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RESUMO

Os estudos entomoldgicos atuais demandam de uma grande quantidade de insetos
para serem executados. O fornecimento desse material € realizado através de
criacbes massais em laboratério, que permitem a obtencdo de insetos
constantemente, ndo dependendo da sazonalidade, além de possuirem alta
qualidade. A alimentacao desses artropodes em criacdo normalmente € realizada com
dieta artificial, cujas caracteristica devem permitir um desenvolvimento normal do
inseto, livre de patdégenos, e para que iSsO ocorra, anticontaminantes em
concentracbes adequadas sao adicionados a dieta. Além de serem utilizadas em
criacAo massal, as dietas também servem como veiculos de substancias em
bioensaios e, com isso, seus componentes ndo devem impactar nos seus resultados.
A partir do exposto, no primeiro capitulo deste trabalho serdo estudadas
concentracfes de anticontaminantes para criacdo de Anticarsia gemmatalis e seus
impactos em bioensaios de mortalidade do mesmo inseto. A partir dos resultados do
primeiro capitulo, uma dieta foi selecionada para a realizacdo de bioensaios com
objetivo de quantificar a proteina CrylAc em foliolos de soja Bt, tema do segundo
capitulo. Tais estudos sdo importantes para o manejo correto da resisténcia, que
atualmente se baseia na adocdo de alta dose/ refagio, ou seja, alta expressédo de
proteinas inseticidas pelas plantas associada ao uso de refugio, e por isso conhecer
a capacidade de expressado de cada cultivar é importante.

Palavras-chave: extratos de folhas; CLso; formol; solucdo antifingica; indicador
bioldgico.



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 CrylAc 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; LCso; formalin; antifungical solution; biological indicator.
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CAPITULO 1

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

RESUMO

A adocéo de dietas artificiais para a criacdo de insetos em laboratério e em bioensaios
€ uma pratica comum. Determinados ingredientes, classificados como
anticontaminantes, sdo adicionados a 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 patogénicos, nao
prejudicar o desenvolvimento normal do inseto e nao 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, 0 objetivo deste trabalho foi verificar o impacto de formol e de
solucéo antifungica (SAF) na biologia de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas
artificiais contendo diferentes concentracfes desses anticontaminantes, e também
verificar o impacto dessas diferentes concentracées 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 condi¢Ges controladas e
foram avaliados, o periodo larval, peso de pupa, periodo pupal, longevidade de adulto,
fecundidade de fémeas e porcentagem de dietas contaminadas. Além disso foi
realizada andlise da viabilidade larval. Realizaram-se analises de variancia, para
comparacdo de médias em todas as variaveis. A partir dos resultados encontrados
para biologia de A. gemmatalis, duas dietas foram selecionadas para verificacdo do
impacto da concentracdo de anticontaminantes em bioensaios. Bioensaios de
mortalidade de A. gemmatalis foram realizados em ambas as dietas, utilizando-se
proteina CrylAc e extratos de folha de soja Bt. Para observar a diferenca entre as
dietas, as curvas de mortalidade e as CLso, obtidas pelo modelo Log-Logistic em
ambiente R, foram comparadas. O uso de concentracéo 4,38 pl.ml** de formol em
dieta artificial provocou retardamento dos periodos larval e pupal e reducédo no peso
de pupa e reducao das CLso nos bioensaios. A longevidade de adultos e o nUmero de
ovos ndo foram afetados pelas concentracBes de anticontaminantes estudadas.
Concluiu-se que é recomendavel o uso de concentracdes 1,1 pl.ml? de formol e 1,4
ul.mlt de SAF para criacdo de A. gemmatalis e para realizacdo de bioensaios com
toxinas.

Palavras-chave: formol, solugéo antifungica, extrato de folha, proteina CrylAc, CLso.
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CHAPTER 1

Impact of anti-contaminants on the biology of Anticarsia gemmatalis Hubner,
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
CrylAc protein and Bt soybean leaf extracts. In order to observe the difference
between the diets, the mortality curves and LCso, obtained by Log-Logistic model in
environment R, were compared. The use of a formalin concentration of 4.38 pl.ml? in
artificial diets resulted in delayed larval and pupal periods, reduction in pupal weight
and in LCsp 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 pl.mIt of formalin and AS, respectively, on artificial diet to perform bioassays
with toxins and A. gemmatalis rearing.

Key words: formalin, antifungal solution, leaf extract, CrylAc protein, LCso.
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1 INTRODUCAO

Durante todo o seu ciclo, a soja esta sujeita a ataques de insetos e acaros
(HOFFMANN-CAMPO; CORREA-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 Noctuideos). A lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis HUbner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), por sua abundancia e
vasta abrangéncia, atingindo todas as regifes do pais onde se cultiva a soja, é
considerada uma importante praga da cultura (MOSCARDI et al., 2012).

Grande parte dos estudos entomologicos envolvendo A. gemmatalis séo
realizados com material proveniente de criagdo massal em laboratorio. Esse erebideo
normalmente é criado em dieta artificial, como a proposta por Greene; Leppla e
Dickerson (1976). As dietas artificiais contém ingredientes com intuito de nutrir o inseto
e proporcionar consisténcia adequada, além daqueles com acdo antimicrobiana, cujo
objetivo é garantir a sua qualidade impedindo o desenvolvimento de patdégenos.
Porém, mesmo com a administracdo de diversos agentes antimicrobianos, nem
sempre € possivel manté-la livre de microrganismos. Os casos mais comuns de
contaminacdao sao a presenca de fungos e bactérias, os quais diminuem sua qualidade
e afetam a biologia do inseto criado. A presenca desses antimicrobianos pode auxiliar
na manutencdo da qualidade do alimento contudo, deve-se levar em consideragéo o

impacto no desenvolvimento do inseto.

Exemplo comum de agente antimicrobiano, encontrado na dieta citada acima,
é o formaldeido (metanal), ou também conhecido na sua forma diluida por formol, um
germicida eficaz e, portanto, muito utilizado na desinfeccdo em laboratérios. Devido a
sua reduzida seletividade, esse produto € extremamente toxico para o ser humano
(ROMANO; QUELHAS, 2019), podendo ser toxico também para insetos (ROEDER et
al., 2010). Por esse motivo, Roeder et al. (2010) estudaram um novo agente
antimicrobiano a base de acidos que eles denominaram de “Diet Antimicrobial Agent
(DAA)”. Este produto demonstrou-se eficiente na reducéo fungica 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 compreenséo do seu impacto na biologia e

gualidade do inseto, ja que ele deve ndo apenas ser efetivo na supressao 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 interacdo com formaldeido
sobre parametros biolégicos de A. gemmatalis, com o intuito de reduzir o0 uso do
formaldeido 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 interacdo 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 interagbes dos anticontaminantes em parametros
biolégicos de A. gemmatalis e em resultados de bioensaios, quando incorporados em

dieta artificial.

2.2 Objetivos especificos
e Comparar periodo larval, periodo pupal, peso de pupa, mortalidade até fase
de pupa e fecundidade de lagartas alimentadas com concentracdes variaveis
de anticontaminantes.
e Avaliar os niveis de contaminacdao fungica na dieta artificial.
e Avaliar alteragdes de resultados de bioensaios com CrylAc provocados por

mudancas nos anticontaminantes de dieta artificial.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importancia, definicdo e uso de dietas artificiais na criacdo de insetos

A criacdo de insetos em laboratorio € de fundamental importancia para a
solucdo de problemas na area entomoldgica, cujos estudos dependem da
disponibilidade continua de insetos, evitando-se a dependéncia de sua ocorréncia

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

Colbnias de insetos herbivoros sdo comumente criadas em dieta artificial com
objetivo de reduzir o trabalho, tempo, espaco 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 aptiddao do
artropode quando comparado ao alimento natural (HERVET; LAIRD; FLOATE, 2016;
MCMORRAN, 1965). A criacdo de insetos em dietas artificiais tem diversas
finalidades, como por exemplo, agentes de controle (KNIPLING, 1979), biorreatores
para producdo de produtos farmacéuticos, como proteinas, bioinseticidas a base de
virus (TARGOVNIK et al., 2016), e alimento para as pessoas (DEFOLIART, 1999;
EILENBERG et al.,, 2015). Um dos usos mais importantes consiste na pesquisa

entomoldgica e areas das ciéncias biolégicas (COHEN, 2015).

Tudo o que o inseto ingere para satisfazer suas necessidades fisiolégicas é
definido por “dieta”. Adota-se o conceito de “natural” para o grupo de hospedeiros cujo
inseto estd normalmente associado, ou seja, hospedeiros que o inseto se alimenta
quando presente na natureza (PARRA, 2012). O termo “artificial” € dado para qualquer
dieta que ndo é o alimento natural, fornecido pelo homem na tentativa de substitui-lo
por aqueles mais acessiveis ou mais convenientes do ponto de vista técnico e
econdbmico (PARRA, 2012; VANDERZANT, 1966). Por tanto, o nome “dieta artificial”
abrange os varios termos adotados na literatura para dietas de insetos sintetizada pelo
homem, tais como: sintético, quimicamente definido, purificado, entre outros
(VANDERZANT, 1974).

Estudos relacionados a nutricdo de insetos e seus habitos alimentares
ocorrem desde o inicio do século passado, mas o grande avancgo iniciou com 0s
estudos de G. Fraenkel, da Universidade de lllinois, em sua pesquisa com pragas de
produtos armazenados apds a década de 40, e esse avanco persistiu nas décadas de

60, 70 e 80, principalmente em paises desenvolvidos, (PARRA, 2012). E evidente que
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a alta qualidade do inseto produzido é essencial para a garantia de estudos confiaveis,
e a qualidade das dietas €&, por sua vez, essencial para a disponibilizacdo de insetos
saudaveis (COHEN, 2015).

Uma dieta artificial, corretamente formulada, tem propriedades fisicas e
contém produtos quimicos que estimulam e mantém a alimentac&o do inseto, além de
conter os nutrientes (essenciais e ndo essenciais) em proporgdes equilibradas para
promover Otimo crescimento e desenvolvimento, sempre na auséncia de
microrganismos contaminantes (PARRA, 2012). Atributos fisicos, por exemplo,
dureza, pilosidade superficial e forma, influenciam a capacidade do inseto de consumir
e digerir a dieta, bem como a presenca de compostos aleloquimicos e nutricionais
(PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2012).

