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RESUMO 

Os estudos entomológicos atuais demandam de uma grande quantidade de insetos 

para serem executados. O fornecimento desse material é realizado através de 

criações massais em laboratório, que permitem a obtenção de insetos 

constantemente, não dependendo da sazonalidade, além de possuírem alta 

qualidade. A alimentação desses artrópodes em criação normalmente é realizada com 

dieta artificial, cujas característica devem permitir um desenvolvimento normal do 

inseto, livre de patógenos, e para que isso ocorra, anticontaminantes em 

concentrações adequadas são adicionados à dieta. Além de serem utilizadas em 

criação massal, as dietas também servem como veículos de substâncias em 

bioensaios e, com isso, seus componentes não devem impactar nos seus resultados. 

A partir do exposto, no primeiro capítulo deste trabalho serão estudadas 

concentrações de anticontaminantes para criação de Anticarsia gemmatalis e seus 

impactos em bioensaios de mortalidade do mesmo inseto. A partir dos resultados do 

primeiro capítulo, uma dieta foi selecionada para a realização de bioensaios com 

objetivo de quantificar a proteína Cry1Ac em folíolos de soja Bt, tema do segundo 

capítulo. Tais estudos são importantes para o manejo correto da resistência, que 

atualmente se baseia na adoção de alta dose/ refúgio, ou seja, alta expressão de 

proteínas inseticidas pelas plantas associada ao uso de refúgio, e por isso conhecer 

a capacidade de expressão de cada cultivar é importante. 

Palavras-chave: extratos de folhas; CL50; formol; solução antifúngica; indicador 

biológico. 
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ABSTRACT 

 

Current entomological studies require a large number of insects to be executed. The 

supply of this material is carried out through mass creations in the laboratory, which 

allow the obtaining of insects constantly, not depending on the seasonality, and with 

high quality. Feeding of these arthropods is usually done with an artificial diet, whose 

characteristics should allow a normal development of the insect, free of pathogens, 

and to this happening, anticontaminants in suitable concentrations are added to the 

diet. In addition to being used in mass production, diets also serve as substances 

carriers in bioassays and, therefore, their components should not impact their results. 

From the above, in the first chapter of this work will be studied concentrations of 

anticontaminants to rear Anticarsia gemmatalis and their impacts on bioassays of 

mortality of the same insect. From the results of the first chapter, a diet was selected 

to perform bioassays, whose objective was quantifying the Cry1Ac protein in Bt 

soybean leaflets, the theme of the second chapter. Such studies are important for the 

correct management of resistance, which is currently based on the adoption of high 

dose / refuge, that is high expression of insecticidal proteins by plants associated with 

refuge, and therefore know the expression capacity of each cultivar is important. 

Key words: leaf extract; LC50; formalin; antifungical solution; biological indicator. 
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CAPÍTULO 1 

Impacto de anticontaminantes na biologia de Anticarsia gemmatalis Hϋbner, 
1818 (Lepidoptera: Erebidae) e em resultados de bioensaios 

 

RESUMO 

A adoção de dietas artificiais para a criação de insetos em laboratório e em bioensaios 
é uma prática comum. Determinados ingredientes, classificados como 
anticontaminantes, são adicionados à dieta com o intuito de impedir o 
desenvolvimento de agentes microbianos, como fungos e bactérias, os quais podem 
prejudicar o desenvolvimento normal do inseto e a qualidade de bioensaios. Contudo, 
existe um limite adequado para o acréscimo de anticontaminantes em dieta artificial, 
o qual deve promover controle adequado de microrganismos patogênicos, não 
prejudicar o desenvolvimento normal do inseto e não influenciar os resultados de 
bioensaios. Para garantir que esses requisitos sejam preenchidos, estudos devem ser 
realizados para se conhecer o limite ideal de cada anticontaminante para cada espécie 
de inseto. Por isso, o objetivo deste trabalho foi verificar o impacto de formol e de 
solução antifúngica (SAF) na biologia de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas 
artificiais contendo diferentes concentrações desses anticontaminantes, e também 
verificar o impacto dessas diferentes concentrações em resultados de bioensaios. O 
delineamento adotado para estudo da biologia foi fatorial com tratamento adicional 
(dieta modificada sem SAF). Os insetos foram mantidos em condições controladas e 
foram avaliados, o período larval, peso de pupa, período pupal, longevidade de adulto, 
fecundidade de fêmeas e porcentagem de dietas contaminadas. Além disso foi 
realizada análise da viabilidade larval. Realizaram-se análises de variância, para 
comparação de médias em todas as variáveis. A partir dos resultados encontrados 
para biologia de A. gemmatalis, duas dietas foram selecionadas para verificação do 
impacto da concentração de anticontaminantes em bioensaios. Bioensaios de 
mortalidade de A. gemmatalis foram realizados em ambas as dietas, utilizando-se 
proteína Cry1Ac e extratos de folha de soja Bt. Para observar a diferença entre as 
dietas, as curvas de mortalidade e as CL50, obtidas pelo modelo Log-Logistic em 
ambiente R, foram comparadas. O uso de concentração 4,38 µl.ml-1 de formol em 
dieta artificial provocou retardamento dos períodos larval e pupal e redução no peso 
de pupa e redução das CL50 nos bioensaios. A longevidade de adultos e o número de 
ovos não foram afetados pelas concentrações de anticontaminantes estudadas. 
Concluiu-se que é recomendável o uso de concentrações 1,1 µl.ml-1 de formol e 1,4 
µl.ml-1 de SAF para criação de A. gemmatalis e para realização de bioensaios com 
toxinas. 

Palavras-chave: formol, solução antifúngica, extrato de folha, proteína Cry1Ac, CL50. 
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CHAPTER 1 

Impact of anti-contaminants on the biology of Anticarsia gemmatalis Hϋbner, 

1818 (Lepidoptera: Erebidae) and on bioassay results 

ABSTRACT 

The adoption of artificial diets for insect rearing in laboratory and bioassays is a 
common practice. Certain ingredients classified as anti-contaminants are added to the 
diet in order to prevent the development of microbial agents, such as fungi and 
bacteria, which may impair the normal development of the insect and the quality of 
bioassays. However, there is an adequate limit for the increase of anti-contaminants 
in artificial diet, which should: promote adequate control of pathogenic 
microorganisms, not impair the normal development of the insect and not influence the 
results of bioassays. To assure that these requirements are met, studies must be 
carried out to determine the ideal limit of each anti-contaminant for each species of 
insect. Therefore, the objective of this work is to verify the impact of formalin and 
antifungal solution (AS) on the biology of Anticarsia gemmatalis fed with artificial diets 
containing different concentrations of these anti-contaminants, as well as to verify the 
impact of these different concentrations on bioassays results. The design of biology 
study was factorial with additional treatment (modified diet without AS). The insects 
were kept under controlled conditions and were evaluated, larval period, pupal weight, 
pupal period, adult longevity, female fecundity and percentage of contaminated diets. 
In addition, larval viability analysis was performed. Analysis of variance was performed 
to compare means in all variables. Based on biology of A. gemmatalis studies, two 
diets were selected to verify the impact of the concentration of anti-contaminants in 
bioassays. Mortality bioassays of A. gemmatalis were carried out in both diets, using 
Cry1Ac protein and Bt soybean leaf extracts. In order to observe the difference 
between the diets, the mortality curves and LC50, obtained by Log-Logistic model in 
environment R, were compared. The use of a formalin concentration of 4.38 µl.ml-1 in 
artificial diets resulted in delayed larval and pupal periods, reduction in pupal weight 
and in LC50 of bioassays. Adults longevity and egg numbers were not affected by the 
concentrations of anti-contaminants studied. It is recommended the concentrations 1.1 
and 1.4 µl.ml-1 of formalin and AS, respectively, on artificial diet to perform bioassays 
with toxins and A. gemmatalis rearing. 
 
Key words: formalin, antifungal solution, leaf extract, Cry1Ac protein, LC50. 
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1 INTRODUÇÃO 

Durante todo o seu ciclo, a soja está sujeita a ataques de insetos e ácaros 

(HOFFMANN-CAMPO; CORRÊA-FERREIRA; MOSCARDI, 2012). A fase vegetativa 

e reprodutiva da cultura é principalmente afetada por insetos desfolhadores, e dentre 

eles destaca-se o grupo das lagartas (principalmente Noctuídeos). A lagarta-da-soja, 

Anticarsia gemmatalis Hϋbner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), por sua abundância e 

vasta abrangência, atingindo todas as regiões do país onde se cultiva a soja, é 

considerada uma importante praga da cultura (MOSCARDI et al., 2012). 

Grande parte dos estudos entomológicos envolvendo A. gemmatalis são 

realizados com material proveniente de criação massal em laboratório. Esse erebídeo 

normalmente é criado em dieta artificial, como a proposta por Greene; Leppla e 

Dickerson (1976). As dietas artificiais contêm ingredientes com intuito de nutrir o inseto 

e proporcionar consistência adequada, além daqueles com ação antimicrobiana, cujo 

objetivo é garantir a sua qualidade impedindo o desenvolvimento de patógenos. 

Porém, mesmo com a administração de diversos agentes antimicrobianos, nem 

sempre é possível mantê-la livre de microrganismos. Os casos mais comuns de 

contaminação são a presença de fungos e bactérias, os quais diminuem sua qualidade 

e afetam a biologia do inseto criado. A presença desses antimicrobianos pode auxiliar 

na manutenção da qualidade do alimento contudo, deve-se levar em consideração o 

impacto no desenvolvimento do inseto. 

Exemplo comum de agente antimicrobiano, encontrado na dieta citada acima, 

é o formaldeído (metanal), ou também conhecido na sua forma diluída por formol, um 

germicida eficaz e, portanto, muito utilizado na desinfecção em laboratórios. Devido a 

sua reduzida seletividade, esse produto é extremamente tóxico para o ser humano 

(ROMANO; QUELHAS, 2019), podendo ser tóxico também para insetos (ROEDER et 

al., 2010). Por esse motivo, Roeder et al. (2010) estudaram um novo agente 

antimicrobiano à base de ácidos que eles denominaram de “Diet Antimicrobial Agent 

(DAA)”. Este produto demonstrou-se eficiente na redução fúngica e apresentou bom 

potencial no aumento da qualidade de dietas artificiais e do inseto criado [Chloridea 

virescens (F.)]. Porém, os anticontaminantes devem ser cuidadosamente avaliados 

em cada espécie, de modo a possibilitar a compreensão do seu impacto na biologia e 

qualidade do inseto, já que ele deve não apenas ser efetivo na supressão do fungo, 
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mas também deve ser seguro para o inseto criado (ALVERSON; COHEN, 2002). Com 

essa finalidade foram estudados o impacto do DAA e sua interação com formaldeído 

sobre parâmetros biológicos de A. gemmatalis, com o intuito de reduzir o uso do 

formaldeído na dieta, devido a sua toxicidade. Verificaram-se também, os efeitos que 

tais anticontaminantes causam nos resultados de bioensaios realizados com A. 

gemmatalis, uma vez que sua interação com os produtos testados pode interferir no 

desenvolvimento do inseto o que prejudicaria os resultados. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito das interações dos anticontaminantes em parâmetros 

biológicos de A. gemmatalis e em resultados de bioensaios, quando incorporados em 

dieta artificial. 

2.2 Objetivos específicos 

• Comparar período larval, período pupal, peso de pupa, mortalidade até fase 

de pupa e fecundidade de lagartas alimentadas com concentrações variáveis 

de anticontaminantes. 

• Avaliar os níveis de contaminação fúngica na dieta artificial. 

• Avaliar alterações de resultados de bioensaios com Cry1Ac provocados por 

mudanças nos anticontaminantes de dieta artificial. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Importância, definição e uso de dietas artificiais na criação de insetos 

A criação de insetos em laboratório é de fundamental importância para a 

solução de problemas na área entomológica, cujos estudos dependem da 

disponibilidade contínua de insetos, evitando-se a dependência de sua ocorrência 

natural, como de pragas agrícolas, por exemplo (PARRA, 2012). 

Colônias de insetos herbívoros são comumente criadas em dieta artificial com 

objetivo de reduzir o trabalho, tempo, espaço e custo associado ao crescimento de 

suas plantas hospedeiras. Essas dietas também simplificam a sincronia entre inseto 

e disponibilidade de alimento, além da possibilidade de aumentar a aptidão do 

artrópode quando comparado ao alimento natural (HERVET; LAIRD; FLOATE, 2016; 

MCMORRAN, 1965).  A criação de insetos em dietas artificiais tem diversas 

finalidades, como por exemplo, agentes de controle (KNIPLING, 1979), biorreatores 

para produção de produtos farmacêuticos, como proteínas, bioinseticidas à base de 

vírus (TARGOVNIK et al., 2016), e alimento para as pessoas (DEFOLIART, 1999; 

EILENBERG et al., 2015). Um dos usos mais importantes consiste na pesquisa 

entomológica e áreas das ciências biológicas (COHEN, 2015). 

Tudo o que o inseto ingere para satisfazer suas necessidades fisiológicas é 

definido por “dieta”. Adota-se o conceito de “natural” para o grupo de hospedeiros cujo 

inseto está normalmente associado, ou seja, hospedeiros que o inseto se alimenta 

quando presente na natureza (PARRA, 2012). O termo “artificial” é dado para qualquer 

dieta que não é o alimento natural, fornecido pelo homem na tentativa de substitui-lo 

por aqueles mais acessíveis ou mais convenientes do ponto de vista técnico e 

econômico (PARRA, 2012; VANDERZANT, 1966). Por tanto, o nome “dieta artificial” 

abrange os vários termos adotados na literatura para dietas de insetos sintetizada pelo 

homem, tais como: sintético, quimicamente definido, purificado, entre outros 

(VANDERZANT, 1974). 

Estudos relacionados à nutrição de insetos e seus hábitos alimentares 

ocorrem desde o início do século passado, mas o grande avanço iniciou com os 

estudos de G. Fraenkel, da Universidade de Illinois, em sua pesquisa com pragas de 

produtos armazenados após a década de 40, e esse avanço persistiu nas décadas de 

60, 70 e 80, principalmente em países desenvolvidos, (PARRA, 2012). É evidente que 
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a alta qualidade do inseto produzido é essencial para a garantia de estudos confiáveis, 

e a qualidade das dietas é, por sua vez, essencial para a disponibilização de insetos 

saudáveis (COHEN, 2015). 

Uma dieta artificial, corretamente formulada, tem propriedades físicas e 

contém produtos químicos que estimulam e mantêm a alimentação do inseto, além de 

conter os nutrientes (essenciais e não essenciais) em proporções equilibradas para 

promover ótimo crescimento e desenvolvimento, sempre na ausência de 

microrganismos contaminantes (PARRA, 2012). Atributos físicos, por exemplo, 

dureza, pilosidade superficial e forma, influenciam a capacidade do inseto de consumir 

e digerir a dieta, bem como a presença de compostos aleloquímicos e nutricionais 

(PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2012).  

Uma dieta artificial, para que seja considerada adequada à criação de insetos, 

deve resultar alta viabilidade larval, com a qual esse período juvenil seja similar ao 

encontrado na natureza. Além disso, deve permitir a obtenção de adultos com alta 

capacidade reprodutiva, ter uma viabilidade total superior a 75%, manter a qualidade 

por várias gerações, possuir componentes de custo reduzido e permitir a criação de 

mais de uma espécie e se possível de ordens diferentes (PARRA, 2012; RIBEIRO, 

2017).  

O conteúdo de água em dietas artificiais pode classificá-las em classes, além 

de ser indicativo para problemas com contaminação. Dietas em pó ou fragmentos são 

de fácil confecção e dificilmente apresentam contaminantes, diferentemente de dietas 

semilíquidas e líquidas que apresentam maiores dificuldades na sua obtenção, as 

quais são destinadas para insetos fitófagos mastigadores e sugadores, em que 

medidas adequadas devem ser tomadas para evitar a contaminação imediata. Enfim, 

quanto maior o conteúdo de água, maiores os problemas com contaminação (PARRA, 

2012). 

