de forma similar,
(Figura 8).

A analise de dados mostrou diferenca na interacao entre o horério de aplicacao

e produto (GLM:p<0.007542). Neste caso, foi observado diferenca entre a Dipel® e a
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cepa encapsulada e ndo encapsulada, entretanto, apos 72 horas néo houve diferenca
entre os tratamentos (Figura 9).

O horério de aplicacéo influenciou de forma mais intensa a mortalidade de A.
gemmatalis no Dipel®. A aplicacéo realizada as 16:00 causou maior mortalidade por
um periodo mais longo, com controle proximo a 100% até 60 horas apoés a aplicacao.
Ao contrario, no horario de aplicacdo das 08:00, o controle préximo a 100% foi
observado somente até 36 horas da aplicacéo. Isso mostra que a condi¢ao climatica
no momento da aplicacéo foi determinante no periodo residual do produto (Figura 9).

Em relagdo ao horario de aplicacdo, relacionando os dados de mortalidade e
contagem de esporos, observou-se um maior niumero de esporos para a aplicacdo
das 08:00 (Figura 2 e Figura 9). Entretanto, a aplicacdo das 16:00, causou maior
mortalidade de A. gemmatalis (Figura 9). Esses resultados demonstram que embora
0 numero de esporos seja um indicativo da persisténcia do Bt em condi¢bes de campo
0 numero de esporos ndo esta diretamente relacionado com a mortalidade do inseto-
alvo. (Brand, et al 1976). Isso faz sentido, se considerarmos que o principal fator de
viruléncia de Bt sdo as toxinas Cry, presentes no cristal (Mohn-Salleh et al., 1980) e
nao os esporos de Bt, embora esses possam contribuir de forma secundaria para
mortalidade dos insetos (Jakka et al., 2014).

A mortalidade de A. gemmatalis causada pela cepa encapsulada e nao
encapsulada foram semelhantes. A andlise de dados ndo mostrou diferenca na
interacdo entre o espectro de gota e Dipel® (GLM:p>0.8226), com controle
semelhante em ambos os espectros de gota. A cepa encapsulada e ndo encapsulada

fapresentaram resultados similares (Figura 10).
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3.2.2 Mortalidade de A. gemmatalis no segundo ano

A analise dos dados ndo mostrou diferenca na interacdo entre volume de
aplicacao e produto (GLM:p>0. 586082). Devido a reduzida quantidade de avaliagbes
nao foi observado decréscimo significativo da mortalidade na formulagdo comercial,
com a mudanca do volume, (Figura 11).

A mortalidade de A. gemmatalis foi semelhante para a cepa encapsulada e ndo
encapsulada nos dois volumes aplicados. No entanto, o Dipel®, causou melhor
controle quando comparado a formulacdo da cepa com e sem encapsulamento
(Figura 11).

A andlise de dados ndo mostrou diferenca na interacdo entre o horario de
aplicacdo e produto (GLM:p>0.11002). No entanto, para o Dipel® no horario da
aplicacao de 08:00 foi observado uma tendéncia de diminuicdo da mortalidade de A.
gemmatalis. No periodo das avaliagbes também néo foi constatada diferengca das
formulagdes da cepa e do encapsulado (Figura 12).

A andlise de dados ndo mostrou diferenca na interacéo entre o espectro de gota
e produto (GLM:p>0.8226). O Dipel®, causou maior mortalidade em ambos os
espectros de gota, quando comparado as cepas com e sem encapsulamento, para 0s
quais nédo teve diferenca estatistica (Figura 13).

Em relacéo a diferenca entre a cepa do segundo ano de experimento e o Dipel®,
nao deveria ser observado grande variagcdo na mortalidade, devido ambos produtos
conterem a cepa BtkHD-1 como ingrediente ativo. A diferenca da mortalidade das
formulagdes pode estar relacionada com os materiais inertes presentes na formulagéo
comercial. Os inertes de um Bt bioinseticida podem influenciar a mortalidade de uma
determinada espécie praga, conforme foi descrito para Spodoptera albula

(Lepidoptera: Noctuidae) por Goncalves et al. (2018).
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4 - CONCLUSOES

N&o foi observado diferenca na contagem de esporos de Bt em relacdo aos
diferentes produtos, horario de aplicacdo, volume de calda e espectro de gota
avaliados.