Uma dieta artificial, para que seja considerada adequada a criacéo de insetos,
deve resultar alta viabilidade larval, com a qual esse periodo juvenil seja similar ao
encontrado na natureza. Além disso, deve permitir a obtencdo de adultos com alta
capacidade reprodutiva, ter uma viabilidade total superior a 75%, manter a qualidade
por varias geracoes, possuir componentes de custo reduzido e permitir a criacado de
mais de uma espécie e se possivel de ordens diferentes (PARRA, 2012; RIBEIRO,
2017).

O conteudo de 4gua em dietas artificiais pode classifica-las em classes, além
de ser indicativo para problemas com contaminacao. Dietas em p6 ou fragmentos sédo
de facil confeccao e dificilmente apresentam contaminantes, diferentemente de dietas
semiliquidas e liquidas que apresentam maiores dificuldades na sua obtencao, as
quais sdo destinadas para insetos fitofagos mastigadores e sugadores, em que
medidas adequadas devem ser tomadas para evitar a contaminacao imediata. Enfim,
quanto maior o contetdo de 4gua, maiores os problemas com contaminacao (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
necessario deve-se a 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 Contaminacédo microbiana de dietas artificiais e seus efeitos

As condicdes de criacdo massal de insetos também proveem condi¢des ideais
para o desenvolvimento de fungos; por esse motivo aditivos antifungicos séo
adicionados a dieta para reduzir sua proliferacdo (ALVERSON; COHEN, 2002;
SINGH; HOUSE, 1970). Os efeitos no inseto causados pela contaminagcéao microbiana
da dieta podem ser influenciados pela espécie do patdgeno, o estadio e idade do
inseto no momento da contaminacao, o teor de 4gua, 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 mudancas
bioquimicas que alteram o valor nutricional das dietas, e consequentemente, o vigor
do inseto criado, principalmente em estadios 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 contaminacdo, o ser humano e o ar contribuem para
contaminacdo de dietas artificiais. O homem age como veiculo transmissor de
patdgenos, enquanto que o ar contaminado pode ser considerado um aerossol
microbiano, com particulas suspensas que contém microrganismos (SIKOROWSKI;
LAWRENCE, 1994).

Os géneros de fungos contaminantes mais comuns de culturas de insetos séao
Aspergillus spp., Penicillium spp., Rhizopus sp. e leveduras (LUDEMANN; FUNKE;
GOODPASTURE, 1979; SHAPIRO, 1984; SIKOROWSKI; LAWRENCE, 1994).
Microrganismos oportunistas sao saprofitos capazes de se multiplicar rapidamente na
dieta ou infectar o inseto estressado e causar doencas frequentemente severas ou
fatais (SIKOROWSKI; LAWRENCE, 1994). Casos na literatura demonstram que a
presenca de microrganismos na dieta interfere no desenvolvimento larval, podendo
levar & 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 favoravel para diferentes microrganismos, e esses
podem ter efeito variado no desenvolvimento larval, peso de pupas, na emergéncia
de adultos e na eclosdo de ovos. Quando C. virescens foi alimentada com dieta

contendo Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli ou Bacillus subtilis houve
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diminuicdo no numero de pupas, no peso de pupa e menor fecundidade de fémeas. A
contaminacdao por Bacillus subtilis também diminuiu a emergéncia de adultos em mais
de 50%. Em outro exemplo, A. niger ocorreu principalmente no final do periodo larval
de Cydia pomonella (Linnaeus), em que as larvas evitavam a parte contaminada da
dieta e morriam de fome, ou entdo, caminhavam sobre a superficie esporulada e
ficavam cobertas por esporos, o que também causou mortalidade (HOWELL, 1971),
fato também observado por Singh e Bucher (1971). A contaminacgéo fangica aumentou
de um ano para o outro e reduziu em quase 50% o rendimento da colénia (HOWELL,
1971).

A prevengédo da ocorréncia de contaminantes e toxicidade de antimicrobianos
€ considerada vital nos programas de criacdo 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 criacdo massiva
de insetos é comumente empregado para prevenir a proliferacdo de microrganismos,
impedindo a contaminacdo do alimento e do espagco de criagdo do inseto
(ALVERSON; COHEN, 2002; BACCA; BENAVIDES, 2014). A adicao desses quimicos
€ realizada para controlar leveduras, fungos, bactéria, virus e protozoarios. Se esses
microrganismos nao forem eliminados pode ocorrer perda de populacdes
laboratoriais, porque sua dispersdo é facilitada nas instalacdes de criacdo massal
(PARRA, 2012).

Ao usar quimicos para controlar a degradacdo da dieta, existe uma linha
dividindo a toxicidade aos microrganismos alvos e aos insetos que sao protegidos.
Muitas vezes esses quimicos sao adicionados as dietas baseados mais
frequentemente em receitas tradicionais do que na avaliacdo do efeito aditivo sobre a
saude do inseto ou eficacia 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
acido sorbico e seus sais em 42 casos, com metil-parahidroxibenzoato em 58 casos,

formaldeido em 18 casos, clortetraciclina em 19 e benzoato de s6dio em 6 casos.
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Dunkel e Read (1991) apontam que dos anticontaminantes citados anteriormente, a
maior parte das pesquisas relacionadas a toxicidade esta vinculada ao acido sorbico,

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 niveis seguros de suas
concentracbes, e observaram que cada composto exerce efeitos prejudiciais de
acordo com a concentracéo utilizada, como prolongamento do periodo larval, aumento

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

Atualmente, uma série de anticontaminantes é utilizada na confeccdo de
dietas artificiais, como: o formaldeido, metil-parahidroxibenzoato (Nipagin), butil e
propil-parahidroxibenzoato, hipoclorito de sodio, acido propiénico, benzoato de sodio,
acido benzoico, sorbato de potassio, acido soérbico, estreptomicina, penicilina e
aureomicina (PARRA, 2012; BACCA; BENAVIDES, 2014).

Bacca e Benavides (2014) observaram reducdo da contaminacao fungica de
46,66% para 3,33% quando adicionado formol a dieta artificial. O formol esta entre os
antimicrobianos mais utilizados, porém, essa substancia pode ocasionar diversos
problemas a saude humana, como irritacdes no trato respiratério, queimaduras de
mucosas, tosse, ulceracodes, irritacdes na pele, além de ser um produto cancerigeno
(EDUARDO et al., 2015; QUIMICA CREDIE, 2012). Por isso, é importante a
substituicdo do formol por outros componentes com mesma finalidade, todavia menos
toxicos para o ser humano (EDUARDO et al., 2015).

Acidos organicos tém sido utilizados durante décadas na conservacio de
alimentos, protegendo-os da a¢do microbiana e fangica, além de serem usados como
aditivo antimicrobiano para alimentacdo animal por longos periodos. Como exemplo,
0 &cido propanoico ja apresenta estudos com relagédo ao seu efeito antimicrobiano na
producdo de alimento animal, além de suas caracteristicas como promotor de
crescimento e saude. O acido propanoico inibe o crescimento de fungos e algumas
bactérias; com isso, seu maior uso € na conservacao de alimento animal. Em alguns
paises, ele apresenta registro para o controle de fungos e bactérias em gréos
armazenados (HAQUE et al., 2009).

O &cido benzoico é um acido aromatico monobasico, moderadamente forte,

po cristalino branco, muito solUvel em alcool, éter e benzeno, mas pouco solivel em
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agua. A qualidade desse acido esta no retardamento da multiplicacéo de varios grupos
de microrganismos que, no entanto, ndo sao mortos por esse produto (JORGE, 2003).
Esse &cido carboxilico aroméatico € encontrado na natureza na forma pura ou
combinada com outras substancias (OLIVEIRA; REIS, 2017). Um dos seus principais
usos como anticontaminante estd na inddstria alimenticia como conservante de
alimentos (DING, 2017).

O éacido fosforico, caracterizado como composto inorgéanico, foi preparado
pela primeira vez, por Boyle em 1964, logo apos a descoberta do fésforo elementar
(SCHRODTER et al., 2008). Sua aplicacdo na elaboracdo de dietas estd na
acidificacdo do meio e sua acdo antifungica (LIN; CHEN, 1995). Na odontologia o
acido fosforico ja é utilizado como agente antimicrobiano (PRADO et al., 2015). Na
agricultura é utilizado como fungicida no controle de mildio na cultura da uva, além de
ser utilizado em formulagGes de produtos, como, por exemplo, Alude™, Magellan
800WG e Vital® (GUEST; GRANT, 1991; MAGAREY, 2010; THAO; YAMAKAWA,
2009).

Parametros biolégicos como periodo larval e mortalidade podem ser
importantes na avaliacdo de dietas artificiais e suas concentragbes de
anticontaminantes, uma vez que elas devem promover alta viabilidade larval e periodo
juvenil similar ao natural. A capacidade reprodutiva é outro parametro que pode ser
utilizado na avaliacdo de dietas, uma vez que ela ndo deve ser alterada em insetos
criados com dietas artificiais (PARRA, 2012; RIBEIRO, 2017).0 peso de pupa também
pode ser parametro para avaliar dietas artificiais, o qual sofre variacdes conforme

combinac¢des de anticontaminantes, como relatado por Bell; king e Hamelee (1980).

3.4 Relacao entre anticontaminantes e bioensaios

A dieta artificial é utilizada, muitas vezes, como veiculo ou substrato para
testar compostos com atividade biolégica (inseticidas, modificadores
comportamentais, antinutrientes e toxinas) e, para que haja confiabilidade nos
resultados obtidos, algumas caracteristicas sdo necessarias, tais como: a substancia
a ser testada, seja ela um aleloquimico, uma toxina ou um virus, ndo deve ser

guimicamente afetada ou alterada pela dieta; a substancia ndo deve afetar a
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palatabilidade e/ ou atratividade da dieta; os ingredientes da formulacdo basica da
dieta ndo podem mascarar ou alterar o efeito da substancia testada; e a dieta deve
ser totalmente adequada para oferecer e manter caracteristicas saudaveis (sem
microrganismos) durante o periodo do bioensaio (PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2012).

3.5 Criacédo e parametros biolégicos de A. gemmatalis

Também conhecida por lagarta-da-soja, A. gemmatalis apresenta normalmente
6 instares durante seu periodo larval, podendo ter de 5 a 7 estadios (MOSCARDI et
al., 2012; REID, 1975; WATSON, 1916).