Embora diversos casos atestem o valor da tecnologia da dieta artificial, muitos 

problemas persistem nos programas existentes. A maioria das barreiras ao sucesso 

necessário deve-se à falta de um conhecimento profundo sobre as complexidades das 

dietas, tanto por parte daqueles que as desenvolvem, como daqueles que as utilizam 

(COHEN, 2015). 
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3.2 Contaminação microbiana de dietas artificiais e seus efeitos 

As condições de criação massal de insetos também proveem condições ideais 

para o desenvolvimento de fungos; por esse motivo aditivos antifúngicos são 

adicionados à dieta para reduzir sua proliferação (ALVERSON; COHEN, 2002; 

SINGH; HOUSE, 1970).  Os efeitos no inseto causados pela contaminação microbiana 

da dieta podem ser influenciados pela espécie do patógeno, o estádio e idade do 

inseto no momento da contaminação, o teor de água, a temperatura, o pH do meio, 

entre outros fatores (PARRA, 2012; SIKOROWSKI; LAWRENCE, 1994). As espécies 

de contaminantes e sua habilidade de colonizar a dieta promovem mudanças 

bioquímicas que alteram o valor nutricional das dietas, e consequentemente, o vigor 

do inseto criado, principalmente em estádios imaturos do seu desenvolvimento. Além 

disso, bactérias e fungos podem produzir toxinas prejudiciais ao inseto ou podem 

desempenhar um papel como estressor alimentar (SIKOROWSKI; LAWRENCE, 

1994). 

Importantes fontes de contaminação, o ser humano e o ar contribuem para 

contaminação de dietas artificiais. O homem age como veículo transmissor de 

patógenos, enquanto que o ar contaminado pode ser considerado um aerossol 

microbiano, com partículas suspensas que contêm microrganismos (SIKOROWSKI; 

LAWRENCE, 1994). 

Os gêneros de fungos contaminantes mais comuns de culturas de insetos são 

Aspergillus spp., Penicillium spp., Rhizopus sp. e leveduras (LUDEMANN; FUNKE; 

GOODPASTURE, 1979; SHAPIRO, 1984; SIKOROWSKI; LAWRENCE, 1994). 

Microrganismos oportunistas são saprófitos capazes de se multiplicar rapidamente na 

dieta ou infectar o inseto estressado e causar doenças frequentemente severas ou 

fatais (SIKOROWSKI; LAWRENCE, 1994). Casos na literatura demonstram que a 

presença de microrganismos na dieta interfere no desenvolvimento larval, podendo 

levar à morte da larva ou impedi-la de atingir a fase de pupa (HENSLY; HAMMOND, 

1968; KISHABA et al., 1968; OUYE, 1962; SINGH; BUCHER, 1971).   

Sikorowski e Thompson (1984) demonstraram que dieta de C. virescens pode 

fornecer um meio de crescimento favorável para diferentes microrganismos, e esses 

podem ter efeito variado no desenvolvimento larval, peso de pupas, na emergência 

de adultos e na eclosão de ovos. Quando C. virescens foi alimentada com dieta 

contendo Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli ou Bacillus subtilis houve 
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diminuição no número de pupas, no peso de pupa e menor fecundidade de fêmeas. A 

contaminação por Bacillus subtilis também diminuiu a emergência de adultos em mais 

de 50%. Em outro exemplo, A. niger ocorreu principalmente no final do período larval 

de Cydia pomonella (Linnaeus), em que as larvas evitavam a parte contaminada da 

dieta e morriam de fome, ou então, caminhavam sobre a superfície esporulada e 

ficavam cobertas por esporos, o que também causou mortalidade (HOWELL, 1971), 

fato também observado por Singh e Bucher (1971). A contaminação fúngica aumentou 

de um ano para o outro e reduziu em quase 50% o rendimento da colônia (HOWELL, 

1971). 

A prevenção da ocorrência de contaminantes e toxicidade de antimicrobianos 

é considerada vital nos programas de criação de insetos, porque ambos os fatores 

podem impedir o desenvolvimento normal de insetos (LUDEMANN; FUNKE; 

GOODPASTURE, 1979). 

 

3.3 Anticontaminantes de dietas artificiais 

O uso de agentes antimicrobianos em dietas artificiais para criação massiva 

de insetos é comumente empregado para prevenir a proliferação de microrganismos, 

impedindo a contaminação do alimento e do espaço de criação do inseto 

(ALVERSON; COHEN, 2002; BACCA; BENAVIDES, 2014). A adição desses químicos 

é realizada para controlar leveduras, fungos, bactéria, vírus e protozoários. Se esses 

microrganismos não forem eliminados pode ocorrer perda de populações 

laboratoriais, porque sua dispersão é facilitada nas instalações de criação massal 

(PARRA, 2012). 

Ao usar químicos para controlar a degradação da dieta, existe uma linha 

dividindo a toxicidade aos microrganismos alvos e aos insetos que são protegidos. 

Muitas vezes esses químicos são adicionados às dietas baseados mais 

frequentemente em receitas tradicionais do que na avaliação do efeito aditivo sobre a 

saúde do inseto ou eficácia no controle microbiano (ALVERSON; COHEN, 2002). 

Levantamento realizado por Singh e House (1970) reportou que o controle 

microbiano de dietas artificiais para mais de 50 espécies de insetos é realizado com 

ácido sórbico e seus sais em 42 casos, com metil-parahidroxibenzoato em 58 casos, 

formaldeído em 18 casos, clortetraciclina em 19 e benzoato de sódio em 6 casos. 
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Dunkel e Read (1991) apontam que dos anticontaminantes citados anteriormente, a 

maior parte das pesquisas relacionadas à toxicidade está vinculada ao ácido sórbico, 

e que, em muitos deles, nenhuma medida dos efeitos prejudiciais foi feita.  

Singh e House (1970) testaram 21 compostos antimicrobianos na espécie Agri 

affinis (Diptera: Sarcophagidae) com intuito de detectar níveis seguros de suas 

concentrações, e observaram que cada composto exerce efeitos prejudiciais de 

acordo com a concentração utilizada, como prolongamento do período larval, aumento 

da mortalidade nas fases larval e pupal e inibição do desenvolvimento. 

Atualmente, uma série de anticontaminantes é utilizada na confecção de 

dietas artificiais, como: o formaldeído, metil-parahidroxibenzoato (Nipagin), butil e 

propil-parahidroxibenzoato, hipoclorito de sódio, ácido propiônico, benzoato de sódio, 

ácido benzóico, sorbato de potássio, ácido sórbico, estreptomicina, penicilina e 

aureomicina (PARRA, 2012; BACCA; BENAVIDES, 2014). 

Bacca e Benavides (2014) observaram redução da contaminação fúngica de 

46,66% para 3,33% quando adicionado formol à dieta artificial. O formol está entre os 

antimicrobianos mais utilizados, porém, essa substância pode ocasionar diversos 

problemas à saúde humana, como irritações no trato respiratório, queimaduras de 

mucosas, tosse, ulcerações, irritações na pele, além de ser um produto cancerígeno 

(EDUARDO et al., 2015; QUÍMICA CREDIE, 2012). Por isso, é importante a 

substituição do formol por outros componentes com mesma finalidade, todavia menos 

tóxicos para o ser humano (EDUARDO et al., 2015). 

Ácidos orgânicos têm sido utilizados durante décadas na conservação de 

alimentos, protegendo-os da ação microbiana e fúngica, além de serem usados como 

aditivo antimicrobiano para alimentação animal por longos períodos. Como exemplo, 

o ácido propanoico já apresenta estudos com relação ao seu efeito antimicrobiano na 

produção de alimento animal, além de suas características como promotor de 

crescimento e saúde. O ácido propanoico inibe o crescimento de fungos e algumas 

bactérias; com isso, seu maior uso é na conservação de alimento animal. Em alguns 

países, ele apresenta registro para o controle de fungos e bactérias em grãos 

armazenados (HAQUE et al., 2009). 

O ácido benzoico é um ácido aromático monobásico, moderadamente forte, 

pó cristalino branco, muito solúvel em álcool, éter e benzeno, mas pouco solúvel em 
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água. A qualidade desse ácido está no retardamento da multiplicação de vários grupos 

de microrganismos que, no entanto, não são mortos por esse produto (JORGE, 2003).  

Esse ácido carboxílico aromático é encontrado na natureza na forma pura ou 

combinada com outras substâncias (OLIVEIRA; REIS, 2017). Um dos seus principais 

usos como anticontaminante está na indústria alimentícia como conservante de 

alimentos (DING, 2017). 

O ácido fosfórico, caracterizado como composto inorgânico, foi preparado 

pela primeira vez, por Boyle em 1964, logo após a descoberta do fósforo elementar 

(SCHRODTER et al., 2008). Sua aplicação na elaboração de dietas está na 

acidificação do meio e sua ação antifúngica (LIN; CHEN, 1995).  Na odontologia o 

ácido fosfórico já é utilizado como agente antimicrobiano (PRADO et al., 2015). Na 

agricultura é utilizado como fungicida no controle de míldio na cultura da uva, além de 

ser utilizado em formulações de produtos, como, por exemplo, AludeTM, Magellan 

800WG e Vital® (GUEST; GRANT, 1991; MAGAREY, 2010; THAO; YAMAKAWA, 

2009).  

Parâmetros biológicos como período larval e mortalidade podem ser 

importantes na avaliação de dietas artificiais e suas concentrações de 

anticontaminantes, uma vez que elas devem promover alta viabilidade larval e período 

juvenil similar ao natural. A capacidade reprodutiva é outro parâmetro que pode ser 

utilizado na avaliação de dietas, uma vez que ela não deve ser alterada em insetos 

criados com dietas artificiais (PARRA, 2012; RIBEIRO, 2017).O peso de pupa também 

pode ser parâmetro para avaliar dietas artificiais, o qual sofre variações conforme 

combinações de anticontaminantes, como relatado por Bell; king e Hamelee (1980). 

 

3.4 Relação entre anticontaminantes e bioensaios 

 

A dieta artificial é utilizada, muitas vezes, como veículo ou substrato para 

testar compostos com atividade biológica (inseticidas, modificadores 

comportamentais, antinutrientes e toxinas) e, para que haja confiabilidade nos 

resultados obtidos, algumas características são necessárias, tais como: a substância 

a ser testada, seja ela um aleloquímico, uma toxina ou um vírus, não deve ser 

quimicamente afetada ou alterada pela dieta; a substância não deve afetar a 
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palatabilidade e/ ou atratividade da dieta; os ingredientes da formulação básica da 

dieta não podem mascarar ou alterar o efeito da substância testada; e a dieta deve 

ser totalmente adequada para oferecer e manter características saudáveis (sem 

microrganismos) durante o período do bioensaio  (PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2012).  

 

3.5 Criação e parâmetros biológicos de A. gemmatalis 

 

Também conhecida por lagarta-da-soja, A. gemmatalis apresenta normalmente 

6 ínstares durante seu período larval, podendo ter de 5 a 7 estádios (MOSCARDI et 

al., 2012; REID, 1975; WATSON, 1916).  

A criação de insetos em sua dieta natural apresenta numerosas dificuldades, 

por exemplo, A. gemmatalis alimentada com folíolos de soja podem sofrer infecções 

por Metarhizium rileyi, vírus de poliedrose nuclear e desuniformidade em função da 

qualidade alimentar das folhas coletadas em diferentes períodos. A adoção de dieta 

artificial padroniza a criação e permite suprir a demanda necessária para pesquisa e 

multiplicação de entomopatógenos (HOFFMANN-CAMPO; OLIVEIRA; MOSCARDI, 

1985). Esses autores propuseram alterações na dieta de Greene; Leppla e Dickerson 

(1976), de acordo com a disponibilidade de ingredientes no Brasil. 

Com o uso da dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985), os períodos 

médios larval e pupal de A. gemmatalis estão nas faixas entre 13 e 14 dias e entre 8 

e 9 dias, respectivamente. O peso médio pupal apresenta maior variação entre os 

trabalhos encontrados estando na faixa 230 a 270 mg (BORTOLI et al., 2005; SOSA-

GÓMEZ; MIRANDA, 2012). A adoção de temperaturas maiores ou iguais a 28 °C na 

criação de A. gemmatalis pode encurtar o período larval e o período pupal, além de 

reduzir o peso de pupa (SILVA et al., 2012). Nos estudos de tabela de vida realizado 

com uso da dieta de Greene; Leppla e Dickerson (1976), o inseto sofreu alterações 

semelhantes com aumento de temperatura, com encurtamento de período larval e 

pupal (MAGRINI, 1993).  

A densidade populacional na criação de A. gemmatalis pode influenciar 

parâmetros biológicos da espécie. Nos estudos comparativos entre densidades 

populacionais para criação, foi observada redução no peso de pupa e maior 
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mortalidade quando confinados em maiores densidades (ANAZONWU; JOHNSON, 

1986; CASTIGLIONI; VENDRAMIM, 1996). Portanto, a criação individualizada 

apresentou-se a melhor opção (CASTIGLIONI; VENDRAMIM, 1996). 

A alimentação de A. gemmatalis, com diferentes cultivares de soja, que 

apresentam diferentes níveis de resistência à espécie, pode ocasionar variabilidade 

no desenvolvimento do inseto, como alterações no período larval, no período pupal, 

no peso de pupa e na longevidade de adultos, tanto em condições de campo como 

em condições de laboratório (FASCEMYER; HAMMOND, 1986; FUGI; LOURENÇÃO; 

PARRA, 2005; MACHADO et al., 1999; MAGRINI; BOTELHO; NETO, 1999). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os estudos da biologia de A. gemmatalis e impacto de anticontaminantes nos 

resultados de bioensaios foram realizados na Embrapa Soja, Londrina, PR. Os insetos 

utilizados nos estudos encontravam-se entre a 275ª e 280ª geração de laboratório, a 

qual foi inicialmente coletada em Sertanópolis, PR. 

Esses insetos foram criados segundo a metodologia proposta por Hoffmann-

Campo; Oliveira e Moscardi (1985), com alterações na dieta artificial fornecida para 

lagartas conforme Tabela 1.1 e na maneira de preparo que se deu da mesma forma 

que as dietas testadas. 

 

Tabela 1.1 – Comparação da quantidade de ingredientes entre a dieta artificial Hoffmann-Campo; 
Oliveira e Moscardi (1985) e sua adaptação conforme criação da Embrapa Soja.  

Ingredientes 

Quantidade 

Dieta Hoffman-
Campo 

modificada 

Hoffmann-Campo; Oliveira e 
Moscardi (1985) 

1 Água destilada (L) 8 8 

2 Feijão carioca (g) 500 500 

3 Gérmen de trigo (g) 400 400 

4 Proteína de soja (g) 200 400 

5 Caseína (g) 200 200 

6 Levedura (g) 250 250 

7 Ágar (g) 160 150 

8 Ácido ascórbico (g) 28 24 

9 Ácido sórbico (g) 14 12 

10 Metilparabeno (Nipagin) (g) 26,8 20 

11 Tetraciclina (g) 2,9 1 

12 Solução vitamínica (ml) 60 60 

13 Formol (38%) (ml) 35 (4,38 µl.ml-1) 24 (3 µl.ml-1) 

 

 

4.1 Biologia de A. gemmatalis 

 

O estudo contou com sete tratamentos, que consistiram em combinações de 

diferentes concentrações de formol e de uma solução antifúngica (SAF) adaptada da 

solução Diet Antimicrobial Agent (DAA) de Roeder et al. (2010), testada em duas 
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concentrações (Tabela .12). A adaptação do DAA consistiu na retirada do ácido 

sórbico e do antibiótico, uma vez que eles já estavam presentes na composição da 

dieta. Os ingredientes utilizados na confecção da solução antifúngica e suas 

respectivas doses encontram-se detalhados na Tabela 1.3. 

A confecção da dieta artificial utilizou os ingredientes citados na Tabela 1.1 

em quantidade conforme adaptação da dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi 

(1985) e deu-se início com o cozimento do feijão em pressão por 25 minutos. Em 

seguida, drenou-se o feijão e esse foi triturado com um pouco de água destilada em 

liquidificador. Adicionaram-se os ingredientes 3 a 7 e o restante da água destilada 

juntamente com o feijão e se mixou até formar uma pasta homogênea. O conteúdo 

formado foi então cozido por período de 5 a 15 minutos após levantar fervura, variando 

conforme a quantidade de dieta preparada (15 minutos correspondendo a uma dieta 

de 8 litros). Com o cozimento concluído, esperou-se o resfriamento até 70°C e foram 

adicionados os ingredientes 8 a 12, com agitação constante até garantir a mistura 

completa dos ingredientes. Antes de serem acrescentados à dieta artificial, os ácidos 

e o antibiótico devem ser diluídos em fração pequena da água destilada, e o 

metilparabeno (Nipagin) deve ser diluído em etanol suficiente para formação de 

solução transparente. O metilparabeno (Êxodo Científica, Sumaré, SP), o ácido 

ascórbico (Synth, Diadema, SP) e o ácido sórbico (Êxodo Cientifica) apresentam 

pureza mínima de 99%. 