O espectro de gotas ndo apresentou diferenca estatistica na mortalidade de A.
gemmatalis.

O horario de aplicacdo nao diferiu estatisticamente sobre a mortalidade de A.
gemmatalis

O volume de aplicagdo nao diferenciou estatisticamente sobre a mortalidade de
A. gemmatalis.

A formulagdo comercial do Bt bioinseticida (Dipel®) apresentou maior mortalidade
em espectro de gota, horario de aplicacdo e volume de calda quando comparado a
cepa encapsulada e ndo encapsulada.

A cepa encapsulada testada nao influenciou a persisténcia de bioinseticidas Bt

em campo.
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6 CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo esperava-se um incremento de mortalidade de A.
gemmatalis na cepa encapsulada em relacdo a cepa sem encapsulamento. Temos
duas hipoteses para a falta desse incremento: (1) o método de encapsulamento nao
foi adequado; embora o uso de spray drier no encapsulamento de agentes biolégicos
seja amplamente relatado (Behle, et al 2014 Rodriguez, 2015; (2) os inertes presentes
no bioinseticida Dipel® proporcionam maior protecdo ao cristal, responsavel por
grande parte da atividade inseticida do Bt em comparacdo ao processo de
encapsulamento.

Este € um trabalho pioneiro para as condi¢cdes agricolas brasileiras e contribuiu
de forma significativa para o entendimento da relacdo persisténcia do Bt ao longo do
tempo, no entanto ndo é um trabalho conclusivo. Os resultados demonstram a
necessidade de estudos para aprimorar a relacdo do cristal, persisténcia e toxicidade,
pois até o presente momento o esporo € um indicativo da persisténcia, mas este
estudo demonstrou que nao reflete a atividade toxica do Bt ao longo do tempo.

Mais trabalhos relacionados a persisténcia de Bacillus thuringiensis devem ser
realizados, principalmente em regides tropicais, visto que a literatura avaliando a
persisténcia em clima tropical sdo escassas, pois os trabalhos existentes, na maioria
foram conduzidos em espécies florestais, no hemisfério norte, com condi¢cdes
climética, bastante diferentes das encontradas no brasil.

Além disso é necessario também desenvolver metodologias que sdo capazes
de avaliar a influéncia de fatores climéaticos na degradacao do cristal, visto a grande
contribuicdo que o mesmo tem para a mortalidade.

A pesquisa e o desenvolvimento de novas formulagfes ir4 auxiliar na maior
adocdao de bioinseticidas Bt para o controle de pragas. Como exemplo, o controle de
populacdes resistentes a cultivos Bt, uma vez que a pesquisa relacionadas a uso de
Bt para tal finalidade tem ganhado destaque. Além de trabalhos avaliando a
compatibilidade do bioinseticida Bt, com outras moléculas inseticidas, como moléculas
utilizadas para o controle de plantas daninhas e doencas.

Diante do exposto, trabalhos futuros devem avaliar qual a interferéncia da

condicdo climatica sobre a degradacdo do cristal, alguns trabalhos mostram que a
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radiacéo solar causa a quebras de alguns aminoacidos como o triptofano e a histidina,
e quebra pode estar relacionada com a perda de atividade inseticida (Pozsgay et
al.1987), a quebra de aminoacidos pode resultar na alteracdo da configuracéo
tridimensional da proteina Cry (Cohen et al. 1991)

Com a alteragdo da configuracdo pode ocorrer a perda de sua atividade
bioldgica, visto que o modo de acdo de Bt, existem varias etapas determinantes para
para que ocorre a morte do inseto, a alteracao da estrutura pode interferir em aguma

etapa, e ocorrer perda da atividade toxica do cristal (Jurat-Fuentes e Crickmore 2014).