A criagdo de insetos em sua dieta natural apresenta numerosas dificuldades,
por exemplo, A. gemmatalis alimentada com foliolos de soja podem sofrer infec¢des
por Metarhizium rileyi, virus de poliedrose nuclear e desuniformidade em funcédo da
gualidade alimentar das folhas coletadas em diferentes periodos. A adocao de dieta
artificial padroniza a criacéo e permite suprir a demanda necessaria para pesquisa e
multiplicacdo de entomopatdogenos (HOFFMANN-CAMPO; OLIVEIRA; MOSCARDI,
1985). Esses autores propuseram alteraces 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 periodos
meédios larval e pupal de A. gemmatalis estdo nas faixas entre 13 e 14 dias e entre 8
e 9 dias, respectivamente. O peso médio pupal apresenta maior variacdo entre 0s
trabalhos encontrados estando na faixa 230 a 270 mg (BORTOLI et al., 2005; SOSA-
GOMEZ; MIRANDA, 2012). A adoc&o de temperaturas maiores ou iguais a 28 °C na
criacdo de A. gemmatalis pode encurtar o periodo larval e o periodo 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 alteracbes
semelhantes com aumento de temperatura, com encurtamento de periodo larval e
pupal (MAGRINI, 1993).

A densidade populacional na criagdo de A. gemmatalis pode influenciar
parametros biolégicos da espécie. Nos estudos comparativos entre densidades

populacionais para criacdo, foi observada reducdo no peso de pupa e maior
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mortalidade quando confinados em maiores densidades (ANAZONWU; JOHNSON,
1986; CASTIGLIONI; VENDRAMIM, 1996). Portanto, a criacdo individualizada
apresentou-se a melhor opcao (CASTIGLIONI; VENDRAMIM, 1996).

A alimentacdo de A. gemmatalis, com diferentes cultivares de soja, que
apresentam diferentes niveis de resisténcia a espécie, pode ocasionar variabilidade
no desenvolvimento do inseto, como alteragdes no periodo larval, no periodo pupal,
no peso de pupa e na longevidade de adultos, tanto em condi¢gdes de campo como
em condicées de laboratorio (FASCEMYER; HAMMOND, 1986; FUGI; LOURENCAO;
PARRA, 2005; MACHADO et al., 1999; MAGRINI; BOTELHO; NETO, 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

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 2752 e 2802 geracdo de laboratério, a

qual foi inicialmente coletada em Sertandpolis, PR.

Esses insetos foram criados segundo a metodologia proposta por Hoffmann-
Campo; Oliveira e Moscardi (1985), com alteracdes na dieta artificial fornecida para
lagartas conforme Tabela 1.1 e na maneira de preparo que se deu da mesma forma

gue as dietas testadas.

Tabela 1.1 — Comparacdo da quantidade de ingredientes entre a dieta artificial Hoffmann-Campo;
Oliveira e Moscardi (1985) e sua adaptacdo conforme criagdo da Embrapa Soja.

Quantidade
Ingredientes Dietg Hoffman- Hoffmann-Campo; Oliveira e
mooilii:‘?g;da Moscardi (1985)

1 Agua destilada (L) 8 8

2 Feijao carioca (g) 500 500

3 Gérmen de trigo (g) 400 400

4 Proteina de soja (g) 200 400

5 Caseina (g) 200 200

6 Levedura (g) 250 250

7 Agar (g) 160 150

8 Acido ascorbico (g) 28 24

9 Acido sérbico (g) 14 12

10 Metilparabeno (Nipagin) (9) 26,8 20

11 Tetraciclina (g) 29 1

12 Solugéo vitaminica (ml) 60 60

13 Formol (38%) (ml) 35 (4,38 pl.ml1) 24 (3 pl.mly)

4.1 Biologia de A. gemmatalis

O estudo contou com sete tratamentos, que consistiram em combinacgdes de
diferentes concentra¢gfes de formol e de uma solucdo antifungica (SAF) adaptada da

solugao Diet Antimicrobial Agent (DAA) de Roeder et al. (2010), testada em duas
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concentracbes (Tabela .12). A adaptacdo do DAA consistiu na retirada do acido
sérbico e do antibidtico, uma vez que eles ja estavam presentes na composicao da
dieta. Os ingredientes utilizados na confec¢cdo da solucdo antifingica e suas
respectivas doses encontram-se detalhados na Tabela 1.3.

A confeccdo da dieta artificial utilizou os ingredientes citados na Tabela 1.1
em quantidade conforme adaptacao da dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi
(1985) e deu-se inicio com o cozimento do feijdo em pressdo por 25 minutos. Em
seguida, drenou-se o feijao e esse foi triturado com um pouco de agua destilada em
liquidificador. Adicionaram-se os ingredientes 3 a 7 e o restante da agua destilada
juntamente com o feijao e se mixou até formar uma pasta homogénea. O conteldo
formado foi entdo cozido por periodo de 5 a 15 minutos apés levantar fervura, variando
conforme a quantidade de dieta preparada (15 minutos correspondendo a uma dieta
de 8 litros). Com o cozimento concluido, esperou-se o resfriamento até 70°C e foram
adicionados os ingredientes 8 a 12, com agitacdo constante até garantir a mistura
completa dos ingredientes. Antes de serem acrescentados a dieta artificial, os acidos
e 0 antibidtico devem ser diluidos em fracdo pequena da agua destilada, e o
metilparabeno (Nipagin) deve ser diluido em etanol suficiente para formacédo de
solucdo transparente. O metilparabeno (Exodo Cientifica, Sumaré, SP), o é&cido
ascorbico (Synth, Diadema, SP) e o &cido sérbico (Exodo Cientifica) apresentam

pureza minima de 99%.

Tabela 1.2 — Concentrag8es de formol e solugao antifingica (SAF) empregados em dieta artificial para
estudo da biologia de Anticarsia gemmatalis.

Concentracdes (ul.ml* de dieta artificial)

Tratamento Formol SAF

1 4,38 -
4,38 1,4
2,18 1,4
1,1 14

2
3
4
5 4,38 2,78
6 2,18 2,78
.

11 2,78
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Tabela 1.3 — Ingredientes (marca e teor minimo) utilizados para o preparo de 10 ml de solucdo
antifiingica (SAF), adaptado de Roeder et al. (2010).

Solugéo antifingica (10 ml)

Ingredientes Quantidade Unidade % Marca Teor minimo (%)
Agua destilada 5,4 ml 0,538 - -

Acido propibnico 4,18 mi 0,416 Dindmica 99,5
Acido fosforico 0,42 ml 0,042 Synth 85

Acido benzoéico 0,04 g 0,004 Synth 99,5

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

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

Tabela 1.2. Ap6s a adicdo, agitou-se constantemente, por um minuto, cada dieta

formada com as diferentes combinagbes de anticontaminantes, e estas foram

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

foram submetidos a luz ultravioleta (254 nm, Ecolume, S&o Paulo, SP) por uma hora

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

Se montou 0 ensaio.

. 3 i3l —
Figura 1.1 — Copos pléasticos de 50 ml contendo dieta artificial, inoculada com uma lagarta neonata de

Anticarsia gemmatalis e vedada com tampa de papeldo associada a um pedaco de papel
higiénico.
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Em cada copo foi acondicionada uma lagarta neonata e vedado com uma
tampa de papeldo e um pedaco de papel higiénico para impedir a fuga de lagartas
(Figura 1.1). Cada lagarta foi considerada uma repeticdo e cada tratamento iniciou
com 64 insetos, porém, devido & mortalidade de individuos, o numero de repeticdes
variou para os diversos fatores estudados. As lagartas passaram todo o seu
desenvolvimento nesses recipientes, com acréscimo de dieta artificial para insetos
cujo periodo larval se estendeu, devido ao ressecamento da dieta. As pupas foram
pesadas e sexadas apos 72h da sua formacao.

ApoOs a coleta desses dados, as pupas foram transferidas para gaiolas PVC
circulares com 10 cm de altura e 10 cm de diametro, nas quais se aguardou a
emergéncia dos adultos. As gaiolas eram apoiadas a uma tampa de poliestireno com
dimensdes de 11 x 11 cm coberta por papel toalha, e na extremidade superior do tubo

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

Parte dos adultos emergidos foi destinada a estudo de longevidade e
permaneceu na mesma gaiola, e outra parte foi destinada a formacéo de 7 casais para
estudos de reproducédo. Os casais foram acondicionados nas mesmas gaiolas que as
pupas, revestindo-se o seu interior com papel sulfite para oviposi¢ao. Todos os adultos
foram alimentados com um algoddo embebido em &gua e outro em solucdo
alimenticia, que continha 53,95% de agua destilada, 40% de cerveja (Antartica
Subzero), 5,39% de acucar cristal, 0,54% de mel, 0,054% de &cido e 0,054% de
metilparabeno. Esse alimento foi substituido as segundas, quartas e sextas-feiras

juntamente com a coleta de ovos.

Figura 1.2 — Esquema de montagem das gaiolas de PVC utilizadas para manute¢cdo de adultos de
Anticarsia gemmatalis.
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A biologia foi estudada em condi¢des controladas, com temperatura de 26 +
2°C e umidade relativa de 60 + 10% e fotoperiodo de 14 horas. Foram avaliados
periodo larval, peso de pupa, periodo pupal, longevidade de adultos, fecundidade de
fémeas, além da mortalidade de insetos e contaminagdo fungica de dieta artificial

durante o estudo.

4.1.1 Metodologia estatistica para parametros biolégicos

O delineamento experimental adotado foi inteiramente ao acaso com as
combinac¢des dos tratamentos dispostas em um esquema fatorial com um tratamento
adicional (STEEL; TORRIE, 1960). As variaveis respostas periodo larval, periodo
pupal, peso de pupa, longevidade de adultos, fecundidade, além da mortalidade de
insetos e contaminacao fangica de dieta artificial durante o estudo foram submetidos
a andlise exploratoria, objetivando observar os pressupostos da analise de variancia
(ANOVA) quanto a normalidade e independéncia dos erros (PARENTE, 1984;
SHAPIRO; WILK, 1965), ndo-aditividade do modelo do delineamento (TUKEY, 1949)
e a homogeneidade de variancias dos tratamentos (BURR; FOSTER, 1972), através
do programa SAS 9.4 (SAS, 2012). Apds esse diagnostico exploratorio foram
realizadas as andlises de variancias (ANOVA) e os testes de comparacao de médias
pelos testes de Tukey e Dunnett (STEEL; TORRIE, 1960). As médias dos tratamentos
apos o desdobramento da interacdo foram comparadas pelo teste de Tukey-Kramer
(KRAMER, 1956). Em todos os testes aplicados foi adotado nivel de 5% de
probabilidade.