 

 Tabela 1.2 – Concentrações de formol e solução antifúngica (SAF) empregados em dieta artificial para 
estudo da biologia de Anticarsia gemmatalis. 

Concentrações (µl.ml-1 de dieta artificial) 

Tratamento Formol SAF 

1 4,38 - 

2 4,38 1,4 

3 2,18 1,4 

4 1,1 1,4 

5 4,38 2,78 

6 2,18 2,78 

7 1,1 2,78 
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Tabela 1.3 – Ingredientes (marca e teor mínimo) utilizados para o preparo de 10 ml de solução 
antifúngica (SAF), adaptado de Roeder et al. (2010). 

Solução antifúngica (10 ml) 

Ingredientes Quantidade Unidade % Marca Teor mínimo (%) 

Água destilada 5,4 ml 0,538 - - 

Ácido propiônico 4,18 ml 0,416 Dinâmica 99,5 

Ácido fosfórico 0,42 ml 0,042 Synth 85 

Ácido benzóico 0,04 g 0,004 Synth 99,5 

 

 

A dieta formada foi fracionada em quantidades de 500 ml para adição do 

formol (38%, Synth, Diadema, SP) e do SAF nas concentrações mencionadas da 

Tabela 1.2. Após a adição, agitou-se constantemente, por um minuto, cada dieta 

formada com as diferentes combinações de anticontaminantes, e estas foram 

despejadas em copos plásticos de 50 ml (Figura 1.1). Os copos, contendo a dieta, 

foram submetidos à luz ultravioleta (254 nm, Ecolume, São Paulo, SP) por uma hora 

e, posteriormente armazenados em refrigerador a 4 ± 2°C até o dia seguinte quando 

se montou o ensaio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 – Copos plásticos de 50 ml contendo dieta artificial, inoculada com uma lagarta neonata de 
Anticarsia gemmatalis e vedada com tampa de papelão associada a um pedaço de papel 
higiênico. 
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Em cada copo foi acondicionada uma lagarta neonata e vedado com uma 

tampa de papelão e um pedaço de papel higiênico para impedir a fuga de lagartas 

(Figura 1.1). Cada lagarta foi considerada uma repetição e cada tratamento iniciou 

com 64 insetos, porém, devido à mortalidade de indivíduos, o número de repetições 

variou para os diversos fatores estudados. As lagartas passaram todo o seu 

desenvolvimento nesses recipientes, com acréscimo de dieta artificial para insetos 

cujo período larval se estendeu, devido ao ressecamento da dieta. As pupas foram 

pesadas e sexadas após 72h da sua formação. 

Após a coleta desses dados, as pupas foram transferidas para gaiolas PVC 

circulares com 10 cm de altura e 10 cm de diâmetro, nas quais se aguardou a 

emergência dos adultos. As gaiolas eram apoiadas a uma tampa de poliestireno com 

dimensões de 11 x 11 cm coberta por papel toalha, e na extremidade superior do tubo 

havia uma tira de tecido voil presa com elástico (Figura 1.2). 

 Parte dos adultos emergidos foi destinada a estudo de longevidade e 

permaneceu na mesma gaiola, e outra parte foi destinada à formação de 7 casais para 

estudos de reprodução. Os casais foram acondicionados nas mesmas gaiolas que as 

pupas, revestindo-se o seu interior com papel sulfite para oviposição. Todos os adultos 

foram alimentados com um algodão embebido em água e outro em solução 

alimentícia, que continha 53,95% de água destilada, 40% de cerveja (Antartica 

Subzero), 5,39% de açúcar cristal, 0,54% de mel, 0,054% de ácido e 0,054% de 

metilparabeno. Esse alimento foi substituído às segundas, quartas e sextas-feiras 

juntamente com a coleta de ovos. 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 – Esquema de montagem das gaiolas de PVC utilizadas para manuteção de adultos de 
Anticarsia gemmatalis. 
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A biologia foi estudada em condições controladas, com temperatura de 26 ± 

2°C e umidade relativa de 60 ± 10% e fotoperíodo de 14 horas. Foram avaliados 

período larval, peso de pupa, período pupal, longevidade de adultos, fecundidade de 

fêmeas, além da mortalidade de insetos e contaminação fúngica de dieta artificial 

durante o estudo.  

 

4.1.1 Metodologia estatística para parâmetros biológicos 

O delineamento experimental adotado foi inteiramente ao acaso com as 

combinações dos tratamentos dispostas em um esquema fatorial com um tratamento 

adicional (STEEL; TORRIE, 1960). As variáveis respostas período larval, período 

pupal, peso de pupa, longevidade de adultos, fecundidade, além da mortalidade de 

insetos e contaminação fúngica de dieta artificial durante o estudo foram submetidos 

à análise exploratória, objetivando observar os pressupostos da análise de variância 

(ANOVA) quanto à normalidade e independência dos erros (PARENTE, 1984; 

SHAPIRO; WILK, 1965), não-aditividade do modelo do delineamento (TUKEY, 1949) 

e a homogeneidade de variâncias dos tratamentos (BURR; FOSTER, 1972), através 

do programa SAS 9.4 (SAS, 2012). Após esse diagnóstico exploratório foram 

realizadas as análises de variâncias (ANOVA) e os testes de comparação de médias 

pelos testes de Tukey e Dunnett (STEEL; TORRIE, 1960). As médias dos tratamentos 

após o desdobramento da interação foram comparadas pelo teste de Tukey-Kramer 

(KRAMER, 1956).  Em todos os testes aplicados foi adotado nível de 5% de 

probabilidade. 

 

4.2 Impacto de anticontaminantes em resultados e bioensaios 

 

As informações obtidas no estudo da biologia de A. gemmatalis foram 

utilizadas para verificar o impacto das concentrações de formol e da solução 

antifúngica (SAF) nos resultados de bioensaios. Para tanto, nas diferentes dietas, 

compararam-se as curvas de suscetibilidade obtidas em bioensaios de mortalidade 

utilizando-se um padrão de proteína Cry1Ac MVP II, o qual é uma formulação 

comercial contendo 11,2% de toxina Cry1Ac encapsulada em células de 
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Pseudomonas fluorescens (GILROY; WILCOX, 1992) e extratos de folhas de soja Bt 

diluídos. As dietas selecionadas corresponderam aos tratamentos 1 (4,38 µl.ml-1 de 

formol, sem SAF) e 4 (1,1 µl.ml-1 de formol e 1,4 µl.ml-1 de SAF) (Tabela 1.2), e essas 

foram preparadas (conforme descrito anteriormente) e despejadas em bandejas de 

128 células (BIO-BA-128; CD International Inc., Pitman, NJ) (Figura 1.3), sendo 

adicionado 1 ml por célula.  

 

4.2.1 Ensaio com padrão de proteína Cry1Ac 

A partir do padrão MVP II, 7 soluções com diferentes concentrações foram 

preparadas e 20 µl dessas soluções foram inoculados na superfície da dieta artificial 

em cada célula. A quantidade de proteína presente nesses 20 µl, quando espalhada 

sobre a superfície da dieta, resultou as concentrações enunciadas na Tabela 4. Como 

testemunha, foi aplicada água destilada distribuída no mesmo volume. Cada 

concentração teve um total de 6 repetições (montadas uma por dia) com 16 células e, 

em cada célula, 1 lagarta neonata (n = 96) foi acondicionada após a secagem do 

volume aplicado.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3 - Bandejas de 128 células (BIO-BA-128; CD International Inc., Pitman, NJ) utilizadas para 
realização dos bioensaios com extratos de folha e proteína Cry1Ac. 

 

4.2.2 Ensaio com extratos de folíolos de soja Bt  

Este estudo foi realizado com folíolos de soja BRS 1010 IPRO, em fase 

fenológica R4, coletados no dia 08/02/2018. O plantio da soja ocorreu no dia 

19/10/2017 e seu manejo seguiu as recomendações da região. 
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O extrato inicial foi obtido pela maceração do tecido foliar de 4 subamostras 

de folíolos em água destilada (proporção de 1g de folíolos: 10 ml de água) com peso 

aproximado de 70 mg. A maceração dos tecidos foi realizada em microtubos de 1,5 

ml (Eppendorf) com auxílio de pistilo plástico e um homogeneizador de tecidos, com 

acréscimo de abrasivo carborundum em pó (Fisher Chemical, Fair Lawn, NJ). Após a 

maceração, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 4 minutos com valor 

de g = 9.500 e rcf = 10621 (Centrifuge 5804 Eppendorf – Hexis).  Retirou-se, então, 

uma alíquota de mesmo volume de cada microtubo para obter o extrato inicial e, a 

partir deste, obtiveram-se as diluições seriadas, cujas concentrações foram ajustadas 

para obter mortalidades acima de 1% e menores de 99%. 

Da mesma forma que no estudo com proteína, foram utilizadas sete diluições 

do extrato da folha (Tabela 1.4) e uma testemunha à base de água destilada, aplicadas 

em volume de 20 µl em cada célula e espalhadas sobre a superfície da dieta com 

auxílio de um bastão de vidro de extremidade arredondada. Após a secagem, 

acrescentou-se uma lagarta neonata por célula. Grupos de 16 lagartas correspondiam 

a uma repetição, cada grupo foi replicado seis vezes (n=6), com montagem de uma 

repetição ao dia. As bandejas de bioensaios foram mantidas em câmaras B.O.D. 

reguladas a 26 ± 2°C, UR de 60 ± 10% e fotoperíodo de 14 horas. A mortalidade foi 

avaliada aos sete dias após a inoculação. Os indivíduos foram considerados mortos 

quando não apresentavam movimentação após estimulação com uma agulha.  

 

Tabela 1.4 – Concentrações utilizadas para estudo de mortalidade e cálculo da CL50 para proteína 

Cry1Ac e folhas de soja Bt em Anticarsia gemmatalis. 

Concentrações (por cm² de dieta artificial) 

Proteína (ηg de ativo) Folha (µg. µl-1) 

0,044 0,22 

0,066 0,33 

0,099 0,5 

0,148 0,74 

0,222 1,11 

0,333 1,67 

0,5 2,5 
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4.2.3 Metodologia estatística para comparação de bioensaios 

A análise de dados foi realizada adotando-se o modelo Log-Logístico 

representado na Equação 1 com quatro parâmetros (RITZ, 2010) em ambiente R, com 

utilização do pacote drc para ajuste dos modelos e estimações das concentrações 

letais (RITZ et al., 2015). Esse pacote foi empregado para se obterem as estimativas 

dos parâmetros das equações, e os pacotes Imtest (ZEILEIS, HOTHORN, 2002) e 

Sandwich (ZEILEIS, 2004) foram utilizados para se ajustarem os erros padrões das 

estimativas quanto à presença de valores extremos (outliers). 

𝑓(x; 𝑏, 𝑐, 𝑑, 𝑒) = 𝑐 +
𝑑−𝑐

1+(
𝑥

𝑒
)𝑏

         (1) 

 

Os parâmetros da Equação 1 possuem interpretação biológica direta. Esses 

parâmetros representam as assíntotas inferiores e superiores, respectivamente. O 

valor de e é igual a CL50, b é proporcional ao incremento de mortalidade por unidade 

de princípio ativo na proximidade da CL50. O valor de x são as concentrações de 

princípio ativo e os valores de 𝑓 representam as mortalidades. Assumiram-se 

restrições para os parâmetros c e d, em que os valores de c seriam sempre ≥ 0 e 

valores de d seriam sempre ≤ 1. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Análise exploratória para as variáveis estudadas 

 

Anterior a análise de variância (ANOVA) foram realizadas as análises 

exploratórias para as variáveis período larval (dias), peso de pupa (mg), período pupal 

(dias), longevidade (dias) e fecundidade (Tabela 1.5). Neste diagnóstico foram 

verificados que o período larval e o pupal não atenderam a suposição da normalidade 

dos dados. Foram retirados os valores discrepantes encontrados, mas não houve 

resposta positiva para esta estatística. Conforme a Tabela 1.5, com exceção do 

período larval todas as variáveis estudadas apresentaram homogeneidades de 

variâncias dos tratamentos. Nesse estudo os coeficientes de assimetria e curtose 

ocorreram bem próximos de zero. Embora a normalidade seja um dos requisitos para 

realizar a ANOVA, na literatura é afirmado que esta suposição, em geral, não ocorre 

para as populações e que a mesma só é importante na justificativa de uso de alguns 

testes de significância.  A ausência de normalidade não leva a erros sérios de 

interpretação de médias simples (PINO, 2014). 

Tabela 1.5 – Estatística descritiva e testes de pressuposições da análise de variância para os 
parâmetros biológicos estudados. 

Teste 
Período 
larval 

Peso de 
pupa 

Período 
pupal 

Longevidade Fecundidade 

Coeficiente de variação (%) 5,34 9,7 6,72 29,68 36,44 

Coeficiente de assimetria 0,32 0,2 -0,1 0,11 -0,4 

Coeficiente de curtose 0,47 0,16 -0,36 0,9 -0,56 

Shapiro-Wilk (W) 0,96 0,99 0,92 0,99 0,96 

Pr. (W) 0,0001 0,15 0,0001 0,05 0,11 

Não-aditividade (F) 26,82 5,3 0,04 0,63 0,13 

Pr. (F) < 0,0001 0,02 0,85 0,43 0,72 

Burr-Foster (calculado) 0,2 0,16 0,16 0,15 0,16 

Burr-Foster (valor crítico) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,26 

 

 

 Período larval 

A fonte de variação dietas artificiais demonstrou influenciar de forma 

altamente significativa o período larval, em que há diferença entre, pelo menos, duas 
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dietas artificiais. No desdobramento das comparações entre as dietas artificiais, 

observou-se significância para o período larval das lagartas alimentadas com 

diferentes concentrações de formol e também na comparação entre as dietas 

contendo formol e SAF e a dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi 

(1985) (tratamento adicional no delineamento fatorial). Não houve diferenças 

significativas entre os períodos larvais para as concentrações de SAF, e também na 

interação entre as concentrações de formol e SAF (Tabela 1.6). 

 

Tabela 1.6 – Análise de variância da variável período larval de Anticarsia gemmatalis alimentada com 
dietas artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Fonte de Variação GL SQ QM FCalc. P 

Formol 2 775,463 387,731 557,2 <.0001 

SAF 1 0,299 0,299 0,43 0,5125 

Formol*SAF 2 1,406 0,703 1,01 0,3653 

Fatorial* Trat. Adicional 1 170,682 170,682 245,28 <.0001 

Dietas artificiais 6 998,333 166,389 239,11 <.0001 

Resíduo 333 231,723 0,696 - - 

Total 339 1230,056 - - - 

CV – 5,34%. 

 

Comparando-se as médias obtidas de período larval pelo teste de Tukey (P ≤ 

0,05) para as diferentes concentrações de formol, notou-se que elas diferem 

significativamente entre si. Porém, o período larval não diferiu entre a concentração 

4,38 µl.ml-1 e a dieta adaptada de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985) 

(Figura 4). As lagartas que se desenvolveram na dieta com a concentração de formol 

1,1 µl.ml-1 apresentaram a menor média do período larval, com 14,11 dias. A 

concentração de formol de 2,18 µl.ml-1 prolongou a média do período larval em 0,6 

dias, comparada a concentração de 1,1 µl.ml-1 de dieta. O período larval para a 

concentração 4,38 µl.ml-1 foi a que apresentou maior variação comparada às demais, 

prolongando o período larval em mais de três dias (Tabela 1.7 e Figura 1.4). 

O erro padrão encontrado para período larval nas diferentes concentrações 

de formol (Figura 1.4) demonstra maior homogeneidade de dados quando em doses 

baixas, ou seja, os insetos atingem a fase de pupa simultaneamente em maior número 
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quando comparados aos insetos que se desenvolveram em concentrações maiores 

de formol. A homogeneidade de desenvolvimento é benéfica para qualquer criação de 

inseto, pois garante que este atinja as diferentes fases de desenvolvimento 

simultaneamente e que o controle das atividades da criação seja facilitado.  