4.2 Impacto de anticontaminantes em resultados e bioensaios

As informacfes obtidas no estudo da biologia de A. gemmatalis foram
utilizadas para verificar o impacto das concentragcfes de formol e da solugao
antifangica (SAF) nos resultados de bioensaios. Para tanto, nas diferentes dietas,
compararam-se as curvas de suscetibilidade obtidas em bioensaios de mortalidade
utilizando-se um padrdo de proteina CrylAc MVP II, o qual é uma formulacao

comercial contendo 11,2% de toxina CrylAc encapsulada em células de
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Pseudomonas fluorescens (GILROY; WILCOX, 1992) e extratos de folhas de soja Bt
diluidos. As dietas selecionadas corresponderam aos tratamentos 1 (4,38 pl.mlt de
formol, sem SAF) e 4 (1,1 pul.mIt de formol e 1,4 pl.ml"! 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 padréo de proteina CrylAc

A partir do padrdo MVP I, 7 solucbes com diferentes concentracfes foram
preparadas e 20 pl dessas solu¢des foram inoculados na superficie da dieta artificial
em cada célula. A quantidade de proteina presente nesses 20 pl, quando espalhada
sobre a superficie da dieta, resultou as concentracdes enunciadas na Tabela 4. Como
testemunha, foi aplicada agua destilada distribuida no mesmo volume. Cada
concentracdo teve um total de 6 repeticdes (montadas uma por dia) com 16 células e,
em cada célula, 1 lagarta neonata (n = 96) foi acondicionada apés a secagem do

volume aplicado.

Figura 1.3 - Bandejas de 128 células (BIO-BA-128; CD International Inc., Pitman, NJj utilizadas para
realizacdo dos bioensaios com extratos de folha e proteina CrylAc.

4.2.2 Ensaio com extratos de foliolos de soja Bt

Este estudo foi realizado com foliolos de soja BRS 1010 IPRO, em fase
fenolégica R4, coletados no dia 08/02/2018. O plantio da soja ocorreu no dia

19/10/2017 e seu manejo seguiu as recomendacdes da regido.
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O extrato inicial foi obtido pela maceracéo do tecido foliar de 4 subamostras
de foliolos em agua destilada (proporcéo de 1g de foliolos: 10 ml de agua) com peso
aproximado de 70 mg. A maceracao dos tecidos foi realizada em microtubos de 1,5
ml (Eppendorf) com auxilio de pistilo plastico e um homogeneizador de tecidos, com
acréscimo de abrasivo carborundum em po (Fisher Chemical, Fair Lawn, NJ). Apos a
maceracao, 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, entao,
uma aliqguota de mesmo volume de cada microtubo para obter o extrato inicial e, a
partir deste, obtiveram-se as diluicdes seriadas, cujas concentracdes foram ajustadas

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

Da mesma forma que no estudo com proteina, foram utilizadas sete diluicdes
do extrato da folha (Tabela 1.4) e uma testemunha a base de agua destilada, aplicadas
em volume de 20 yl em cada célula e espalhadas sobre a superficie da dieta com
auxilio de um bastdo de vidro de extremidade arredondada. Apds a secagem,
acrescentou-se uma lagarta neonata por célula. Grupos de 16 lagartas correspondiam
a uma repeticdo, cada grupo foi replicado seis vezes (n=6), com montagem de uma
repeticdo ao dia. As bandejas de bioensaios foram mantidas em camaras B.O.D.
reguladas a 26 + 2°C, UR de 60 * 10% e fotoperiodo de 14 horas. A mortalidade foi
avaliada aos sete dias apos a inoculagdo. Os individuos foram considerados mortos

guando ndo apresentavam movimentacdo apos estimulacdo com uma agulha.

Tabela 1.4 — Concentragfes utilizadas para estudo de mortalidade e calculo da CLso para proteina
CrylAc e folhas de soja Bt em Anticarsia gemmatalis.

Concentracdes (por cm2 de dieta artificial)

Proteina (ng de ativo) Folha (ug. plt)
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




35

4.2.3 Metodologia estatistica para comparacao de bioensaios

A analise de dados foi realizada adotando-se o modelo Log-Logistico
representado na Equacao 1 com quatro parametros (RITZ, 2010) em ambiente R, com
utilizacado do pacote drc para ajuste dos modelos e estima¢des das concentracoes
letais (RITZ et al., 2015). Esse pacote foi empregado para se obterem as estimativas
dos parametros das equacles, e os pacotes Imtest (ZEILEIS, HOTHORN, 2002) e
Sandwich (ZEILEIS, 2004) foram utilizados para se ajustarem os erros padroes das

estimativas quanto a presenca de valores extremos (outliers).

d—c
X\b
1+(e)

fx;b,c,d,e) =c+ (1)

Os parametros da Equacéo 1 possuem interpretacdo bioldgica direta. Esses
parametros representam as assintotas inferiores e superiores, respectivamente. O
valor de e é igual a CLso, b & proporcional ao incremento de mortalidade por unidade
de principio ativo na proximidade da CLso. O valor de x sdo as concentracdes de
principio ativo e os valores de f representam as mortalidades. Assumiram-se
restricbes para os parametros ¢ 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 DISCUSSAO

5.1 Andlise exploratéria para as variaveis estudadas

Anterior a analise de variancia (ANOVA) foram realizadas as analises
exploratdrias para as variaveis periodo larval (dias), peso de pupa (mg), periodo pupal
(dias), longevidade (dias) e fecundidade (Tabela 1.5). Neste diagndstico foram
verificados que o periodo larval e o pupal ndo atenderam a suposi¢cao da normalidade
dos dados. Foram retirados os valores discrepantes encontrados, mas ndo houve
resposta positiva para esta estatistica. Conforme a Tabela 1.5, com excecdo do
periodo larval todas as variaveis estudadas apresentaram homogeneidades de
variancias dos tratamentos. Nesse estudo os coeficientes de assimetria e curtose
ocorreram bem préximos de zero. Embora a normalidade seja um dos requisitos para
realizar a ANOVA, na literatura € afirmado que esta suposi¢cdo, em geral, ndo ocorre
para as populacfes e que a mesma s6 é importante na justificativa de uso de alguns
testes de significancia. A auséncia de normalidade ndo leva a erros sérios de

interpretacdo de médias simples (PINO, 2014).

Tabela 1.5 — Estatistica descritiva e testes de pressuposi¢cdes da analise de varidncia para os
parametros biolégicos estudados.

Periodo Pesode Periodo

Teste larval pupa pupal Longevidade Fecundidade
Coeficiente de variagdo (%) 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
N&o-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 critico) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,26

5.2 Periodo larval

A fonte de variacdo dietas artificiais demonstrou influenciar de forma

altamente significativa o periodo larval, em que hé& diferenca entre, pelo menos, duas
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dietas artificiais. No desdobramento das comparacfes entre as dietas artificiais,
observou-se significancia para o periodo larval das lagartas alimentadas com
diferentes concentracdes de formol e também na comparacdo entre as dietas
contendo formol e SAF e a dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi
(1985) (tratamento adicional no delineamento fatorial). Nao houve diferencas
significativas entre os periodos larvais para as concentracées de SAF, e também na

interac&o entre as concentragdes de formol e SAF (Tabela 1.6).

Tabela 1.6 — Analise de variancia da variavel periodo larval de Anticarsia gemmatalis alimentada com
dietas artificiais contendo diferentes concentracdes de anticontaminantes e criadas em
temperatura de 26 £ 2 °C, UR 60 + 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Fonte de Variacao 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
Residuo 333 231,723 0,696 - -
Total 339 1230,056 - - -

CV - 5,34%.

Comparando-se as médias obtidas de periodo larval pelo teste de Tukey (P <
0,05) para as diferentes concentracbes de formol, notou-se que elas diferem
significativamente entre si. Porém, o periodo larval ndo diferiu entre a concentracdo
4,38 ul.mlt e a dieta adaptada de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985)
(Figura 4). As lagartas que se desenvolveram na dieta com a concentracdo de formol
1,1 pl.mlt apresentaram a menor média do periodo larval, com 14,11 dias. A
concentracdo de formol de 2,18 pl.ml"* prolongou a média do periodo larval em 0,6
dias, comparada a concentracdo de 1,1 pl.mlt de dieta. O periodo larval para a
concentracdo 4,38 pl.ml? foi a que apresentou maior variacdo comparada as demais,

prolongando o periodo larval em mais de trés dias (Tabela 1.7 e Figura 1.4).

O erro padrdo encontrado para periodo larval nas diferentes concentragdes
de formol (Figura 1.4) demonstra maior homogeneidade de dados quando em doses

baixas, ou seja, 0s insetos atingem a fase de pupa simultaneamente em maior nimero
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guando comparados aos insetos que se desenvolveram em concentracdes maiores
de formol. A homogeneidade de desenvolvimento é benéfica para qualquer criacédo de
inseto, pois garante que este atinja as diferentes fases de desenvolvimento
simultaneamente e que o controle das atividades da criagéo seja facilitado.
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Figura 1.4 — Comparacé@o das médias obtidas para periodo larval (+ EPM) de Anticarsia gemmatalis
alimentada com dieta artificial contendo diferentes concentracdes de formol e criadas em
temperatura de 26 =+ 2 °C, UR 60 + 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

As lagartas alimentadas com diferentes concentracdes de SAF nao diferiram
significativamente quanto ao periodo larval, conforme dados apresentados na Tabela

1.7, mostrando que a SAF nas concentracfes estudadas nao altera o periodo larval.

Os dados apresentados na Tabela 1.8 demonstram que a interagéo entre as
concentracdes de formol e SAF nédo foi significativa, e que o periodo larval para as
concentracbes de formol apresentou diferenca significativa entre as trés

concentracdes igualmente dentro das duas concentragdes de SAF.
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Tabela 1.7 — Comparacédo de médias de periodo larval de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas
artificiais contendo diferentes concentragbes de anticontaminantes e criadas em
temperatura de 26 + 2 °C, UR 60 £ 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Tratamento *Média £ EPM (dias) Tratamento Média + EPM (dias)
Formol 1,1 pl.ml* 14,11 £ 0,05 a SAF 1,4 pul.ml? 15,36 £ 0,15 a
Formol 2,18 pl.ml? 14,72 £ 0,07 b SAF 2,78 pl.ml? 15,33+0,14 a
Formol 4,38 pl.ml? 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 — Comparacéo entre médias de periodo larval de Anticarsia gemmatalis na interacéo entre
concentracdes de formol e SAF incorporados em dieta artificial e lagartas criadas em
temperatura de 26 £ 2 °C, UR 60 + 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Concentragbes SAF e formol *Médias (dias) + EPM
Formol 1,1 pl.ml? 14,00 + 0,07 a
SAF 1,4 pl.ml? Formol 2,18 pl.ml* 14,67 £ 0,09 b
Formol 4,38 pl.ml* 18,07 £ 0,17 c
Formol 1,1 pl.ml? 14,22 + 0,06 a
SAF 2,78 pl.mlt Formol 2,18 pl.ml* 14,77 £ 0,10 b
Formol 4,38 pl.ml? 17,94 + 0,19 c

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey-Kramer
(P=< 0,05).

As médias observadas de periodo larval demonstram que o formol pode
retardar o desenvolvimento do inseto nessa fase. JA& o SAF, ndo alterou o
desenvolvimento larval nas concentracdes estudadas e também ndo interagiu com
formol. Singh e House (1970) também demonstraram o retardamento no
desenvolvimento larval ocasionado por formaldeido 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
concentracdo de formol é de 3 pl.ml* de dieta artificial, Sosa-Goémez e Miranda (2012)
e Bortoli et al. (2005) obtiveram médias de 13,88 e 13,35 dias para periodo 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 concentracdes de formol
de 1,1 e 2,18 pl.mlI't, com leves variacdes que podem ocorrer por pequenas oscilacdes
de temperatura (SILVA et al.,, 2012) ou alteracdo nas concentracdes de outros
anticontaminantes da dieta, como por exemplo o metil-parabeno e o acido sorbico,
gue estdo pouco acima das utilizadas na dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi
(1985). Tais resultados demonstram que a concentracdo de 4,38 pl.mlt de formol

causa prolongamento do periodo larval.

Sob criagdo na dieta proposta por Greene; Leppla e Dickerson (1979), em
temperaturas de 24 e 27°C, Magrini (1993) obteve periodos 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 ndo haver

diferenca entre as duas dietas para periodo larval.

Quando alimentadas com folhas de soja de diferentes cultivares e em
condi¢Bes de laboratorio a 25 + 2°C, A. gemmatalis teve seus resultados médios de
periodo larval variando entre 11,9 e 13,6 dias (FUGI; LOURENCAQ; PARRA, 2005),
a demonstrar que a dieta artificial provoca retardamento de até 2 dias comparado ao
alimento natural sob condi¢cdes controladas. Em condi¢cdes de campo, 0 inseto tem
maior variacdo no periodo larval, quando alimentado com diferentes cultivares. O
periodo larval das fémeas variou entre 8,95 e 16,75 dias, ja, 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 caracteristicas € manter o periodo larval como
o natural (PARRA, 2012; RIBEIRO, 2017). Essa caracteristica foi alcancada pelas
dietas artificiais encontradas na literatura, bem como para as duas menores

concentracfes de formol estudadas neste trabalho.

Roeder et al. (2010) observaram reducéo no periodo larval de C. virescens
quando adicionado o DAA (solugdo contendo os acidos fosforico, propibnico,
benzéico, sorbico e antibidtico), o que nado foi observado para A. gemmatalis neste
trabalho, demonstrando a importancia de se estudar o impacto de anticontaminantes
nas diferentes espécies de insetos criados (ALVERSON; COHEN, 2002).



41

5.3 Peso de pupa

A variavel peso de pupa apresentou diferencga significativa pelo menos entre
duas dietas artificiais. Essa diferenca se deve principalmente as diferentes
concentracbes de formol, fonte de variagcdo que ocasionou diferencas altamente
significativa nesta variavel. O peso de pupa nao apresentou diferencgas significativas
para a fonte de variagdo SAF a P < 0,05, nem na interacdo entre concentragdes de
formol e SAF e na comparacao entre as dietas estudadas com a dieta modificada
Hoffmann-Campo (1985) (Tabela 1.9).

Tabela 1.9 — Analise de variancia da variavel peso de pupa de Anticarsia gemmatalis alimentada com
dietas artificiais contendo diferentes concentracdes de anticontaminantes e criadas em
temperatura de 26 =+ 2 °C, UR 60 + 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Fonte de Variacao 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
Residuo 333 0,2234 0,0006 - -
Total 339 0,2376 - - -

CV -9,7%.

A concentracdo mais elevada de formol (4,38 pl.mlt) ocasionou reducgéo
significativa do peso médio de pupas de A. gemmatalis. Entretanto, as demais
concentracfes nao diferenciaram os pesos de pupa entre si. Ndo houve resposta
significativa para peso de pupa de lagartas alimentadas com diferentes concentracdes
de SAF (Tabela 1.10).

O peso de pupa néo se distinguiu entre a concentracéo 4,38 pl.ml* de formol
comparada a dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985). Os
pesos de pupa para as concentracdes 1,1 e 2,18 ul.mlI** de formol ndo diferenciaram
entre si, mas foram significativamente maiores que a dieta adaptada de Hoffmann-
Campo; Oliveira e Moscardi (1985) (Figura 1.5). O erro padrao indica que houve menor

variagdo dos pesos amostrados para concentragbes menores de formol,
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proporcionando maior homogeneidade na criagdo com essas concentracdes de

formol.

Tabela 1.10 — Comparacéo de médias de peso pupal de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas
artificiais contendo diferentes concentracbes de anticontaminantes e criadas em
temperatura de 26 £ 2 °C, UR 60 + 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Tratamento *Média + EPM (mg) Tratamento *Média + EPM (mg)
Formol 1,10 pl.ml* 269,20 £ 2,00 a SAF 1,40 pl.mlt 264,67 £ 2,24 a
Formol 2,18 pl.ml* 272,87 £ 2,02 a SAF 2,78 pl.mIt 270,65+ 2,04 a
Formol 4,38 pl.ml? 257,99 + 3,44 b - -

*Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey-Kramer (P < 0,05).
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Figura 1.5 - Peso médio de pupa (+ EPM) de Anticarsia gemmatalis alimentada com dieta artificial
contendo diferentes concentracdes de formol e criadas em temperatura de 26 + 2 °C, UR
60 + 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Lagartas-da-soja criadas em dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi
(1985), com concentracdo de formol de 3 pl.ml%, apresentaram 234 mg (BORTOLI et
al., 2005) e 266 mg (SOSA-GOMEZ; MIRANDA, 2012). As médias obtidas neste
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trabalho sdo semelhantes as observadas por Sosa-Gomez e Miranda (2012), e séo

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

Em estudos de biologia com folhas de soja, A. gemmatalis apresentou peso
meédio de pupas macho entre 223 e 235 mg e para fémeas entre 178 e 206 mg
conforme as cultivares utilizadas (FUGI; LOURENCAQ; PARRA, 2005), corroborando
0s 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 concentracdes de formol e SAF podem influenciar o peso
pupal. No caso, a adocdo de uma das concentracdes menores de formol e a mais alta

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

5.4 Periodo pupal

A adogédo de dietas artificiais contendo diferentes concentragbes de
anticontaminantes provocou diferencga significativa no periodo pupal de A. gemmatalis.
As médias de periodo pupal para as diferentes concentracdes de SAF nao diferiram
significativamente entre si e também nao interagiram com as diferentes concentracdes
de formol para a variavel em questado. A dieta adaptada de Hoffmann-Campo; Oliveira
e Moscardi (1985) ndo apresentou diferenca significativa quando comparada as
demais dietas artificiais (Tabela 1.11).

Tabela 1.11 - Analise de variancia da variavel periodo pupal de Anticarsia gemmatalis alimentada com
dietas artificiais contendo diferentes concentragbes de anticontaminantes e criadas em
temperatura de 26 = 2 °C, UR 60 * 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Fonte de Variacao 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
Residuo 333 131,5872 0,3951 - -
Total 339 139,35 - - -

CV - 6,72%.
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As concentracdes de formol foram a Unica fonte de variacdo altamente
significativa (Tabela 1.11) que influenciaram o periodo pupal. O maior periodo pupal
pelo teste de Tukey (P < 0,05) foi observado em lagartas alimentadas com dietas
contendo formol 4,38 pl.ml! prolongado em 0,3 dias (Tabela 1.12). A variavel em
questdo nao diferiu significativamente entre as menores concentracdes de formol
(Figura 1.6).

Tabela 1.12 - Comparacao de médias de periodo pupal de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas
artificiais contendo diferentes concentracBes de anticontaminantes e criadas em
temperatura de 26 £ 2 °C, UR 60 + 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Tratamento *Média + EPM (dias) Tratamento *Média + EPM (dias)
Formol 1,1 pl.ml? 9,2564 + 0,06 a SAF 1,4 pl.mlt 9,3141 + 0,05 a
Formol 2,18 pl.ml? 9,2336 + 0,05 a SAF 2,78 pl.mlt 9,3537 + 0,06 a
Formol 4,38 pl.ml? 9,5822 + 0,07 b - -

*Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05).
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Figura 1.6 - Comparacao das médias obtidas para periodo pupal (+ EPM) de Anticarsia gemmatalis
alimentada com dieta artificial contendo diferentes concentra¢des de formol e criadas em
temperatura de 26 = 2 °C, UR 60 * 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).
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Nos estudos realizados com dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi
(1985), Sosa-Gomez e Miranda (2012) observaram valor médio de periodo pupal de
8,5 dias e Bortoli et al. (2005) de 8,35 dias. Ja 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 as de Sosa-Gémez e Miranda (2012)
e Bortoli et al. (2005) e inferiores as de Silva et al. (2012). Em dieta proposta por
Greene; Leppla e Dickerson (1976), Magrini (1993) em 24°C observou periodo pupal
médio de 12,04 para fémeas e 12,68 dias para machos e em 28°C valores abaixo de
9 dias.

Os valores para médias de periodo pupal detectados no presente trabalho séo
coincidentes com os resultados obtidos na literatura, o que mostra que a dieta artificial
pode causar alteracdes no periodo pupal, como as apresentadas neste trabalho,
devido as variacGes na concentracdo de anticontaminantes. Entretanto tais variacdes
sdo pequenas quando comparadas aquelas provocadas por oscilacbes na
temperatura (MAGRINI, 1993; SILVA et al., 2012).