 

Figura 1.4 – Comparação das médias obtidas para período larval (± EPM) de Anticarsia gemmatalis 
alimentada com dieta artificial contendo diferentes concentrações de formol e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

 

As lagartas alimentadas com diferentes concentrações de SAF não diferiram 

significativamente quanto ao período larval, conforme dados apresentados na Tabela 

1.7, mostrando que a SAF nas concentrações estudadas não altera o período larval. 

Os dados apresentados na Tabela 1.8 demonstram que a interação entre as 

concentrações de formol e SAF não foi significativa, e que o período larval para as 

concentrações de formol apresentou diferença significativa entre as três 

concentrações igualmente dentro das duas concentrações de SAF. 
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Tabela 1.7 – Comparação de médias de período larval de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas 
artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Tratamento  *Média ± EPM (dias)   
  

Tratamento  Média ± EPM (dias) 
  

Formol 1,1 µl.ml-1 14,11 ± 0,05 a 
 

SAF 1,4 µl.ml-1 15,36 ± 0,15 a 

Formol 2,18 µl.ml-1 14,72 ± 0,07 b 
 

SAF 2,78 µl.ml-1 15,33 ± 0,14 a 

Formol 4,38 µl.ml-1 18,01 ± 0,13 c 
  

- -   

*Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas diferem significativamente entre si pelo 
teste Tukey (P ≤ 0,05). 

 

 

Tabela 1.8 – Comparação entre médias de período larval de Anticarsia gemmatalis na interação entre 
concentrações de formol e SAF incorporados em dieta artificial e lagartas criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Concentrações SAF e formol *Médias (dias) ± EPM   

SAF 1,4 µl.ml-1 

Formol 1,1 µl.ml-1 14,00 ± 0,07 a 

Formol 2,18 µl.ml-1 14,67 ± 0,09 b 

Formol 4,38 µl.ml-1 18,07 ± 0,17 c 

SAF 2,78 µl.ml-1 

Formol 1,1 µl.ml-1 14,22 ± 0,06 a 

Formol 2,18 µl.ml-1 14,77 ± 0,10 b 

Formol 4,38 µl.ml-1 17,94 ± 0,19 c 

*Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey-Kramer 

(P≤ 0,05).  

 

As médias observadas de período larval demonstram que o formol pode 

retardar o desenvolvimento do inseto nessa fase. Já o SAF, não alterou o 

desenvolvimento larval nas concentrações estudadas e também não interagiu com 

formol. Singh e House (1970) também demonstraram o retardamento no 

desenvolvimento larval ocasionado por formaldeído em Agri affinis (Diptera: 

Sarcophagidae). Vail et al. (1968) verificaram o mesmo efeito em Trichoplusia ni 

(Lepidoptera: Noctuidae). 

Adotando a dieta de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985), cuja 

concentração de formol é de 3 µl.ml-1 de dieta artificial, Sosa-Gómez e Miranda (2012) 

e Bortoli et al. (2005) obtiveram médias de 13,88 e 13,35 dias para período larval de 

A. gemmatalis. Silva et al. (2012), utilizando a mesma dieta, obtiveram médias que 

variam de 13,58 a 14,05 dias para temperatura de 25°C. As médias obtidas no 
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presente trabalho corroboram as médias encontradas para concentrações de formol 

de 1,1 e 2,18 µl.ml-1, com leves variações que podem ocorrer por pequenas oscilações 

de temperatura (SILVA et al., 2012) ou alteração nas concentrações de outros 

anticontaminantes da dieta, como por exemplo o metil-parabeno e o ácido sórbico, 

que estão pouco acima das utilizadas na dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi 

(1985). Tais resultados demonstram que a concentração de 4,38 µl.ml-1 de formol 

causa prolongamento do período larval. 

Sob criação na dieta proposta por Greene; Leppla e Dickerson (1979), em 

temperaturas de 24 e 27°C, Magrini (1993) obteve períodos larvais de 17,1 e 12,9 

dias, respectivamente, corroborando os resultados obtidos por Silva et al (2012) com 

dieta de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985), demonstrando não haver 

diferença entre as duas dietas para período larval. 

Quando alimentadas com folhas de soja de diferentes cultivares e em 

condições de laboratório a 25 ± 2°C, A. gemmatalis teve seus resultados médios de 

período larval variando entre 11,9 e 13,6 dias (FUGI; LOURENÇÃO; PARRA, 2005), 

a demonstrar que a dieta artificial provoca retardamento de até 2 dias comparado ao 

alimento natural sob condições controladas. Em condições de campo, o inseto tem 

maior variação no período larval, quando alimentado com diferentes cultivares. O 

período larval das fêmeas variou entre 8,95 e 16,75 dias, já, o dos machos entre, 10,15 

dias e 16,8 dias (MAGRINI; BOTELHO; NETO, 1999). Para que a dieta artificial seja 

considerada adequada, uma de suas características é manter o período larval como 

o natural (PARRA, 2012; RIBEIRO, 2017). Essa característica foi alcançada pelas 

dietas artificiais encontradas na literatura, bem como para as duas menores 

concentrações de formol estudadas neste trabalho. 

Roeder et al. (2010) observaram redução no período larval de C. virescens 

quando adicionado o DAA (solução contendo os ácidos fosfórico, propiônico, 

benzóico, sórbico e antibiótico), o que não foi observado para A. gemmatalis neste 

trabalho, demonstrando a importância de se estudar o impacto de anticontaminantes 

nas diferentes espécies de insetos criados (ALVERSON; COHEN, 2002). 
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5.3 Peso de pupa 

 

A variável peso de pupa apresentou diferença significativa pelo menos entre 

duas dietas artificiais. Essa diferença se deve principalmente às diferentes 

concentrações de formol, fonte de variação que ocasionou diferenças altamente 

significativa nesta variável. O peso de pupa não apresentou diferenças significativas 

para a fonte de variação SAF a P ≤ 0,05, nem na interação entre concentrações de 

formol e SAF e na comparação entre as dietas estudadas com a dieta modificada 

Hoffmann-Campo (1985) (Tabela 1.9). 

 

Tabela 1.9 – Análise de variância da variável peso de pupa de Anticarsia gemmatalis alimentada com 
dietas artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Fonte de Variação GL SQ QM F calc. P 

Formol 2 0,01039 0,0052 7,75 0,005 

SAF 1 0,0021 0,0021 3,14 0,0775 

Formol*SAF 2 0,0002 0,0001 0,16 0,8557 

Fatorial* trat. Adicional 1 0,0007 0,0007 1,11 0,2937 

Dietas artificiais 6 0,0142 0,0023 3,53 0,0021 

Resíduo 333 0,2234 0,0006 - - 

Total 339 0,2376 - - - 

CV – 9,7%. 

 

A concentração mais elevada de formol (4,38 µl.ml-1) ocasionou redução 

significativa do peso médio de pupas de A. gemmatalis. Entretanto, as demais 

concentrações não diferenciaram os pesos de pupa entre si. Não houve resposta 

significativa para peso de pupa de lagartas alimentadas com diferentes concentrações 

de SAF (Tabela 1.10).  

O peso de pupa não se distinguiu entre a concentração 4,38 µl.ml-1 de formol 

comparada à dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985). Os 

pesos de pupa para as concentrações 1,1 e 2,18 µl.ml-1 de formol não diferenciaram 

entre si, mas foram significativamente maiores que a dieta adaptada de Hoffmann-

Campo; Oliveira e Moscardi (1985) (Figura 1.5). O erro padrão indica que houve menor 

variação dos pesos amostrados para concentrações menores de formol, 



42 
 

proporcionando maior homogeneidade na criação com essas concentrações de 

formol.  

 

Tabela 1.10 – Comparação de médias de peso pupal de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas 
artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Tratamento *Média ± EPM (mg)     Tratamento  *Média ± EPM (mg)   

Formol 1,10 µl.ml-1 269,20 ± 2,00 a 
 

SAF 1,40 µl.ml-1 264,67 ± 2,24 a 

Formol 2,18 µl.ml-1 272,87 ± 2,02 a 
 

SAF 2,78 µl.ml-1 270,65 ± 2,04 a 

Formol 4,38 µl.ml-1 257,99 ± 3,44 b   - -   

*Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste de 
Tukey-Kramer (P ≤ 0,05). 

 

 

Figura 1.5 - Peso médio de pupa (± EPM) de Anticarsia gemmatalis alimentada com dieta artificial 
contendo diferentes concentrações de formol e criadas em temperatura de 26 ± 2 °C, UR 
60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

 

Lagartas-da-soja criadas em dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi 

(1985), com concentração de formol de 3 µl.ml-1, apresentaram 234 mg (BORTOLI et 

al., 2005) e 266 mg (SOSA-GÓMEZ; MIRANDA, 2012). As médias obtidas neste 
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trabalho são semelhantes as observadas por Sosa-Gómez e Miranda (2012), e são 

superiores às encontradas por Bortoli et al. (2005).  

Em estudos de biologia com folhas de soja, A. gemmatalis apresentou peso 

médio de pupas macho entre 223 e 235 mg e para fêmeas entre 178 e 206 mg 

conforme as cultivares utilizadas (FUGI; LOURENÇÃO; PARRA, 2005), corroborando 

os resultados obtidos por Bortoli et al. (2005) quando criada em dieta artificial. 

Entretanto, o presente trabalho indica que o uso de dieta artificial pode aumentar o 

peso de pupa e que as concentrações de formol e SAF podem influenciar o peso 

pupal. No caso, a adoção de uma das concentrações menores de formol e a mais alta 

de SAF podem contribuir para aumento do peso de pupas de A. gemmatalis. 

 

5.4 Período pupal 

A adoção de dietas artificiais contendo diferentes concentrações de 

anticontaminantes provocou diferença significativa no período pupal de A. gemmatalis. 

As médias de período pupal para as diferentes concentrações de SAF não diferiram 

significativamente entre si e também não interagiram com as diferentes concentrações 

de formol para a variável em questão. A dieta adaptada de Hoffmann-Campo; Oliveira 

e Moscardi (1985) não apresentou diferença significativa quando comparada às 

demais dietas artificiais (Tabela 1.11). 

 

Tabela 1.11 - Análise de variância da variável período pupal de Anticarsia gemmatalis alimentada com 
dietas artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Fonte de Variação GL SQ QM F calc. P 

Formol 2 6,7135 3,3567 8,49 0,0003 

SAF 1 0,1727 0,1727 0,44 0,5089 

Formol*SAF 2 0,1507 0,0753 0,19 0,8265 

Fatorial* trat. Adicional 1 0,5419 0,5419 1,37 0,2424 

Dietas artificiais 6 7,7628 1,2938 3,27 0,0038 

Resíduo 333 131,5872 0,3951  -  - 

Total 339 139,35  -  -  - 

CV – 6,72%. 
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As concentrações de formol foram a única fonte de variação altamente 

significativa (Tabela 1.11) que influenciaram o período pupal. O maior período pupal 

pelo teste de Tukey (P ≤ 0,05) foi observado em lagartas alimentadas com dietas 

contendo formol 4,38 µl.ml-1 prolongado em 0,3 dias (Tabela 1.12). A variável em 

questão não diferiu significativamente entre as menores concentrações de formol 

(Figura 1.6). 

 

Tabela 1.12 - Comparação de médias de período pupal de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas 
artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Tratamento  *Média ± EPM (dias)   
  

Tratamento  *Média ± EPM (dias) 
  

Formol 1,1 µl.ml-1 9,2564 ± 0,06 a 
 

SAF 1,4 µl.ml-1 9,3141 ± 0,05 a 

Formol 2,18 µl.ml-1 9,2336 ± 0,05 a 
 

SAF 2,78 µl.ml-1 9,3537 ± 0,06 a 

Formol 4,38 µl.ml-1 9,5822 ± 0,07 b 
  

- -   

*Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste de 
Tukey (P ≤ 0,05).  

 

 

Figura 1.6 - Comparação das médias obtidas para período pupal (± EPM) de Anticarsia gemmatalis 
alimentada com dieta artificial contendo diferentes concentrações de formol e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 
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Nos estudos realizados com dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi 

(1985), Sosa-Gómez e Miranda (2012) observaram valor médio de período pupal de 

8,5 dias e Bortoli et al. (2005) de 8,35 dias. Já Silva et al. (2012) em diferentes 

temperaturas encontrou valores médios de 10,34 a 11,34 dias em 25°C. As médias 

apuradas no presente trabalho foram superiores às de Sosa-Gómez e Miranda (2012) 

e Bortoli et al. (2005) e inferiores às de Silva et al. (2012).  Em dieta proposta por 

Greene; Leppla e Dickerson (1976), Magrini (1993) em 24°C observou período pupal 

médio de 12,04 para fêmeas e 12,68 dias para machos e em 28°C valores abaixo de 

9 dias.  

Os valores para médias de período pupal detectados no presente trabalho são 

coincidentes com os resultados obtidos na literatura, o que mostra que a dieta artificial 

pode causar alterações no período pupal, como as apresentadas neste trabalho, 

devido às variações na concentração de anticontaminantes. Entretanto tais variações 

são pequenas quando comparadas àquelas provocadas por oscilações na 

temperatura (MAGRINI, 1993; SILVA et al., 2012). 

Em ambiente controlado e alimentada com folhas de soja, A. gemmatalis 

apresentou período pupal médio entre 8,2 e 8,6 dias para diferentes cultivares (FUGI; 

LOURENÇÃO; PARRA, 2005). Em condições de campo, o período pupal médio 

observado foi de 8,33 a 10,58 dias para fêmeas e de 8,92 a 11,72 dias para machos 

(MAGRINI; BOTELHO; NETO, 1999). Os períodos pupais observados neste trabalho 

foram superiores quando comparados à alimentação em folhas de soja em condições 

controladas, e foi próximo dos resultados obtidos a campo. As dietas testadas neste 

trabalho, ou as condições de criação, podem ter causado leve retardamento no 

período pupal, como também observado anteriormente no período larval. 

 

5.5 Longevidade de adultos 

 

Entre os tratamentos estudados, a longevidade de adultos não apresentou 

significância estatística na interação entre formol e SAF e com relação ao tratamento 

adicional. A análise variância e o teste de Tukey apontados nas Tabelas 1.13 e 1.14, 

respectivamente, indicam a não significância dos resultados. Os valores médios para 

longevidade observados variam de 22,58 a 26,55 dias para as sete dietas testadas, e 
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o teste de Dunnett a 5% de probabilidade também não apresentou diferença entre as 

dietas contendo diferentes concentrações de formol e SAF com a dieta modificada de 

Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985).  

 

Tabela 1.13 - Análise de variância da variável longevidade de adultos de Anticarsia gemmatalis 
alimentada com dietas artificiais contendo diferentes concentrações de 
anticontaminantes e criadas em temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo 
de 14:10 (L/D). 

Fonte de Variação GL SQ QM F calc. P 

Formol 2 95,444 47,722 0,87 0,4192 

SAF 1 60,8134 60,8134 1,11 0,2927 

Formol*SAF 2 270,1415 135,0707 2,47 0,0867 

Fatorial* trat. Adicional 1 32,636 32,636 0,6 0,4406 

Dietas artificiais 6 433,8416 72,3069 1,32 0,2577 

Resíduo 333 13679,44 54,6937 - - 

Total 339 14107,28 - - - 

CV – 29,68%. 

 

A longevidade de adultos está pouco relacionada as diferentes concentrações 

de anticontaminantes adicionados ao alimento na fase larval. Entretanto, os valores 

médios apresentados neste trabalho estão muito acima dos demais trabalhos da 

literatura. Um dos fatores que podem influenciar a longevidade de adultos está na 

composição do alimento fornecido durante essa fase do inseto, como demonstrado 

por Silva; Carvalho e Matioli (1991), Parra et al. (1999) e Fonseca et al. (2005).  