Em ambiente controlado e alimentada com folhas de soja, A. gemmatalis
apresentou periodo pupal médio entre 8,2 e 8,6 dias para diferentes cultivares (FUGI;
LOURENCAO; PARRA, 2005). Em condi¢des de campo, o periodo pupal médio
observado foi de 8,33 a 10,58 dias para fémeas e de 8,92 a 11,72 dias para machos
(MAGRINI; BOTELHO; NETO, 1999). Os periodos pupais observados neste trabalho
foram superiores quando comparados a alimentacédo em folhas de soja em condi¢des
controladas, e foi préximo dos resultados obtidos a campo. As dietas testadas neste
trabalho, ou as condi¢cdes de criacdo, podem ter causado leve retardamento no

periodo pupal, como também observado anteriormente no periodo larval.

55 Longevidade de adultos

Entre os tratamentos estudados, a longevidade de adultos ndo apresentou
significancia estatistica na interacao entre formol e SAF e com relagéo ao tratamento
adicional. A andlise variancia e o teste de Tukey apontados nas Tabelas 1.13 e 1.14,
respectivamente, indicam a nao significancia 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 né&o apresentou diferenca entre as
dietas contendo diferentes concentracdes de formol e SAF com a dieta modificada de

Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985).

Tabela 1.13 - Analise de variancia da variavel longevidade de adultos de Anticarsia gemmatalis
alimentada com dietas artificiais contendo diferentes concentracdes de
anticontaminantes e criadas em temperatura de 26 + 2 °C, UR 60 * 10 % e fotoperiodo
de 14:10 (L/D).

Fonte de Variacao 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
Residuo 333 13679,44 54,6937 - -
Total 339 14107,28 - - -

CV - 29,68%.

A longevidade de adultos esta pouco relacionada as diferentes concentracées
de anticontaminantes adicionados ao alimento na fase larval. Entretanto, os valores
médios apresentados neste trabalho estdo muito acima dos demais trabalhos da
literatura. Um dos fatores que podem influenciar a longevidade de adultos esta na
composicdo 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 - Comparagdo de médias de longevidade de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas
artificiais contendo diferentes concentragbes de anticontaminantes e criadas em
temperatura de 26 £ 2 °C, UR 60 + 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Tratamento Média £ EPM (dias) Tratamento Média + EPM (dias)
Formol 1,1 pl.ml% 25,93 + 0,75 a SAF 1,4 pl.ml? 24,70 £ 0,07 a
Formol 2,18 pl.ml: 24,62 + 0,75 a SAF 2,78 pl.ml* 25,43 £ 0,69 a
Formol 4,38 pl.ml* 24,43 + 1,15 a - -

Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P <0,05).
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Sosa-Gomez 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 alcancados neste estudo. Magrini (1993) alimentou os adultos com solucéo
proposta por Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985), que se assemelha a
solucéo 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 0s ndo 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 fémeas, quando
forneceram solucdo de agua e mel 10%, conforme a geracdo. A 28°C, os valores
médios variam entre 10,55 e 16,5 dias e 8,44 e 15 dias para machos e fémeas,
respectivamente. O numero de geracdes de criacdo do inseto pode ter influenciado a
longevidade, e, pela alta adaptacdo da criacdo dos insetos da Embrapa Soja, 0s

valores médios de longevidade ultrapassaram facilmente os 20 dias.

Em condi¢cdes de campo, a longevidade de adultos variou de 9,1 a 12,9 dias
para fémeas e de 8,92 a 11,72 dias para machos, demonstrando que as condicfes de
laboratorio aumentam a longevidade de adultos de A. gemmatalis (MAGRINI;
BOTELHO; NETO, 1999). Em condic¢des de laboratério, mas alimentando com folhas
de soja de diferentes cultivares, a longevidade média de machos variou entre 17,3 e
20,2 dias e as fémeas entre 15,2 e 17,6 dias (FUGI; LOURENCAO; PARRA, 2005).
Os dados aparentemente indicam que a alimentacdo com folhas de soja pode
contribuir para maior longevidade que as dietas artificiais, com excecéo do presente

trabalho que foi superior.

5.6 Comparacédo de parametros biolégicos entre dietas testadas

O teste de Dunnett foi realizado para comparacédo entre parametros biologicos
obtidos de lagartas de A. gemmatalis, alimentadas com dietas contendo diferentes
concentracdes 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 aquela ja adotada na criacdo da espécie. O teste indicou diferenca
significativa apenas para o periodo larval (Tabela 1.15). Os periodos larvais das
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lagartas alimentadas com dietas contendo concentracdo de 4,38 pl.mlt de formol
associada com concentracées de 1,4 e 2,78 pl.mlt de SAF ndo apresentaram
resposta estatistica comparada a dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e

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

Tabela 1.15 — Comparacdo das médias obtidas para periodo larval, periodo pupal e peso de pupa de
Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas artificiais contendo diferentes
concentracdes de anticontaminantes e criadas em temperatura de 26 £ 2 °C, UR 60 = 10
% e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Periodo larval Periodo Pupal Peso de pupa
Tratamento (ul.ml?) ] .
(dias) (dias) (9)

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 periodos larvais das lagartas alimentadas com dietas contendo
concentracdo de 1,1 ou 2,18 pl.mI** de formol diferiram significativamente da dieta
modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985), cujas médias de periodo
larval foram, pelo menos, trés dias menores. Periodo pupal e peso de pupa nao
apresentaram diferenca entre a dieta modificada de Hoffmann-Campo; Oliveira e

Moscardi (1985) e as demais dietas.

57 Fecundidade de fémeas

A fecundidade de fémeas foi inferida através do numero total de ovos
ovipositados pela mariposa ao longo de sua vida. A varidvel nimero de ovos ndo
apresentou diferenca significativa em nenhuma fonte de variagcdo na analise fatorial
com tratamento adicional, ou seja, as lagartas fémeas alimentadas com diferentes
concentragbes de anticontaminantes quando na fase adulta ndao apresentaram

variacao significativa no nimero de ovos ovipositados ao longo de sua vida (Tabela
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1.16). Os resultados obtidos para niumero de ovos demonstram que as concentraces
de anticontaminantes ndo impactam no numero de ovos totais ovipositados por

fémeas de A. gemmatalis.

Tabela 1.16 - Comparacao de médias do nimero de ovos de Anticarsia gemmatalis alimentada com
dietas artificiais contendo diferentes concentragfes de anticontaminantes e criadas em
temperatura de 26 + 2 °C, UR 60 £ 10 % e fotoperiodo de 14:10 (L/D).

Tratamento Média + EPM (dias) Tratamento Média + EPM (dias)
Formol 1,1 pl.ml? 775,8 + 98,34 a SAF 1,4 pl.ml? 932,1 + 67,86 a
Formol 2,18 pl.ml* 987,9 + 80,08 a SAF 2,78 pl.ml? 733,8 + 84,62 a
Formol 4,38 pl.ml? 743,4 £ 101,31 a - -

Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra nas colunas nédo 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 variagao encontrada na literatura. Por exemplo, Fugi;
Lourencdo e Parra (2005) alimentaram lagartas-da-soja com folhas de diferentes
cultivares de soja e obtiveram valores médios de ovos por fémea entre 726 e 1265.
Moscardi; Barfield e Allen (1981) encontraram entre 310 e 842 ovos por fémea
alimentadas com dieta artificial. Sosa-Gomez e Miranda (2012) obtiveram média de
755 ovos por fémea utilizando dieta Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985).
Magrini (1993) obteve valores de até 975 ovos por fémea em dieta Greene; Leppla e
Dickerson (1976). O numero de ovos de A. gemmatalis sofre pouca influéncia do

alimento disponibilizado nesses trabalhos.

5.8 Andalise da viabilidade larval

A viabilidade larval esta representada nas Figuras 1.7 e 1.8. Nao houve
diferenca entre as concentracdes de SAF, por isso estdo representadas apenas as
viabilidades de 2,78 SAF pl.mll. Ocorreu disparidade na viabilidade entre as
diferentes concentracdes de formol. A maior concentracédo (4,38 pl.mlt) provocou
maior mortalidade (aproximadamente 30%) de lagartas e maior heterogeneidade no

periodo larval, como discutido anteriormente. A concentragdo 1,1 pl.ml* de formol
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provocou mortalidade similar a concentracdo 2,18 plmlt, 7,8 e 10,9%

respectivamente, mas proporcionou periodo larval mais uniforme.

Uma dieta para ser considerada apropriada deve promover viabilidade total
superior a 75% (PARRA, 2012; RIBEIRO, 2017), o que nao foi observado com a
adicdo de 4,38 pl.mlt de formol, que, além de retardar o periodo larval, provoca

mortalidade elevada de lagartas.
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Figura 1.7 — Viabilidade larval ao longo tempo de Anticarsia gemmatalis alimentada com dieta contendo
4,38 pl.ml* de formol e 2,78 pl.mI* de SAF. Eventos: « - morte da lagarta, o — inseto atingiu
fase de pupa.
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Figura 1.8 — Viabilidade larval ao longo tempo de Anticarsia gemmatalis alimentada com dietas
contendo (a) 1,1 pl.mI*t e (b) 2,18 pl.mI* de formol, ambas contendo 2,78 pl.mI* de SAF.

Eventos: ¢ - morte da lagarta, o — inseto atingiu fase de pupa.
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5.9 Concentracdes de anticontaminantes em resultados de bioensaios

Os dados apresentados na Tabela 1.17 demonstram que dietas contendo
concentracbes maiores de anticontaminantes podem afetar os resultados dos
bioensaios de mortalidade com extrato de folha. Nesse caso, a dieta que continha
maior concentragéo de formol apresentou CLso de A. gemmatalis aproximadamente
1,6 vezes menor, ou seja, a quantidade de folha em extrato necessaria para matar
50% dos individuos € 1,6 vezes menor que a dieta contendo menor concentracéo de
formol mais o SAF. Isso demonstra que a concentracdo 4,38 pl.ml* de formol contribui

para a mortalidade e diminui a quantidade de tecidos necesséria 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 confianca. Nota-se diferenca
significativa entre as curvas no intervalo de 20 a 50% de mortalidade. Em
concentracbes mais altas de folhas ndo ha diferenca entre curvas, provavelmente
devido a alta concentracao da toxina contribuir para que ocorra uma elevada e rapida
mortalidade, ocasionando, em consequéncia, paralisia da alimentacdo e menor

ingestéo de dieta.