 

Tabela 1.14 - Comparação de médias de longevidade de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas 
artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Tratamento  Média ± EPM (dias)     Tratamento  Média ± EPM (dias)   

Formol 1,1 µl.ml-1 25,93 ± 0,75 a 
 

SAF 1,4 µl.ml-1 24,70 ± 0,07 a 

Formol 2,18 µl.ml-1 24,62 ± 0,75 a 
 

SAF 2,78 µl.ml-1 25,43 ± 0,69 a 

Formol 4,38 µl.ml-1 24,43 ± 1,15 a   - -   

Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(P ≤ 0,05). 
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Sosa-Gómez e Miranda (2012), adotando a mesma dieta utilizado no presente 

trabalho, obtiveram média de longevidade de adultos de 13,7 dias, contrastando com 

os dados alcançados neste estudo. Magrini (1993) alimentou os adultos com solução 

proposta por Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985), que se assemelha à 

solução utilizada neste trabalho, e, para as temperaturas 24 e 27 °C, a longevidade 

de adultos que  acasalaram foi de 14,43 e 14,89 dias e para os não acasalados foi de 

14,14 e 11,88 dias, respectivamente. 

Silva et al. (2012) determinaram que a longevidade média variou entre 11,11 

a 15,83 dias para machos mantidos a 25 °C e 12,28 e 15,89 dias para fêmeas, quando 

forneceram solução de água e mel 10%, conforme a geração. A 28°C, os valores 

médios variam entre 10,55 e 16,5 dias e 8,44 e 15 dias para machos e fêmeas, 

respectivamente. O número de gerações de criação do inseto pode ter influenciado a 

longevidade, e, pela alta adaptação da criação dos insetos da Embrapa Soja, os 

valores médios de longevidade ultrapassaram facilmente os 20 dias. 

Em condições de campo, a longevidade de adultos variou de 9,1 a 12,9 dias 

para fêmeas e de 8,92 a 11,72 dias para machos, demonstrando que as condições de 

laboratório aumentam a longevidade de adultos de A. gemmatalis (MAGRINI; 

BOTELHO; NETO, 1999). Em condições de laboratório, mas alimentando com folhas 

de soja de diferentes cultivares, a longevidade média de machos variou entre 17,3 e 

20,2 dias e as fêmeas entre 15,2 e 17,6 dias (FUGI; LOURENÇÃO; PARRA, 2005). 

Os dados aparentemente indicam que a alimentação com folhas de soja pode 

contribuir para maior longevidade que as dietas artificiais, com exceção do presente 

trabalho que foi superior. 

 

5.6 Comparação de parâmetros biológicos entre dietas testadas 

 

O teste de Dunnett foi realizado para comparação entre parâmetros biológicos 

obtidos de lagartas de A. gemmatalis, alimentadas com dietas contendo diferentes 

concentrações de formol e SAF com a dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira 

e Moscardi (1985), com objetivo de avaliar individualmente o desempenho de cada 

dieta comparada àquela já adotada na criação da espécie. O teste indicou diferença 

significativa apenas para o período larval (Tabela 1.15). Os períodos larvais das 
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lagartas alimentadas com dietas contendo concentração de 4,38 µl.ml-1 de formol 

associada com concentrações de 1,4 e 2,78 µl.ml-1 de SAF não apresentaram 

resposta estatística comparada a dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e 

Moscardi (1985) que apresenta a mesma concentração do produto.  

Tabela 1.15 – Comparação das médias obtidas para período larval, período pupal e peso de pupa de 
Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas artificiais contendo diferentes 
concentrações de anticontaminantes e criadas em temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 
% e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Tratamento (µl.ml-1) 
Período larval Período Pupal Peso de pupa 

(dias) (dias) (g) 

Hoffmann-Campo et al. modificada 17,8919 9,4865 0,262 

Formol 1,1 + SAF 1,4 14,0000* 9,2069 0,265 

Formol 1,1 + SAF 2,78 14,2203* 9,3050 0,272 

Formol 2,18 + SAF 1,4 14,6727* 9,2363 0,270 

Formol 2,18 + SAF 2,78 14,7692* 9,2307 0,276 

Formol 4,38 + SAF 1,4 18,0697 9,5581 0,256 

Formol 4,38 + SAF 2,78 17,9444 9,6111 0,259 

Médias seguidas de * diferem significativamente da dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e 

Moscardi (1985) pelo teste de Dunnett (P ≤ 0,05). 

 

Os períodos larvais das lagartas alimentadas com dietas contendo 

concentração de 1,1 ou 2,18 µl.ml-1 de formol diferiram significativamente da dieta 

modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985), cujas médias de período 

larval foram, pelo menos, três dias menores. Período pupal e peso de pupa não 

apresentaram diferença entre a dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e 

Moscardi (1985) e as demais dietas. 

 

5.7 Fecundidade de fêmeas 

 

A fecundidade de fêmeas foi inferida através do número total de ovos 

ovipositados pela mariposa ao longo de sua vida. A variável número de ovos não 

apresentou diferença significativa em nenhuma fonte de variação na análise fatorial 

com tratamento adicional, ou seja, as lagartas fêmeas alimentadas com diferentes 

concentrações de anticontaminantes quando na fase adulta não apresentaram 

variação significativa no número de ovos ovipositados ao longo de sua vida (Tabela 
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1.16). Os resultados obtidos para número de ovos demonstram que as concentrações 

de anticontaminantes não impactam no número de ovos totais ovipositados por 

fêmeas de A. gemmatalis. 

 

Tabela 1.16 - Comparação de médias do número de ovos de Anticarsia gemmatalis alimentada com 
dietas artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes e criadas em 
temperatura de 26 ± 2 °C, UR 60 ± 10 % e fotoperíodo de 14:10 (L/D). 

Tratamento  Média ± EPM (dias)     Tratamento  Média ± EPM (dias)   

Formol 1,1 µl.ml-1 775,8 ± 98,34 a 
 

SAF 1,4 µl.ml-1 932,1 ± 67,86 a 

Formol 2,18 µl.ml-1 987,9 ± 80,08 a 
 

SAF 2,78 µl.ml-1 733,8 ± 84,62 a 

Formol 4,38 µl.ml-1 743,4 ± 101,31 a   - -   

Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(P ≤ 0,05). 

 

O presente trabalho apresentou valor médio entre 733 e 988 ovos (Tabela 

1.16), que corrobora com a variação encontrada na literatura. Por exemplo, Fugi; 

Lourenção e Parra (2005) alimentaram lagartas-da-soja com folhas de diferentes 

cultivares de soja e obtiveram valores médios de ovos por fêmea entre 726 e 1265. 

Moscardi; Barfield e Allen (1981) encontraram entre 310 e 842 ovos por fêmea 

alimentadas com dieta artificial. Sosa-Gómez e Miranda (2012) obtiveram média de 

755 ovos por fêmea utilizando dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985). 

Magrini (1993) obteve valores de até 975 ovos por fêmea em dieta Greene; Leppla e 

Dickerson (1976). O número de ovos de A. gemmatalis sofre pouca influência do 

alimento disponibilizado nesses trabalhos. 

 

5.8 Análise da viabilidade larval 

 

A viabilidade larval está representada nas Figuras 1.7 e 1.8. Não houve 

diferença entre as concentrações de SAF, por isso estão representadas apenas as 

viabilidades de 2,78 SAF µl.ml-1. Ocorreu disparidade na viabilidade entre as 

diferentes concentrações de formol. A maior concentração (4,38 µl.ml-1) provocou 

maior mortalidade (aproximadamente 30%) de lagartas e maior heterogeneidade no 

período larval, como discutido anteriormente. A concentração 1,1 µl.ml-1 de formol 
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provocou mortalidade similar à concentração 2,18 µl.ml-1, 7,8 e 10,9% 

respectivamente, mas proporcionou período larval mais uniforme. 

Uma dieta para ser considerada apropriada deve promover viabilidade total 

superior a 75% (PARRA, 2012; RIBEIRO, 2017), o que não foi observado com a 

adição de 4,38 µl.ml-1 de formol, que, além de retardar o período larval, provoca 

mortalidade elevada de lagartas. 

 

 

 

Figura 1.7 – Viabilidade larval ao longo tempo de Anticarsia gemmatalis alimentada com dieta contendo 
4,38 µl.ml-1 de formol e 2,78 µl.ml-1 de SAF. Eventos: • - morte da lagarta, o – inseto atingiu 
fase de pupa. 
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(a) 

(b) 

Figura 1.8 – Viabilidade larval ao longo tempo de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas 
contendo (a) 1,1 µl.ml-1 e (b) 2,18 µl.ml-1 de formol, ambas contendo 2,78 µl.ml-1 de SAF. 

Eventos: • - morte da lagarta, o – inseto atingiu fase de pupa. 
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5.9 Concentrações de anticontaminantes em resultados de bioensaios 

 

Os dados apresentados na Tabela 1.17 demonstram que dietas contendo 

concentrações maiores de anticontaminantes podem afetar os resultados dos 

bioensaios de mortalidade com extrato de folha. Nesse caso, a dieta que continha 

maior concentração de formol apresentou CL50 de A. gemmatalis aproximadamente 

1,6 vezes menor, ou seja, a quantidade de folha em extrato necessária para matar 

50% dos indivíduos é 1,6 vezes menor que a dieta contendo menor concentração de 

formol mais o SAF. Isso demonstra que a concentração 4,38 µl.ml-1 de formol contribui 

para a mortalidade e diminui a quantidade de tecidos necessária para matar o inseto.  

A Figura 1.9 apresenta as curvas de mortalidade encontradas para as duas 

dietas testadas, bem como os seus intervalos de confiança. Nota-se diferença 

significativa entre as curvas no intervalo de 20 a 50% de mortalidade. Em 

concentrações mais altas de folhas não há diferença entre curvas, provavelmente 

devido à alta concentração da toxina contribuir para que ocorra uma elevada e rápida 

mortalidade, ocasionando, em consequência, paralisia da alimentação e menor 

ingestão de dieta. 

Tabela 1.17 – Efeito de dietas artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes em 
bioensaios com extratos de folha. N = número de insetos; b = taxa de variação da 
mortalidade nas proximidades da CL50; CL50 = concentração letal para 50% dos 

indivíduos; 𝜎 ̂b = erro padrão da estimativa b; 𝜎 ̂CL50 = erro padrão da estimativa da CL50; 

IC = intervalo de confiança para CL50. 

Dieta N b ± 𝜎̂b CL50 (µg.µl-1.cm-2) 𝜎 ̂CL 50 95% - IC 

Formol (4,38 µl.ml-1 dieta) 672 -1,89 ± 0,68 0,93 0,28 0,37 – 1,49 

Formol (1,1 µl.ml-1 dieta) + 
SAF (1,4 µl.ml-1 dieta) 

672 -1,94 ± 0,36 1,47 0,4 0,65 – 2,29 

*b é diretamente proporcional ao incremento de mortalidade nas proximidades da CL50. 

 

Nos bioensaios de mortalidade realizados com a proteína Cry1Ac, a CL50 de 

A. gemmatalis foi aproximadamente 1,3 vezes maior em dieta contendo menor 

concentração de formol e SAF comparada à dieta contendo 4,38 µl.ml-1 de formol 

(Tabela 18), da mesma maneira que encontrado para extratos de folha. Assim, a 

quantidade necessária de proteína para matar 50% dos indivíduos é menor quando 

utilizada concentração de 4,38 µl.ml-1 de formol. 
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Figura 1.9 – Curvas de mortalidade de Anticarsia gemmatalis inferidas pelo modelo Log- Logistic 
através da mortalidade obtida em bioensaios conduzidos com extratos de folha Bt em 
diferentes diluições e realizados em dietas artificiais contendo diferentes quantidade de 
anticontaminantes. 

Tabela 1.18 – Efeito de dietas artificiais contendo diferentes concentrações de anticontaminantes em 
bioensaios com proteína Cry1Ac. N = número de insetos; b = taxa de variação da 
mortalidade nas proximidades da CL50; CL50 = concentração letal para 50% dos 

indivíduos; 𝜎 ̂b = erro padrão da estimativa b; 𝜎 ̂CL50 = erro padrão da estimativa da CL50; 

IC = intervalo de confiança para CL50. 

Dieta N b* ± 𝜎̂b CL50 (ηg.cm-2) 𝜎 ̂CL 50 95% - IC 

Formol (4,38 µl.ml-1 dieta) 640 -2,21 ± 0,59 0,104 0,027 0,05 – 0,158 

Formol (1,1 µl.ml-1 dieta) + 
SAF (1,4 µl.ml-1 dieta) 

640 -2,21 ± 0,54 0,135 0,02 0,093 – 0,176 

*b é diretamente proporcional ao incremento de mortalidade nas proximidades da CL50. 

 

Na comparação das curvas de mortalidade obtidas nas duas dietas em 

bioensaios com proteína, notou-se um intervalo maior de diferença significativa, de 

aproximadamente 20 a 80% de mortalidade, em que ela foi superior na maior 

concentração de formol (Figura 1.10). Novamente, em concentrações mais altas de 

princípio ativo, as curvas não diferem significativamente entre si.  
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Figura 1.10 – Curvas de mortalidade de Anticarsia gemmatalis inferidas pelo modelo Log- Logistic 
através da mortalidade obtida em bioensaios conduzidos com proteína Cry1Ac em 
diferentes concentrações e realizados em dietas artificiais contendo diferentes 
quantidade de anticontaminantes. 

 

Tanto nos ensaios com extratos de folhas como nos ensaios com proteína, as 

mortalidades das testemunhas foram superiores na presença da maior concentração 

de formol, resultado similar ao encontrado no estudo da biologia em que as dietas 

contendo a concentração 4,38 µl.ml-1 de formol apresentaram maior mortalidade de 

lagartas. 

A redução no uso de anticontaminantes em dieta artificial pode beneficiar os 

resultados obtidos em bioensaios de mortalidade, uma vez que os resultados 

expressos sofrerão menor influência de agentes não desejados, como no caso do 

formol, cujo efeito pode mascarar os resultados fazendo com que a dieta não tenha 

as características necessárias para condução de bioensaios (PARRA; PANIZZI; 

HADDAD, 2012).   A exclusão total de formol em ensaios de longa duração representa 

elevado risco de contaminação por microrganismos, os quais encontram condições 

ideais de desenvolvimento nessas circunstâncias e em criação (ALVERSON; COHEN, 

2002; SINGH; HOUSE, 1970) e podem prejudicar a qualidade do desenvolvimento 

larval e consequentemente dos ensaios (LUDEMANN; FUNKE; GOODPASTURE, 
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1979). A alteração nas concentrações de anticontaminantes e mais estudos sobre o 

efeito desses componentes em resultados de bioensaios podem contribuir para 

execução de ensaios mais precisos e de maior qualidade. 
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6 CONCLUSÕES 

 

• A concentração de formol 4,38 µl.ml-1 causou retardamento dos períodos 

larval e pupal, e redução do peso de pupa de A. gemmatalis; 

• A concentração de formol 1,1 µl.ml-1 apresentou menor tempo de período 

larval; 

• A longevidade de adultos não sofreu influência das concentrações de 

anticontaminantes estudados presentes em dieta artificial; 

• O número de ovos por fêmea não foi afetado pelas concentrações de 

anticontaminantes; 

• A concentração de formol em dietas artificiais pode interferir nos resultados 

de bioensaios de Cry1Ac em estágios imaturos de A. gemmatalis. 

• Recomenda-se o uso de concentrações 1,1 µl.ml-1 de formol e 1,4 µl.ml-1 de 

SAF para realizar a criação e bioensaios com A. gemmatalis. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente trabalho atingiu seus objetivos na verificação de limites aceitáveis 

de formol e solução antifúngica acrescentados à dieta artificial, bem como no estudo 

dos parâmetros biológicos de A. gemmatalis alimentadas com essas dietas. 

Demonstrou-se claramente que o uso de anticontaminantes em concentrações 

elevadas pode prejudicar o desenvolvimento dos insetos. A interação entre formol e 

SAF com outros anticontaminantes presentes na dieta estudada deve ser foco de 

estudos futuros através de várias gerações para se conhecer as possíveis relações 

entre esses componentes, em que provavelmente não haverá contraste com os dados 

apresentados neste trabalho devido à alta adaptabilidade da espécie em criação de 

laboratório. Além disso, a verificação da atividade anticontaminante destes dois 

componentes ainda deve ser realizada, uma vez que neste estudo isso não foi 

possível devido à baixa contaminação durante o experimento. A inoculação da dieta 

com fungos pode auxiliar na verificação dessa atividade. Antes da utilização de dietas 

contendo SAF para outras espécies deve-se primeiro estudar o efeito deste 

anticontaminante no inseto. Estudar a dieta artificial, bem como seus componentes, é 

de extrema importância para o futuro da pesquisa e do desenvolvimento 

entomológico, visto que há interação entre a dieta artificial com a qualidade dos 

insetos e dos bioensaios. 
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CAPÍTULO 2 

Anticarsia gemmatalis Hϋbner (Lepidoptera: Erebidae) como indicador 

biológico da expressão de proteína Cry1Ac em folíolos de soja 

 

RESUMO 

Atualmente, a estratégia mais utilizada para o manejo de resistência de insetos (MRI) 
é o uso de altas doses/ refúgio (ADR), cujo princípio é associar elevada expressão 
das proteínas inseticidas à adoção de refúgio. Por isso, conhecer a capacidade de 
expressão de proteínas Bt pelas cultivares é importante dentro do manejo de 
resistência, devido à necessidade de alta concentração de proteínas Cry nas folhas. 
Na cultura da soja, os valores de expressões de Cry1Ac encontrados na literatura 
divergem entre si, quando adotado o método de Elisa para quantificar. A adoção de 
um indicador biológico, no caso um inseto, pode contribuir com informações sobre o 
conteúdo de proteínas Cry em cultivares de soja Bt. Por esse motivo, o objetivo deste 
trabalho é inferir a quantidade de proteína Cry1Ac em folíolos de soja BRS 1010 IPRO 
utilizando Anticarsia gemmatalis como indicador biológico. Para tanto, compararam-
se as concentrações letais obtidas com extratos de folhas da cultivar com as 
concentrações letais de um padrão conhecido de proteína Cry1Ac, e assim, inferiu-se 
a concentração de proteína Cry1Ac em folíolos de soja. Amostras de folhas foram 
coletadas em diferentes períodos do desenvolvimento da cultura e foram 
armazenados até a realização dos ensaios. Os bioensaios foram conduzidos em 
bandejas de 128 células, e cada célula recebeu 1 ml de dieta artificial. Os extratos de 
folha foram preparados através da maceração de folha em água, dentro de microtubos 
(1,5 ml), os quais foram centrifugados para retirada do sobrenadante. Diluições do 
sobrenadante e da proteína Cry1Ac foram aplicadas e espalhadas sobre a superfície 
de dieta em volume de 20 µl e, após a secagem do líquido, uma lagarta neonata foi 
adicionada a cada célula. Cada ensaio contou com 7 diluições e uma testemunha 
(água destilada), com 4 repetições de 16 lagartas cada. As concentrações de proteína 
obtidas estão na faixa de 2,17 a 6,04 µg de Cry1Ac.g-1 de folha fresca, conforme 
padrão utilizado na comparação. Observou-se, também, oscilação da concentração 
de proteína ao longo do ciclo da cultura, com expressão máxima no estádio R6. O 
método demonstrou-se promissor para quantificação de proteínas Cry. 

Palavras-chave: extrato de folhas, quantificação, proteína Cry, Erebidae. 
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CHAPTER 2 

Anticarsia gemmatalis Hϋbner (Lepidoptera: Noctuidae) as a biological 
indicator of Cry1Ac protein expression in soybean leaflets 

 

ABSTRACT 

Currently, the most used strategy for the management of insect resistance (MIR) is the 
use of high doses / refuge (HDR), whose principle is to associate high expression of 
insecticidal proteins with the adoption of refuge. Therefore, knowing the capacity of Bt 
proteins expression by cultivars is important within the management of resistance, due 
to the need for high concentration of Cry proteins in the leaves. In soybean crop, the 
values of Cry1Ac expressions found in the literature differ from each other, when Elisa 
method was used to quantify. The adoption of a biological indicator, in the case of an 
insect, may contribute with information about the content of Cry proteins in Bt soybean 
cultivars. For this reason, the objective of this work is to infer the amount of Cry1Ac 
protein in BRS 1010 IPRO soybean leaflets using Anticarsia gemmatalis as a biological 
indicator. For this, lethal concentrations obtained with leaf extracts of the cultivar were 
compared with the lethal concentrations of a known Cry1Ac protein standard, and thus 
the concentration of Cry1Ac protein in soybean leaflets was inferred. Leaflet samples 
were collected at different periods through the crop development and stored at -80 °C 
until tests. The bioassays were run on 128-cell trays, and each cell received 1 ml of 
artificial diet. Leaflet extracts were prepared by macerating tissues in sterile water, into 
microtubes (1.5 ml), which were centrifuged for extraction of the supernatant. Dilutions 
of the leaf extracts and the Cry1Ac protein standard were applied (20 μl volume) and 
spread on the diet surface and after drying, neonate caterpillars were added 
individually to each cell. Each assay had 7 dilutions and one control (distilled water), 
with 4 replicates of 16 caterpillars each. The protein concentrations obtained are in the 
range of 2.17 to 6.04 μg Cry1Ac. g-1 of fresh leaf, according to the standard used in 
the comparison. Protein concentration oscillation was also observed throughout the 
crop cycle, with high expression at the R6 stage. This method has been shown to be 
promising to quantify Cry protein expression. 
 
Key words: leaf extract, quantification, Cry protein, Noctuidae. 
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1 INTRODUÇÃO 

Forte competidor no mercado de soja, o Brasil ocupa o segundo lugar na 

produção da oleaginosa no mundo, correspondendo a aproximadamente 32,7% da 

produção mundial (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2019). É fato 

que a cultura da soja tem papel importante dentro do setor agropecuário brasileiro, e 

essa importância foi alcançada com o uso e desenvolvimento de tecnologias que 

modernizaram o sistema produtivo da cultura. Exemplo de tecnologia adotada 

atualmente no campo é o uso de cultivares de soja Bt, as quais são resistentes a 

algumas espécies de lepidópteros pela síntese de proteínas inseticidas. 

Aprovada no ano de 2010 e lançada no mercado no ano de 2013 (COMISSÃO 

TÉCNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANÇA, 2018), a tecnologia Intacta RR 2 PRO 

permite o controle de algumas espécies de lagartas, minimizando a necessidade de 

aplicação de inseticidas químicos na cultura da soja devido à produção de proteína 

Cry1Ac no tecido vegetal. A eficácia dessa tecnologia depende exclusivamente do 

potencial de expressão do gene inserido na planta e da utilização de refúgio. Portanto, 

conhecer os níveis de expressão da proteína é importante para o manejo apropriado 

da resistência a essa toxina. 

Trabalhos como os de Macrae et al. (2005) e Yu et al. (2013) buscaram 

quantificar a expressão da proteína em folhas de soja através do método de ELISA 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), e obtiveram resultados contrastantes quanto 

ao potencial de expressão de proteína Cry1Ac em cultivares de soja, em que Yu et al. 

(2013) encontraram até 12 µg Cry1Ac.g-1 folha fresca e Macrae et al. (2005) 

quantificaram no mínimo 50 µg Cry1Ac.g-1 folha fresca. A adoção de um indicador 

biológico pode auxiliar nos trabalhos de quantificação da expressão de proteínas Cry 

em cultivares Bt, com objetivo de reduzir as divergências existentes entre os valores 

de expressão atualmente encontrados na literatura, tornando-os mais confiáveis. 

A variabilidade genética existente dentro de populações de lagartas possibilita 

diferentes níveis de tolerância a proteínas Bt entre indivíduos, o que nos permite 

calcular curvas de suscetibilidade de diferentes populações a essas proteínas 

inseticidas. Tendo em vista que as curvas de suscetibilidade à proteína Cry1Ac para 

A. gemmatalis são conhecidas e que apresenta elevada suscetibilidade quando 

comparado a outras espécies, o inseto pode atuar como indicador biológico da 
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quantidade dessa proteína presente nas folhas de soja e contribuir com os trabalhos 

atuais de quantificação.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Inferir a quantidade de proteína Cry1Ac presente em folhas de soja BRS 1010 

IPRO em diferentes estádios fenológicos da cultura, utilizando A. gemmatalis como 

indicador biológico. 

2.2 Objetivos específicos 

• Determinar a CL50 de Cry1Ac para A. gemmatalis proveniente da criação 

da Embrapa Soja. 

• Determinar a CL50 de extratos de folhas de soja BRS 1010 IPRO, de 

diferentes estádios, para A. gemmatalis proveniente da criação da Embrapa 

Soja. 

• Avaliar a metodologia do uso de lagartas como indicador biológico da 

quantidade de proteínas Cry presentes em folhas de soja. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 Organismos geneticamente modificados 

Desde o seu lançamento comercial no ano de 1996, as culturas transgênicas 

têm entregado benefícios econômicos, agronômicos, ambientais, sociais e na saúde 

(ISAAA, 2017). A modificação genética das culturas permitiu a transformação de 

plantas de uma forma inovadora e tem grande potencial para combater problemas 

importantes no domínio agronômico (PRASAD et al., 2017), sendo que as culturas 

transgênicas já são parte integrante da agricultura do presente, e já é difícil diferenciá-

las de culturas convencionais. Além disso, a área que adota culturas geneticamente 

modificadas cresceu desde sua inserção no mercado e essas culturas já podem ser 

encontradas em 28 países (BAKSHI; DEWAN, 2013). 

No processo de transformação gênica, os genes de interesse do doador 

(planta, bactéria ou vírus) são transferidos para a planta hospedeira empregando 

vários métodos, tais como: mediação por Agrobacterium, bioblástica 

(bombardeamento de partículas), pistola de micro projétil, eletroporação, uma técnica 

à base de fibra de carboneto de silício, fusão de protoplasto mediada por 

polietilenoglicol e transferência gênica mediada por lipossomas (RIVERA et al., 2012).  

A modificação gênica tem sido utilizada por pesquisadores para aumentar a 

produtividade de culturas pelo melhoramento de certos traços, como respostas de 

plantas a estresses bióticos e abióticos (ABIRI et al., 2016; ASHRAF et al., 2008; LAU 

et al., 2014; TAIT, 1999; WANG; XUE; LI, 2005), que, com o uso da transgenia, pode 

ser alcançado mais rapidamente comparada à aplicação de seleção (VERMA et al., 

2011). 

 

 Plantas “Bt” 

Plantas resistentes geneticamente modificadas representam um novo método 

de controle de pragas em vários agroecossistemas. Essas plantas são caracterizadas 

por expressarem genes de uma bactéria entomopatogênica chamada Bacillus 

thuringiensis Berliner (Bt) que codifica a expressão de proteínas inseticidas e torna 

essas plantas resistentes a determinadas espécies de lepidópteros (CHRISTOU, 

2005; MARTINS-SALLES et al., 2017; MENDELSOHN et al., 2003). As culturas Bt 
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produzem essas proteínas na maioria dos tecidos, as quais matam insetos suscetíveis 

que se alimentam desses tecidos. Isso significa que essas culturas são eficientes no 

controle de insetos cujos pesticidas não são capazes de atingir, como aqueles que 

possuem o hábito de perfurar e manter-se dentro do colmo (BAKSHI; DEWAN,2013). 

Há muitos benefícios na adoção de plantas Bt na agricultura, incluindo o 

controle mais efetivo de insetos praga, especificidade das proteínas inseticidas e 

redução do uso de inseticidas, e, por consequência, a manutenção de inimigos 

naturais nas áreas agrícolas, tornando o sistema mais sustentável (MENDELSOHN et 

al., 2003; CHRISTOU, 2005; BAKSHI; DEWAN, 2013; MARTINS-SALLES et al., 

2017). Por isso, são amplamente utilizadas no controle dos principais lepidópteros e 

coleópteros, e são importantes ferramentas no manejo integrado de pragas (MIP) 

(ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006). 

 

 Bactéria Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria entomopatogênica gram-positiva, 

em forma de bastonete e tem sido isolada mundialmente em uma grande diversidade 

de ecossistemas, incluindo água, solos, insetos mortos, poeira de silos, folha de 

árvores decíduas, diversas coníferas, e mamíferos insetívoros (BOBROWSKI et al., 

2003; DOW, 1993; HOFTE; WHITELEY, 1989; KNOWLES; RAYMOND et al., 2010; 

ROH et al., 2007; PALMA  et al., 2014). Essa bactéria foi descoberta no início do 

século 20 pelo bacteriologista Ishiwata, que reportou organismos infectando Bombyx 

mori (L.), prejudicando a indústria de seda japonesa. Posteriormento, na província de 

Thuringia na Alemanha, o pesquisador Berliner reisolou a bactéria em larvas de 

Ephestia kuehniella (Zeller), e a “batizou” de Bacillus thuringiensis conforme a sua 

localidade (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992; MELO; SOCCOL; SOCCOL, 2014). 

As diferentes linhagens da bactéria produzem uma ampla variedade de 

proteínas inseticidas ativas contra larvas de diversas ordens. Isso tem levado os 

produtos à base de Bt a tornarem-se os inseticidas biológicos mais vendidos 

(SCHNEPF et al., 1998; ROH et al., 2007; PALMA et al., 2014), com aproximadamente 

2% do mercado de inseticidas (BRAVO et al., 2011).  
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Monnerat et al. (2009) relataram a ocorrência natural de Bacillus thuringiensis 

em diferentes tecidos na cultura do algodão, em que as bactérias foram absorvidas 

pelas raízes e foram translocadas para diferentes partes da planta. Houve, também, 

ação inseticida promovida pelo tecido foliar sobre Spodoptera frugiperda e Pluetella 

xylostella na ordem de 10-20% de mortalidade. 

Compostos produzidos pela bactéria, como protoxinas e toxinas solúveis, são 

altamente específicos para seus hospedeiros e ganharam importância mundial como 

alternativa aos inseticidas químicos. A utilidade dessas proteínas inseticidas também 

tem motivado a busca por novos isolados dos mais diversos habitats, a fim de 

identificar e caracterizar novas proteínas com diferentes especificidades (PALMA et 

al., 2014). 

3.3.1 Proteínas produzidas por B. thuringiensis 

Linhagens de B. thuringiensis sintetizam proteínas denominadas δ-

endotoxinas, também conhecidas por proteínas Cry (crystal) e Cyt (cytolytic), durante 

o início da esporulação e fase de crescimento estacionário, como inclusões cristalinas 

parasporais (PALMA et al., 2014). Durante a fase vegetativa, também são produzidas 

proteínas com ação inseticida, denominadas VIP (vegetative insecticidal protein) 

(CHAKROUN et al., 2016). Além desses grupos proteicos, a bactéria sintetiza uma 

série de outras toxinas com potencial inseticida (PALMA et al., 2014).  

3.3.2 Proteínas Cry 

As proteínas Cry são assim conhecidas porque são sintetizadas durante o 

processo de esporulação e existem na forma de cristais dentro das bactérias, os quais 

permanecem inativos até a sua clivagem no intestino médio dos insetos (SCHNEPF 

et al., 1998; POGOTT; ELLAR, 2007; PALMA et al., 2014). Atualmente, o “Bt 

Nomenclature Committee” (2019) tem identificado 78 tipos diferentes de proteínas Cry 

classificadas (Cry1 – Cry78). 

Toxinas Cry pertencem à família de toxinas Cry com 3 domínios, que 

apresentam diferenças claras na sua sequência de aminoácido, mas todas partilham 

estrutura de três domínios notavelmente semelhante e conservada (MAAGD; BRAVO; 

CRICKMORE, 2001; MAAGD et al., 2003; BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2007; PARDO-

LÓPEZ; SOBERÓN; BRAVO, 2013). 
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As proteínas Cry atuam no intestino médio das lagartas, em que os cristais 

ingeridos passam por um processo de dissolução em pH alcalino e, posteriormente, 

sofrem ativação proteolítica, que transformam as proteínas Cry em polipeptídeos 

tóxicos. Esses fragmentes ligam-se a receptores específicos presentes na superfície 

das células epiteliais e formam oligômeros, criando poros permeáveis não seletivos a 

íons inorgânicos, aminoácidos e açúcares (KIROUAC et al., 2002; JUÁREZ et al., 

2007; SOBERÓN et al., 2007; VACHON; LAPRADE; SCHWARTZ, 2012). Tais poros 

causam lise nas células epiteliais e promovem desarranjo no intestino médio, levando 

o inseto à morte. Além disso, esporos podem colonizar, germinar e se replicar na 

hemolinfa, eventualmente matando o inseto por septicemia (HOFTE; WHITELEY, 

1989; KNOWLES; DOW, 1993; PALMA et al., 2014; RAYMOND et al., 2010; 

SCHNEPF et al., 1998). 