Tabela 1.17 — Efeito de dietas artificiais contendo diferentes concentracdes de anticontaminantes em
bioensaios com extratos de folha. N = nimero de insetos; b = taxa de variacdo da
mortalidade nas proximidades da CLso; ClLsp = concentracdo letal para 50% dos
individuos; db = erro padrdo da estimativa b; g'cLs0 = erro padrdo da estimativa da CLso;
IC = intervalo de confianga para CLso.

Dieta N b+ db ClLso (ug.plt.cm?)  gtLso 95% - IC

Formol (4,38 pl.mlI! dieta) 672 -1,89 +£ 0,68 0,93 0,28 0,37 -1,49

Formol (1,1 pl.ml! dieta) +

SAF (L4 pl.mi* 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 CLso.

Nos bioensaios de mortalidade realizados com a proteina CrylAc, a CLso de
A. gemmatalis foi aproximadamente 1,3 vezes maior em dieta contendo menor
concentracdo de formol e SAF comparada a dieta contendo 4,38 pl.ml* de formol
(Tabela 18), da mesma maneira que encontrado para extratos de folha. Assim, a
guantidade necessaria de proteina para matar 50% dos individuos € menor quando

utilizada concentracéo de 4,38 pl.ml* 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 diluicbes e realizados em dietas artificiais contendo diferentes quantidade de
anticontaminantes.

Tabela 1.18 — Efeito de dietas artificiais contendo diferentes concentracdes de anticontaminantes em
bioensaios com proteina CrylAc. N = nimero de insetos; b = taxa de variacdo da
mortalidade nas proximidades da CLso; CLso = concentragcdo letal para 50% dos
individuos; b = erro padrdo da estimativa b; 'cLs0 = erro padréo da estimativa da CLso;
IC = intervalo de confianga para CLso.

Dieta N b* + op Clso (ng.cm?)  gcLso 95% - IC

Formol (4,38 pl.mlI! dieta) 640 -2,21 £ 0,59 0,104 0,027 0,05-0,158

Formol (1,1 pl.ml! dieta) + i
SAF (1,4 pl.ml 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 CLso.

Na comparagdo das curvas de mortalidade obtidas nas duas dietas em
bioensaios com proteina, notou-se um intervalo maior de diferenca significativa, de
aproximadamente 20 a 80% de mortalidade, em que ela foi superior na maior
concentragéo de formol (Figura 1.10). Novamente, em concentra¢cdes mais altas de

principio ativo, as curvas nao 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 proteina CrylAc em
diferentes concentragfes e realizados em dietas artificiais contendo diferentes
quantidade de anticontaminantes.

Tanto nos ensaios com extratos de folhas como nos ensaios com proteina, as
mortalidades das testemunhas foram superiores na presenca da maior concentracao
de formol, resultado similar ao encontrado no estudo da biologia em que as dietas

contendo a concentracdo 4,38 pl.mlt de formol apresentaram maior mortalidade de
lagartas.

A reducédo no uso de anticontaminantes em dieta artificial pode beneficiar os
resultados obtidos em bioensaios de mortalidade, uma vez que os resultados
expressos sofrerdo menor influéncia de agentes ndo desejados, como no caso do
formol, cujo efeito pode mascarar os resultados fazendo com que a dieta ndo tenha
as caracteristicas necessarias para conducdo de bioensaios (PARRA; PANIZZI,
HADDAD, 2012). A excluséo total de formol em ensaios de longa duracao representa
elevado risco de contaminagcdo por microrganismos, 0s quais encontram condi¢cdes
ideais de desenvolvimento nessas circunstancias e em criagcdo (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 alteracdo nas concentracdes de anticontaminantes e mais estudos sobre 0
efeito desses componentes em resultados de bioensaios podem contribuir para

execucao de ensaios mais precisos e de maior qualidade.
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CONCLUSOES

o A concentracdo de formol 4,38 pl.ml! causou retardamento dos periodos
larval e pupal, e reducdo do peso de pupa de A. gemmatalis;

o A concentracédo de formol 1,1 pl.mlt apresentou menor tempo de periodo
larval;

o A longevidade de adultos ndo sofreu influéncia das concentragbes de
anticontaminantes estudados presentes em dieta artificial;

o O numero de ovos por fémea néo foi afetado pelas concentracbes de
anticontaminantes;

o A concentracdo de formol em dietas artificiais pode interferir nos resultados
de bioensaios de CrylAc em estagios imaturos de A. gemmatalis.

. Recomenda-se o uso de concentracdes 1,1 pl.ml* de formol e 1,4 pl.mI* de
SAF para realizar a criacao e bioensaios com A. gemmatalis.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho atingiu seus objetivos na verificacao de limites aceitaveis
de formol e solucéo antifingica acrescentados a dieta artificial, bem como no estudo
dos pardmetros biologicos de A. gemmatalis alimentadas com essas dietas.
Demonstrou-se claramente que o uso de anticontaminantes em concentracdes
elevadas pode prejudicar o desenvolvimento dos insetos. A interacdo entre formol e
SAF com outros anticontaminantes presentes na dieta estudada deve ser foco de
estudos futuros através de varias geracdes para se conhecer as possiveis relacdes
entre esses componentes, em que provavelmente ndo havera contraste com os dados
apresentados neste trabalho devido a alta adaptabilidade da espécie em criacao de
laboratorio. Além disso, a verificacdo da atividade anticontaminante destes dois
componentes ainda deve ser realizada, uma vez que neste estudo isso nao foi
possivel devido a baixa contaminagédo durante o experimento. A inoculacdo da dieta
com fungos pode auxiliar na verificacdo dessa atividade. Antes da utilizacdo 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 importancia para o futuro da pesquisa e do desenvolvimento
entomoldgico, visto que ha interacdo entre a dieta artificial com a qualidade dos

insetos e dos bioensaios.
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CAPITULO 2

Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Erebidae) como indicador
bioldgico da expresséo de proteina CrylAc em foliolos de soja

RESUMO

Atualmente, a estratégia mais utilizada para o manejo de resisténcia de insetos (MRI)
€ 0 uso de altas doses/ refagio (ADR), cujo principio é associar elevada expressao
das proteinas inseticidas a adocéo de refagio. Por isso, conhecer a capacidade de
expressdo de proteinas Bt pelas cultivares € importante dentro do manejo de
resisténcia, devido a necessidade de alta concentragdo de proteinas Cry nas folhas.
Na cultura da soja, os valores de expressdes de CrylAc encontrados na literatura
divergem entre si, quando adotado o método de Elisa para quantificar. A adocao de
um indicador biol6gico, no caso um inseto, pode contribuir com informacdes sobre o
conteuldo de proteinas Cry em cultivares de soja Bt. Por esse motivo, o objetivo deste
trabalho é inferir a quantidade de proteina CrylAc em foliolos de soja BRS 1010 IPRO
utilizando Anticarsia gemmatalis como indicador biolégico. Para tanto, compararam-
se as concentracfes letais obtidas com extratos de folhas da cultivar com as
concentracdes letais de um padrdo conhecido de proteina CrylAc, e assim, inferiu-se
a concentracdo de proteina CrylAc em foliolos de soja. Amostras de folhas foram
coletadas em diferentes periodos do desenvolvimento da cultura e foram
armazenados até a realizacdo 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 maceracao de folha em agua, dentro de microtubos
(1,5 ml), os quais foram centrifugados para retirada do sobrenadante. Diluigbes do
sobrenadante e da proteina CrylAc foram aplicadas e espalhadas sobre a superficie
de dieta em volume de 20 pl e, ap6s a secagem do liquido, uma lagarta neonata foi
adicionada a cada célula. Cada ensaio contou com 7 diluicdes e uma testemunha
(agua destilada), com 4 repeticdes de 16 lagartas cada. As concentracdes de proteina
obtidas estdo na faixa de 2,17 a 6,04 ug de CrylAc.g?! de folha fresca, conforme
padrdo utilizado na comparacao. Observou-se, também, oscilacdo da concentracao
de proteina ao longo do ciclo da cultura, com expressdo maxima no estadio R6. O
método demonstrou-se promissor para quantificacdo de proteinas Cry.

Palavras-chave: extrato de folhas, quantificacédo, proteina Cry, Erebidae.
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CHAPTER 2

Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) as a biological
indicator of CrylAc 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 CrylAc 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 CrylAc
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 CrylAc protein standard, and thus
the concentration of CrylAc 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 CrylAc protein standard were applied (20 pl 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 ug Cry1Ac. g 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 INTRODUCAO

Forte competidor no mercado de soja, o Brasil ocupa o segundo lugar na
producdo da oleaginosa no mundo, correspondendo a aproximadamente 32,7% da
producdo mundial (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2019). E fato
gue a cultura da soja tem papel importante dentro do setor agropecuario brasileiro, e
essa importancia foi alcancada com o uso e desenvolvimento de tecnologias que
modernizaram o sistema produtivo da cultura. Exemplo de tecnologia adotada
atualmente no campo € o uso de cultivares de soja Bt, as quais séo resistentes a

algumas espécies de lepiddpteros pela sintese de proteinas inseticidas.

Aprovada no ano de 2010 e langcada no mercado no ano de 2013 (COMISSAO
TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANCA, 2018), a tecnologia Intacta RR 2 PRO
permite o controle de algumas espécies de lagartas, minimizando a necessidade de
aplicacdo de inseticidas quimicos na cultura da soja devido a producdo de proteina
CrylAc no tecido vegetal. A eficicia dessa tecnologia depende exclusivamente do
potencial de expressao do gene inserido na planta e da utilizacéo de refligio. Portanto,
conhecer os niveis de expressdo da proteina € importante para o0 manejo apropriado

da resisténcia a essa toxina.

Trabalhos como os de Macrae et al. (2005) e Yu et al. (2013) buscaram
guantificar a expressdo da proteina em folhas de soja através do método de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), e obtiveram resultados contrastantes quanto
ao potencial de expresséao de proteina CrylAc em cultivares de soja, em que Yu et al.
(2013) encontraram até 12 pg CrylAc.g? folha fresca e Macrae et al. (2005)
quantificaram no minimo 50 pg CrylAc.g*! folha fresca. A adocdo de um indicador
biolégico pode auxiliar nos trabalhos de quantificacdo da expressao de proteinas Cry
em cultivares Bt, com objetivo de reduzir as divergéncias existentes entre os valores

de expresséo atualmente encontrados na literatura, tornando-os mais confiaveis.