Três diferentes modelos têm sido propostos para explicar o modo de ação de 

proteínas Cry de três domínios, o modelo ‘clássico”, o modelo de ligação sequencial 

e o modelo via sinalização (VACHON; LAPRADE; SCHWARTZ, 2012; PALMA et al., 

2014). 

 

 Soja Bt no controle de lepidópteros 

Com o avanço da biologia molecular, genes das proteínas Bt foram inseridos 

em cultivares, fazendo delas plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos 

(ROH et al., 2007). O primeiro relato de inserção e expressão de gene Bt em soja foi 

feito por Parrot et al. (1994), em que houve a expressão de proteína Cry1Ab. Dois 

anos depois, a primeira inserção para síntese de Cry1Ac em soja foi relatada por 

Stewart et al. (1996), cujos embriões somáticos da cultivar Jack foram transformados 

utilizando bombardeamento de micropartículas contendo gene de B. thuringiensis. 

Walker et al. (2000) avaliaram a eficácia de cultivar Jack com gene Bt e demonstraram 

sua resistência a Helicoverpa zea (Boddie), A. gemmatalis, Chrysodeixis includens 

(Walker) e Elasmopalpus lignosellus (Zeller). 

Macrae et al. (2005), demonstraram linhagens expressando altas doses de 

proteína sintética TIC 107, que é praticamente idêntica a Cry1Ac, e evidenciaram a 

alta eficiência no controle de A. gemmatalis e C. includens. Bernardi et al. (2012) 

mostraram efetividade da cultivar gerada do cruzamento do MON 87701 x MON 89788 
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no controle de A. gemmatalis e C. includens. Essa cultivar expressava a proteína 

sintética TIC 107, como no estudo abordado anteriormente. Esse mesmo cruzamento 

também apresentou controle de Chloridea virescens (Fabricius) (BERNARDI et al., 

2014b) e Helicoverpa armigera (Hϋbner) (DOURADO et al., 2016), mas não se 

mostrou eficiente no controle de Spodoptera frugiperda (Smith), Spodoptera 

cosmioides (Walker) e Spodoptera eridania (Cramer) (BERNARDI et al., 2014a). 

No ano de 2008, Homrich et al., relataram a transgenia da cultivar IAS5 que 

recebeu gene para codificação de Cry1Ac, a qual apresentou alta toxicidade a A. 

gemmatalis. Marques et al. (2016) relataram o primeiro evento de piramidação de 

proteínas Bt em cultivar de soja no Brasil. Sintetizando as proteínas Cry1F e Cry1Ac, 

a tecnologia denominada de Conkesta apresenta controle significativo das espécies 

A. gemmatalis, C. includens, C. virescens e S. cosmioides durante toda a fase 

vegetativa e reprodutiva da cultura. Marques et al. (2017) trazem dados sobre o 

controle dessa mesma tecnologia para espécies secundárias da cultura, em que H. 

armigera e E. lignosellus foram controladas efetivamente durante as fases vegetativa 

e reprodutiva, porém, para a espécie Agrotis ipsilon (Hufnagel) o controle foi 

moderado. 

 

 Alta dose/ refúgio para manejo de resistência 

Estratégias atuais do Manejo de Resistência de Insetos (MRI) para retardar a 

seleção de resistência são baseadas no uso da estratégia alta dose/ refúgio (ADR). A 

estratégia de ADR possui três pilares: alelos de resistência de insetos-alvo são raros 

e recessivos; toxinas transgênicas são expressas em doses suficientes para matar ao 

menos 95% dos indivíduos heterozigotos com produção de proteína, ao menos, 25 

vezes maior que a CL99 ; e, por fim, a adoção de refúgio para produção de indivíduos 

suscetíveis heterozigotos para acasalarem com homozigotos resistentes (COATES, 

2016; GOULD, 1998; TABASHNIK; RENSBURG; CARRIÈRE, 2009). 

Perlak et al. (1991) demonstraram alterações específicas na sequência de 

DNA inserido em cultivares para síntese de proteínas Bt que possibilitava a expressão 

dessas proteínas em grande quantidade. Essa descoberta possibilitou a geração dos 

TICs, cuja expressão de proteínas é mais de 20 vezes maior que a CL99 de indivíduos 

suscetíveis, em que seria esperada a morte de quase todos os insetos heterozigotos 
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mesmo se a resistência não fosse fenotipicamente rescessiva (GOULD, 1998). A 

estratégia de ADR, com uma ou duas proteínas, é extremamente atrativa de uma 

simples perspectiva teórica, mas uma série de fatores pode interferir no seu sucesso 

(GOULD, 1998), como os níveis de expressão de proteínas discutidos por Macrae et 

al. (2005) na cultura da soja. 

Macrae et al (2005) verificaram a expressão de altas doses de proteínas TIC 107 em 

cultivares de soja, que é praticamente idêntica à Cry1Ac. Bernardi et al. (2012), 

verificando a mortalidade causada por tecido liofilizado da mesma cultivar de soja Bt 

diluído 25 vezes observaram, mortalidade de 100% de indivíduos de A. gemmatalis, 

diferentemente para C. includens, cuja mortalidade não foi total. Com isso, a estratégia 

de ADR é válida para A. gemmatalis, mas não para C. includens na cultura da soja Bt. 

 

 Quantificação de proteínas Cry em tecido vegetal 

Variação na eficácia do controle de plantas Bt e os mecanismos envolvidos 

precisam ser completamente compreendidos para planejar estratégias racionais de 

manejo de resistência e controlar efetivamente as pragas-alvo, aumentando a 

expressão de endotoxinas através do manejo agronômico (DONG; LI, 2007). Por isso, 

técnicas válidas de bioensaios (GREENPLATE, 1999) e ensaios imunoenzimáticos 

(ELISA) foram estabelecidos para quantificar mudanças na concentração de proteínas 

Cry (DONG; LI, 2007). Na cultura do algodão, trabalhos para quantificação de proteína 

Cry são comuns e a adoção do método de ELISA é predominante. Os diversos 

resultados obtidos em trabalhos para quantificação de Cry1Ac, através do método 

ELISA, apresentam variabilidade, em que concentrações de proteína por grama de 

folha fresca variam de menos de 1 µg até mais de 30 µg (BLAISE; KRANTHI, 2011; 

KNIGHT; HEAD; ROGERS, 2013; LOU et al., 2008; SINGH et al., 2016; TORRES; 

RUBERSON; ADANG, 2006). Para a cultura, da soja poucos são os trabalhos para 

quantificar a expressão de proteínas presentes no tecido vegetal.  

Na cultura da soja, Stewart et al. (1996) encontraram concentração de 

proteína Cry1Ac variando de 0 a 46 ηg.mg-1 de proteína extraível. Seguindo a mesma 

unidade de medida, Miklos et al. (2007) mostraram valores de concentração de 3 

linhagens de soja, os quais variam entre 0,52 e 6,12 µg de proteína TIC 107.mg-1 de 

proteína total extraível. Macrae et al. (2005) e Yu et al. (2013) demonstraram 
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diferenças na concentração de proteína Cry1Ac ao longo do ciclo da cultura da soja. 

Macrae et al. (2005) apresentaram uma tendência crescente na concentração da 

proteína ao longo do ciclo da soja, com máxima expressão de até 250 µg.g-1 de folha 

fresca em R6. Yu et al. (2013) observaram oscilações no conteúdo de Cry1Ac, com 

valores mínimos e máximos próximos de 4 e 14 µg.g-1 de folha fresca. Essa diferença 

entre os trabalhos de Macrae et al. (2005) e Yu et al. (2013) impede comparações 

adequadas dos níveis de Cry1Ac sintetizados. 

Oscilações do conteúdo de Cry1Ac, ao longo do ciclo, também foram 

mostradas por Olsen et al. (2005) na cultura do algodão, com indicação de variação 

na eficácia de controle de insetos. Além dessa oscilação ao longo do ciclo, as plantas 

podem apresentar diferença de concentrações de proteínas Cry em diferentes áreas 

de uma mesma folha, como observado na cultura do milho por Abel e Adamczyk 

(2004), o que não foi problema no controle de S. frugiperda e D. grandiosella (D.) 

devido à alta expressão de proteína. Esses mesmos autores relataram a diferença na 

concentração de proteína Cry no tecido foliar seguindo a variação de coloração, em 

que tecido verde apresentaram maior quantidade de proteína do que tecidos verde-

amarelados e amarelo-esbranquiçados. Alterações na fisiologia da planta, associadas 

à maturação, contribuem para alteração na eficácia de toxinas Bt (OLSEN et al., 2005). 

O fornecimento de nitrogênio é outro fator que pode influenciar na quantidade 

de proteína Cry. A fertilização nitrogenada pode aumentar a concentração de 

proteínas Bt em folhas, maçãs e capulho de algodão (COVIELLA; STIPANOVIC; 

TRUMBLE, 2002; SAINI; DHAWAN, 2014). As práticas de manejo adotadas pelos 

produtores, bem como o plantio em diferentes localidades, também podem provocar 

variações no conteúdo de proteína Cry no tecido vegetal. Diferentes cultivares 

também podem expressar uma mesma proteína em quantidades diferentes (HUANG 

et al., 2014). 

 

 Estresses abióticos na expressão de proteínas Cry em plantas Bt 

Fatores abióticos estressantes podem influenciar na concentração de proteína 

Bt presente na planta. O fator temperatura pode afetar tanto em condições frias como 

em condições quentes, levando a reduções de até 40% em baixas temperaturas 

(CHEN et al., 2012). Altas temperaturas podem provocar degradação de proteínas 
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presentes no material vegetal, que resulta o declínio da concentração de proteína 

Cry1A na cultura do algodão, por exemplo (CHEN et al., 2005). Essas variações de 

temperaturas impactam as diversas partes da planta de maneira heterogênea, ou seja, 

os diferentes tecidos sofrem diferentes graus de influência da temperatura, o que 

resulta diferentes alterações no conteúdo de proteína nos tecidos vegetais (WU et al., 

2002). 

A época de semeadura e o regime de umidade também podem alterar a 

concentração de proteínas Bt. No caso de algodão, semeadura no cedo aumenta a 

expressão de proteína Cry comparada a plantios tardios, e o regime de umidade 

influencia em determinados estádios da cultura, em que a presença de alta umidade 

no solo incrementa a quantidade de proteína Cry (HALLIKERI et al., 2009). No caso 

de estresse por condições de seca, a cultura do milho não sofreu alterações nos níveis 

de expressão de proteína Cry, que se manteve em nível constante (GULLÌ et al., 

2015). 

O estresse salino é outro fator abiótico que pode causar redução da 

quantidade de proteína Cry no tecido vegetal. No caso de algodão, o conteúdo de 

proteínas solúveis aumenta nas folhas e diminui em hastes e raízes devido ao 

estresse salino, contudo o conteúdo de proteína Bt decai (JIANG et al., 2006; LOU et 

al., 2008; LUO et al., 2018; WANG et al., 2018). Combinado ao estresse salino, o 

encharcamento de raízes pode reduzir o conteúdo total de proteína em até 65% e em 

72% a concentração de proteína Bt na cultura do algodão (LOU et al., 2008). 

Elevadas concentrações de CO2 atmosférico pode impactar na concentração 

de proteína quando correlacionada a doses de adubação nitrogenada, em que altas 

doses de fertilizante associadas à concentração alta de CO2 passam a reduzir a 

quantidade de proteína Bt (COVIELLA; STIPANOVIC; TRUMBLE, 2002). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 Bioensaios 

Em diferentes períodos do desenvolvimento da cultura, uma amostra de 

folíolos de soja (n=10) da cultivar BRS 1010 IPRO foi coletada durante a safra 2017/18 

e essas amostras foram armazenadas em ultra freezer a -80°C até a realização dos 

ensaios. Essa soja foi implantada a campo no dia 19/10/2017 e seu manejo seguiu as 

recomendações para a região. Coletaram-se folíolos 32, 43, 62, 81, 102 e 123 dias 

após o plantio (DAP). Para determinar a quantidade de proteína existente nos folíolos, 

foram realizados bioensaios com intuito de calcular a CL50 a partir da mortalidade 

causada por diluições de extratos de folhas Bt e compará-la com a CL50 de um padrão 

com quantidade conhecida de proteína Cry1Ac. 

Os bioensaios com extratos de folíolos iniciaram-se com a obtenção de um 

extrato inicial através da maceração do tecido foliar de 4 subamostras de folíolos em 

água destilada (proporção de 1g de folíolos: 10 ml de água), com peso aproximado de 

70 mg. A maceração dos tecidos foi realizada em microtubos (Eppendorf 1,5 ml) com 

auxílio de pistilo plástico e acréscimo de abrasivo carborundum em pó (Fisher 

Chemical, Fair Lawn, NJ). Após a maceração, as amostras foram centrifugadas a 

10.000 rpm por 4 minutos com valor de g = 9.500 e rcf = 10621 (Centrifuge 5804 

Eppendorf – Hexis).  Retirou-se, então, uma alíquota de mesmo volume de cada 

microtubo para obter o extrato inicial e, a partir deste, obtiveram-se as diluições 

seriadas. Esse procedimento foi realizado para cada amostra coletada. 

Com o extrato inicial formado, sete diluições foram preparadas para realizar o 

bioensaio e determinar a CL50. Em cada bioensaio, diferentes diluições foram 

ajustadas por meio de ensaios prévios, devido a divergências no conteúdo de proteína 

nos folíolos e para obter mortalidade acima de 1% e abaixo de 99%. Além das sete 

diluições, utilizou-se água destilada como testemunha, totalizando 8 tratamentos.  

Os bioensaios executados para obtenção de CL50 foram realizados em 

bandejas de 128 células (BIO-BA-128; CD International Inc., Pitman, NJ) subdivididas 

em 8 partes com 16 células cada. Em cada célula, 1 ml de dieta artificial recomendada 

no Capítulo 1 foi acrescentado, e seu preparo ocorreu da mesma maneira. Na 

superfície dessa dieta, uma alíquota de 20 µl de solução tratamento foi acrescentada 

e espalhada para garantir a uniformidade de distribuição. Após a secagem do 
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conteúdo, uma lagarta neonata de A. gemmatalis foi acondicionada em cada células. 

Para cada tratamento, esse procedimento foi realizado 64 vezes, contabilizando 4 

repetições de 16 lagartas dispostas em delineamento inteiramente aleatorizado. 

O estudo com padrão conhecido de proteína Cry1Ac ocorreu da mesma 

maneira, em que se utilizou MVP II, uma formulação comercial contendo toxina 

encapsulada em células de Pseudomonas fluorescens com 11,2% de proteína 

(GILROY; WILCOX, 1992). A partir deste, sete concentrações de proteína foram 

preparadas para representar, ao se inocular 20 µl de solução na superfície da dieta, 

0,5; 0,333; 0,222; 0,148; 0,099; 0,066 e 0,044 ηg de Cry1Ac/cm2 de dieta artificial. A 

testemunha utilizada também foi água destilada totalizando os 8 tratamentos, cada 

um com 4 repetições de 16 lagartas. 

As lagartas utilizadas nos ensaios foram provenientes da criação massal da 

Embrapa Soja, criadas conforme metodologia adaptada de Hoffmann-Campo; Oliveira 

e Moscardi (1985). As bandejas eram armazenadas em câmaras B.O.D. a 26 ± 2°C, 

UR de 60 ± 10% e fotoperíodo de 14 horas. As avaliações foram realizadas após 7 

dias. 

 

 Metodologia estatística 

A análise de dados foi realizada utilizando-se o modelo Log-Logístico 

representado na Equação 1 com quatro parâmetros (RITZ, 2010) em ambiente R, 

adotando-se o pacote drc para o ajuste dos modelos e estimações das concentrações 

letais (RITZ; STREIBIG, 2005). Esse pacote foi empregado para se obterem as 

estimativas dos parâmetros das equações, e os pacotes Imtest (ZEILEIS, HOTHORN, 

2002) e Sandwich (ZEILEIS, 2004) foram utilizados para se ajustarem os erros 

padrões das estimativas quanto à presença de valores extremos (outliers).  

 

𝑓(x; 𝑏, 𝑐, 𝑑, 𝑒) = 𝑐 +
𝑑−𝑐

1+(
𝑥

𝑒
)𝑏

         (1) 

Os parâmetros da Equação 1 possuem interpretação biológica direta. 

Assumiram-se restrições para os parâmetros c e d, em que os valores de c seriam 
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sempre ≥ 0 e valores de d seriam sempre ≤ 1. Esses parâmetros representam os 

limites inferiores e superiores, respectivamente. O valor de e remete à CL50, b é 

proporcional ao incremento de mortalidade por unidade de princípio ativo na 

proximidade da CL50. O valor de x são as concentrações de princípio ativo e os valores 

de 𝑓 representam as mortalidades.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Bioensaios com Cry1Ac 

Dois bioensaios foram realizados para cálculo da CL50 de proteína Cry1Ac e 

para obtenção das curvas de mortalidade. As curvas apresentadas na Figura 2.1 

tiveram comportamentos diferentes e demonstram diferenças significativas entre a 

faixa aproximada de 30 a 90% de mortalidade. Com isso, os bioensaios diferem 

significativamente quanto a CL50 de proteína Cry1Ac. 

 

Figura 2.1 – Curvas de mortalidade de Anticarsia gemmatalis para proteínas Cry1Ac espalhada em 
superfície de dieta artificial. 

 

A CL50 calculada com os dados do primeiro ensaio foi de 0,18 ηg.cm-2 (IC: 

0,10 – 0,26) de proteína, enquanto, no segundo ensaio, o valor foi a metade, com CL50 

de 0,09 ηg.cm-2 (IC: 0,08 – 0,11) de proteína. Entretanto, variações nessa ordem são 

frequentes na realização de bioensaios de dose/ reposta. Os valores de b das curvas 
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(Tabela 2.1) que apontam a inclinação da curva na proximidade da CL50 não diferiram 

significativamente, embora o valor de b do ensaio 2 tenha sido maior.  

 

Tabela 2.1 – Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis, proveniente de criação massal da Embrapa 
Soja, à proteína Cry1Ac proveniente do padrão MVP II com 11,2% de concentração. N = 
número de insetos; b = taxa de variação da mortalidade nas proximidades da CL50; CL50 

= concentração letal para 50% dos indivíduos; 𝜎 ̂b = erro padrão da estimativa b; 𝜎 ̂CL50 
= erro padrão da estimativa da CL50; IC = intervalo de confiança para CL50. 

Bioensaios N b ± 𝜎̂b CL50 (ηg.cm-2) 𝜎 ̂CL 50 95% - IC 

Ensaio 1 448 -1,66 ± 0,24 0,18 0,037 0,10 – 0,26 

Ensaio 2 448 -2,27 ± 0,40 0,09 0,008 0,08 – 0,11 

 

 

 Bioensaios com extratos de folhas de soja Bt 

 

A CL50 apresentou maior valor para as amostras de folíolos coletados aos 123 

dias após o plantio (DAP). Já o menor valor foi encontrado para a amostra coletada 

aos 102 DAP. O valor de b diferiu significativamente apenas das amostras coletadas 

102 e 123 DAP, em que 102 DAP apresentou inclinação superior na proximidade da 

CL50. Os demais valores de b não diferiram significativamente entre si (Tabela 2.2). 

 

Tabela 2.2 – Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis a extratos de folíolos de soja Bt coletados em 
diferentes períodos do ciclo da soja. N = número de insetos; b = taxa de variação da 
mortalidade nas proximidades da CL50; CL50 = concentração letal para 50% dos 

indivíduos expressa em µg de folha. µl-1.cm-2; 𝜎̂b = erro padrão da estimativa b; 𝜎 ̂CL50 = 

erro padrão da estimativa da CL50; IC = intervalo de confiança para CL50. 

Amostra de folhas (DAP*) N b ± 𝜎̂b CL50 (µg.µl-1.cm-2) 𝜎 ̂CL 50 95% - IC 

20/11/2017 (32) 448 -3,60 ± 1,03 1,69 0,14 1,40 – 1,98 

01/12/2017 (43) 448 -2,89 ± 0,58 1,76 0,13 1,50 – 2,01 

20/12/2017 (62) 448 -2,24 ± 0,37 2,07 0,20 1,65 – 2,49 

08/01/2018 (81) 448 -3,19 ± 0,82 1,72 0,13 1,44 – 1,99 

08/02/2018 (102) 448 -3,34 ± 1,04 1,49 0,14 1,20 – 1,79 

01/03/2018 (123) 448 -1,95 ± 0,25 2,59  0,28 2,00 – 3,17 

*DAP – dias após o plantio. 
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As curvas de mortalidade de A. gemmatalis, causada pelos tecidos foliares 

para cada data coletada, estão representadas na Figura 2.2. Evidenciam-se 

diferenças das concentrações de proteína Cry1Ac entre as amostras coletadas. 

 

 

 

[Extrato foliar x área superficial de dieta (µg.µl-1.cm-2)] 

Figura 2.2 – Curvas de mortalidade de Anticarsia gemmatalis em função da concentração de tecido 
foliar de soja Bt coletado em diferentes períodos do ciclo da cultura e aplicado na forma 
de extrato em superfície de dieta artificial. (a) 32 DAP; (b) 43 DAP; (c) 62 DAP; (d) 81 DAP; 
(e) 102 DAP; (f) 123 DAP. 
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Os resultados obtidos para CL50 de extratos de tecidos foliares Bt para A. 

gemmatalis apresentaram variação ao longo do ciclo da cultura, demonstrando 

diferença na concentração de proteína Cry1Ac no tecido vegetal das amostras 

coletadas (Figura 2.3). A oscilação encontrada para CL50 é inversamente proporcional 

à concentração de proteína presente na folha, ou seja, quanto maior a CL50 da 

amostra, menor a concentração de proteína Cry1Ac no tecido foliar. 

 
Figura 2.3 – CL50 de Anticarsia gemmatalis para extratos de folhas BT coletadas em diferentes períodos 

da cultura, espalhados em superfície de dieta artificial, e Intervalos de Confiança (IC = 
95%) superiores e inferiores para os valores obtidos. 

 

Para determinação das curvas de mortalidade, os extratos foliares foram 

diluídos em diferentes concentrações, cuja faixa de diluição variou conforme amostra 

de folíolos, com objetivo de obter mortalidade acima de 1% e menor que 99% para os 

tratamentos. Na amostra coletada aos 123 DAP, foram realizadas as menores 

diluições utilizadas, que variaram entre 45 e 512 vezes, ou seja, proporcional a 1 

grama de folha em 45 e 512 ml de água, respectivamente. A amostra, cuja faixa de 

variação das concentrações foi maior, foi a coletada aos 101 DAP, na qual a maior 

diluição superou 2000x (1g: 2000 ml). Essas diluições elevadas são indicadores que 

a expressão da proteína nos tecidos foliares é elevada e por outro lado que A. 

gemmatalis tem grande suscetibilidade a esta toxina. 
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 Quantificação de proteína Cry1Ac 

Comparando as concentrações letais obtidas para os extratos de folhas das 

diferentes coletas com as concentrações letais do padrão de proteína Cry1Ac, é 

possível inferir a concentração de proteína Cry1Ac em folhas de soja BRS 1010 IPRO 

aplicando os valores obtidos na Equação 2. 

µ𝑔 𝑑𝑒 𝐶𝑟𝑦1𝐴𝑐. 𝑔−1𝑓𝑜𝑙ℎ𝑎 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑎 =  
𝐶𝐿50 𝑏𝑖𝑜𝑒𝑛𝑠𝑎𝑖𝑜 𝐶𝑟𝑦1𝐴𝑐 (ŋ𝑔. 𝑐𝑚−2)

𝐶𝐿50 𝑏𝑖𝑜𝑒𝑛𝑠𝑎𝑖𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙ℎ𝑎 (µ𝑔. µ𝑙−1. 𝑐𝑚−2)
× 50 

Os dados apresentados na Figura 2.4 demonstram que a maior concentração 

de proteína foi encontrada na amostra coletada aos 102 DAP (R6), representando 

3,02 (IC = 2,51 – 3,75) a 6,04 (IC  5,03 – 7,50) µg de Cry1Ac. g-1 de folha fresca, 

comparando-se com os bioensaios 1 e 2 de proteína, respectivamente. A menor 

concentração foi encontrada na amostra de folha coletada aos 123 DAP, em estágio 

avançado de senescência, em que os valores atingiram concentração de 1,74 (IC = 

1,42 – 2,25) a 3,47 (IC = 2,84 – 4,50) µg de Cry1Ac. g-1 de folha fresca comparando-

se com os dois bioensaios. 

 

 

Figura 2.4 – Concentração de proteínas Cry1Ac (IC 95%) em folhas de soja BRS 1010 IPRO em 
diferentes períodos de desenvolvimento da cultura. Comparação entre resultados obtidos 
com a transformação de dados a partir dos dois bioensaios com padrão de Cry1Ac. 
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 Discussão 

Os resultados apresentados para concentração de proteína em folíolos 

divergem dos resultados apresentados por Macrae et al. (2005), os quais encontraram 

concentrações médias de proteína que variam de 50 a 250 µg de Cry1Ac. g-1 de folha 

fresca, adotando método de ELISA. Os mesmos autores, quando consideraram o erro 

padrão, obtiveram as concentrações de Cry1Ac que variaram entre 40 e 280 µg de 

Cry1Ac. g-1 de folha fresca. 

Yu et al. (2013) também adotaram o método de ELISA para quantificar 

proteína Cry1Ac em folhas de soja. Contudo, o kit para o teste de ELISA 

(comercialmente disponível pela empresa Envirologix Inc.) utilizado para quantificar a 

proteína, segundo o departamento técnico da Envirologix, tem caráter apenas 

qualitativo, e não quantitativo. Embora o kit utilizado não tenha sido o ideal, os valores 

encontrados pelos autores estão mais próximos dos valores detectados no presente 

estudo, em que as concentrações obtidas variam entre 4 e 13 µg de Cry1Ac. g-1 de 

folha fresca. Os autores, assim como no presente trabalho, identificaram oscilação ao 

longo do ciclo da cultura, diferentemente do trabalho de Macrae et al. (2005), que 

demonstrou aumento da concentração de proteína no decorrer do desenvolvimento 

das plantas.  

A quantificação de proteína Cry1Ac na presente pesquisa foi realizada através 

de indicador biológico. Entretanto, também se tentou através do método ELISA com o 

uso do kit comercialmente disponível, de caráter qualitativo, da empresa Agdia. Os 

valores observados de absorbância para diferentes concentrações de extrato foliar 

permaneciam os mesmos, demonstrando que o kit não possuía características 

quantitativas, além da comparação com o padrão Cry1Ac indicar quantidades 

exorbitantes de proteína Bt no tecido foliar. Com isso, o Kit demonstrou-se inapto para 

quantificar a proteína. 

A metodologia aplicada na quantificação pode ter contribuído com as 

divergências de resultados entre o presente trabalho com os trabalhos dos autores 

citados anteriormente, tendo em vista que o processo de maceração em ambos os 

casos ocorre em solução tampão extratora, que pode ter extraído maior quantidade 

de proteína do tecido foliar. O uso de extrator em ensaios de quantificação de 

proteínas Cry através de indicador biológico deve ser estudado, com objetivo de 
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verificar possíveis otimizações na extração de proteína do tecido foliar e também 

verificar possíveis efeitos do extrator no desenvolvimento dos insetos utilizados nos 

estudos. 

A quantificação em diferentes cultivares, ou material vegetal proveniente de 

diferentes localidades, ou o manejo da soja também podem explicar as divergências 

de resultados (HUANG et al., 2014). As oscilações na concentração de Cry1Ac são 

normais em condições de campo, uma vez que diversos fatores abióticos estão 

ligados à expressão de proteína, como oscilações de temperatura (CHEN et al., 2005; 

CHEN et al., 2012; WU et al., 2002), época de semeadura (HALLIKERI et al., 2009), 

disponibilidade de nitrogênio (COVIELLA; STIPANOVIC; TRUMBLE, 2002), ou 

encharcamento de raízes (LOU et al., 2008).  

O presente estudo, bem como os trabalhos de Macrae et al. (2005) e de Yu et 

al. (2013) indicaram alta expressão da proteína no estádio de R6 (que corresponde a 

102 DAP), com aumento da expressão ao longo da fase reprodutiva. Yu et al. (2013) 

também identificaram decréscimo no conteúdo de Cry1Ac nas amostras de folhas 

coletadas ao fim de ciclo, correspondente à coleta 123 DAP, devido ao processo de 

senescência, em que folhas amareladas possuem menor quantidade de proteína Cry 

(ABEL; ADAMCZYK, 2004; OLSEN et al., 2005).  

O uso de A. gemmatalis como inseto indicador, foi realizado considerando que 

essa espécie apresenta alta sensibilidade à toxina Cry1Ac (BERNARDI et al. 2012; 

SOSA-GÓMEZ; OMOTO, 2012) o que permitiria detectar pequenas variações na 

quantidade de proteína presente nos tecidos.  Tal característica também foi observada 

neste trabalho, com concentrações letais de 0,09 e 0,18 ηg.cm-2 demonstrando alta 

suscetibilidade.  

Os resultados de bioensaios com proteína padrão Cry1Ac influenciam 

diretamente na quantificação de proteína no tecido foliar, uma vez que as CL50 

encontradas nos bioensaios são diretamente proporcionais à quantidade de proteína 

na folha, ou seja, quanto maior a CL50 para proteína Cry1Ac, maior a concentração de 

proteína presente na folha após a comparação. Crialesi-Legori (2014) encontraram 

CL50 de 0,75 ηg.cm-2 de proteína Cry1Ac para A. gemmatalis, valores 

aproximadamente 7 vezes maior que no presente trabalho. Com isso, a concentração 

de proteína na folha seria acrescida em aproximadamente 7 vezes. Comparações 
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entre CL50 obtidas em diferentes estudos dessa natureza são arriscadas, uma vez que 

o bioensaio sofre influência de fatores associados à qualidade da dieta e variação de 

suscetibilidade das populações do inseto, por exemplo. 

A qualidade (estabilidade do formulado, nível de pureza) do padrão utilizado, 

bem como da população de insetos e dos bioensaios realizados, contribui para uma 

aferição mais precisa do conteúdo de proteínas Cry. A metodologia aplicada neste 

trabalho para quantificação de proteínas Cry apresenta-se promissora, contudo mais 

pesquisas devem ser realizadas para comprovação do método e para eventuais 

adaptações, como a adoção de extrator tampão, com intuito de obterem-se resultados 

mais precisos.  
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6 CONCLUSÕES 

• O método apresentado no trabalho para quantificar proteína Cry1Ac em folhas 

de soja apresentou-se promissor. 

• A concentração de proteína Cry1Ac nas folhas de soja variou entre 2,17 e 

6,04 µg de Cry1Ac. g-1 de folha fresca, conforme data de coleta de folhas e 

conforme bioensaio de padrão utilizado para comparação. 

• O máximo de concentração de proteína Cry1Ac nos folíolos de soja ocorreu 

no estádio R6 aos 102 DAP, com expressão de 3,02 a 6,04 µg de Cry1Ac. g-

1 de folha fresca 

• A expressão de Cry1Ac na folha decai com avanço do processo de 

senescência. 

• A população de Anticarsia gemmatalis estudada apresentou CL50 de 0,09 a 

0,18 ηg.cm-2 de proteína Cry1Ac. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O uso de indicadores biológicos para estudo de quantificação de proteínas 

Cry presentes em tecido vegetal pode ser metodologia alternativa em futuros 

trabalhos. O método também pode ser utilizado como prova dos resultados obtidos a 

partir da aplicação dos métodos de ELISA, os quais demonstram resultados 

divergentes. Por outro lado, as empresas detentoras dos kits para determinação 

qualitativa, não recomendam o seu uso para quantificação dos níveis de proteína na 

cultura da soja. Uma vez que o conteúdo de proteína nos folíolos de soja apresenta 

elevada variabilidade, os métodos de determinação desses teores devem ser melhor 

estudados, verificando possíveis diferenças entre cultivares e realizando estudos em 

condições controladas para evitar o efeito de agentes abióticos.  
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