A variabilidade genética existente dentro de populac¢des de lagartas possibilita
diferentes niveis de tolerancia a proteinas Bt entre individuos, o que nos permite
calcular curvas de suscetibilidade de diferentes populacbes a essas proteinas
inseticidas. Tendo em vista que as curvas de suscetibilidade a proteina CrylAc para
A. gemmatalis sdo conhecidas e que apresenta elevada suscetibilidade quando
comparado a outras espécies, 0 inseto pode atuar como indicador biologico da
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guantidade dessa proteina presente nas folhas de soja e contribuir com os trabalhos

atuais de quantificacéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Inferir a quantidade de proteina CrylAc presente em folhas de soja BRS 1010
IPRO em diferentes estadios fenoldgicos da cultura, utilizando A. gemmatalis como

indicador bioldgico.
2.2 Objetivos especificos

e Determinar a CLso de CrylAc para A. gemmatalis proveniente da criagédo
da Embrapa Soja.

e Determinar a CLso de extratos de folhas de soja BRS 1010 IPRO, de
diferentes estadios, para A. gemmatalis proveniente da criacdo da Embrapa
Soja.

e Avaliar a metodologia do uso de lagartas como indicador biolégico da

guantidade de proteinas Cry presentes em folhas de soja.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Organismos geneticamente modificados

Desde o seu lancamento comercial no ano de 1996, as culturas transgénicas
tém entregado beneficios econdémicos, agronémicos, ambientais, sociais e na saude
(ISAAA, 2017). A modificacdo genética das culturas permitiu a transformacéo de
plantas de uma forma inovadora e tem grande potencial para combater problemas
importantes no dominio agronémico (PRASAD et al., 2017), sendo que as culturas
transgénicas ja sdo parte integrante da agricultura do presente, e ja é dificil diferencia-
las de culturas convencionais. Além disso, a &rea que adota culturas geneticamente
modificadas cresceu desde sua insercdo no mercado e essas culturas ja podem ser
encontradas em 28 paises (BAKSHI; DEWAN, 2013).

No processo de transformacdo génica, os genes de interesse do doador
(planta, bactéria ou virus) sdo transferidos para a planta hospedeira empregando
varios meétodos, tais como: mediacdo por Agrobacterium, bioblastica
(bombardeamento de particulas), pistola de micro projétil, eletroporacdo, uma técnica
a base de fibra de carboneto de silicio, fusdo de protoplasto mediada por
polietilenoglicol e transferéncia génica mediada por lipossomas (RIVERA et al., 2012).

A modificacdo génica tem sido utilizada por pesquisadores para aumentar a
produtividade de culturas pelo melhoramento de certos tragos, como respostas de
plantas a estresses biéticos e abidticos (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 alcancado mais rapidamente comparada a aplicacdo de selecao (VERMA et al.,
2011).

3.2 Plantas “Bt”

Plantas resistentes geneticamente modificadas representam um novo método
de controle de pragas em varios agroecossistemas. Essas plantas sdo caracterizadas
por expressarem genes de uma bactéria entomopatogénica chamada Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) que codifica a expressdo de proteinas inseticidas e torna
essas plantas resistentes a determinadas espécies de lepidopteros (CHRISTOU,
2005; MARTINS-SALLES et al., 2017; MENDELSOHN et al., 2003). As culturas Bt
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produzem essas proteinas na maioria dos tecidos, as quais matam insetos suscetiveis
gue se alimentam desses tecidos. Isso significa que essas culturas séo eficientes no
controle de insetos cujos pesticidas ndo sédo capazes de atingir, como aqueles que
possuem o habito de perfurar e manter-se dentro do colmo (BAKSHI; DEWAN,2013).

Ha muitos beneficios na adocao de plantas Bt na agricultura, incluindo o
controle mais efetivo de insetos praga, especificidade das proteinas inseticidas e
reducdo do uso de inseticidas, e, por consequéncia, a manutencdo de inimigos
naturais nas areas agricolas, tornando o sistema mais sustentavel (MENDELSOHN et
al., 2003; CHRISTOU, 2005; BAKSHI; DEWAN, 2013; MARTINS-SALLES et al.,
2017). Por isso, sdo amplamente utilizadas no controle dos principais lepidopteros e
coledpteros, e sdo importantes ferramentas no manejo integrado de pragas (MIP)
(ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006).

3.3 Bactéria Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria entomopatogénica gram-positiva,
em forma de bastonete e tem sido isolada mundialmente em uma grande diversidade
de ecossistemas, incluindo agua, solos, insetos mortos, poeira de silos, folha de
arvores deciduas, diversas coniferas, e mamiferos insetivoros (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 inicio do
século 20 pelo bacteriologista Ishiwata, que reportou organismos infectando Bombyx
mori (L.), prejudicando a industria de seda japonesa. Posteriormento, na provincia 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
proteinas inseticidas ativas contra larvas de diversas ordens. Isso tem levado o0s
produtos a base de Bt a tornarem-se o0s inseticidas biologicos 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 ocorréncia natural de Bacillus thuringiensis
em diferentes tecidos na cultura do algoddo, em que as bactérias foram absorvidas
pelas raizes e foram translocadas para diferentes partes da planta. Houve, também,
acao 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 solaveis, sdo
altamente especificos para seus hospedeiros e ganharam importancia mundial como
alternativa aos inseticidas quimicos. A utilidade dessas proteinas inseticidas também
tem motivado a busca por novos isolados dos mais diversos habitats, a fim de
identificar e caracterizar novas proteinas com diferentes especificidades (PALMA et
al., 2014).

3.3.1 Proteinas produzidas por B. thuringiensis

Linhagens de B. thuringiensis sintetizam proteinas denominadas &-
endotoxinas, também conhecidas por proteinas Cry (crystal) e Cyt (cytolytic), durante
o inicio da esporulacgéo e fase de crescimento estacionario, como inclusdes cristalinas
parasporais (PALMA et al., 2014). Durante a fase vegetativa, também sdo produzidas
proteinas com acado 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 Proteinas Cry

As proteinas Cry sdo assim conhecidas porque sdo sintetizadas durante o
processo de esporulacéo 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 proteinas Cry
classificadas (Cryl — Cry78).

Toxinas Cry pertencem a familia de toxinas Cry com 3 dominios, que
apresentam diferencas claras na sua sequéncia de aminoacido, mas todas partilham
estrutura de trés dominios notavelmente semelhante e conservada (MAAGD; BRAVO;
CRICKMORE, 2001; MAAGD et al., 2003; BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; PARDO-
LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013).
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As proteinas Cry atuam no intestino médio das lagartas, em que os cristais
ingeridos passam por um processo de dissolu¢cdo em pH alcalino e, posteriormente,
sofrem ativacao proteolitica, que transformam as proteinas Cry em polipeptideos
toxicos. Esses fragmentes ligam-se a receptores especificos presentes na superficie
das células epiteliais e formam oligdmeros, criando poros permeaveis nao seletivos a
fons inorganicos, aminoéacidos e acucares (KIROUAC et al., 2002; JUAREZ et al.,
2007; SOBERON et al., 2007; VACHON; LAPRADE; SCHWARTZ, 2012). Tais poros
causam lise nas células epiteliais e promovem desarranjo no intestino médio, levando
o inseto a 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).

Trés diferentes modelos tém sido propostos para explicar o modo de acéo de
proteinas Cry de trés dominios, o modelo ‘classico”, o modelo de ligagado sequencial
e 0 modelo via sinalizacdo (VACHON; LAPRADE; SCHWARTZ, 2012; PALMA et al.,
2014).

3.4 Soja Bt no controle de lepidépteros

Com o avanco da biologia molecular, genes das proteinas Bt foram inseridos
em cultivares, fazendo delas plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos
(ROH et al., 2007). O primeiro relato de insercdo e expressao de gene Bt em soja foi
feito por Parrot et al. (1994), em que houve a expressao de proteina CrylAb. Dois
anos depois, a primeira insercao para sintese de CrylAc em soja foi relatada por
Stewart et al. (1996), cujos embrides somaticos da cultivar Jack foram transformados
utilizando bombardeamento de microparticulas contendo gene de B. thuringiensis.
Walker et al. (2000) avaliaram a eficacia de cultivar Jack com gene Bt e demonstraram
sua resisténcia a Helicoverpa zea (Boddie), A. gemmatalis, Chrysodeixis includens

(Walker) e Elasmopalpus lignosellus (Zeller).

Macrae et al. (2005), demonstraram linhagens expressando altas doses de
proteina sintética TIC 107, que € praticamente idéntica a CrylAc, e evidenciaram a
alta eficiéncia 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 proteina
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 (Hubner) (DOURADO et al., 2016), mas ndo 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 codificacdo de CrylAc, a qual apresentou alta toxicidade a A.
gemmatalis. Marques et al. (2016) relataram o primeiro evento de piramidacao de
proteinas Bt em cultivar de soja no Brasil. Sintetizando as proteinas CrylF e CrylAc,
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 secundarias 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.

3.5 Alta dose/ refugio para manejo de resisténcia

Estratégias atuais do Manejo de Resisténcia de Insetos (MRI) para retardar a
selecéo de resisténcia sdo baseadas no uso da estratégia alta dose/ refugio (ADR). A
estratégia de ADR possui trés pilares: alelos de resisténcia de insetos-alvo séo raros
e recessivos; toxinas transgénicas sdo expressas em doses suficientes para matar ao
menos 95% dos individuos heterozigotos com producdo de proteina, ao menos, 25
vezes maior que a Clog ; e, por fim, a adogdo de refugio para producédo de individuos
suscetiveis heterozigotos para acasalarem com homozigotos resistentes (COATES,
2016; GOULD, 1998; TABASHNIK; RENSBURG; CARRIERE, 2009).

Perlak et al. (1991) demonstraram alteracdes especificas na sequéncia de
DNA inserido em cultivares para sintese de proteinas Bt que possibilitava a expressao
dessas proteinas em grande quantidade. Essa descoberta possibilitou a geracdo dos
TICs, cuja expresséo de proteinas € mais de 20 vezes maior que a CLgg de individuos

suscetiveis, em que seria esperada a morte de quase todos os insetos heterozigotos
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mesmo se a resisténcia ndo fosse fenotipicamente rescessiva (GOULD, 1998). A
estratégia de ADR, com uma ou duas proteinas, € extremamente atrativa de uma
simples perspectiva tedrica, mas uma seérie de fatores pode interferir no seu sucesso
(GOULD, 1998), como os niveis de expressao de proteinas discutidos por Macrae et

al. (2005) na cultura da soja.

Macrae et al (2005) verificaram a expressao de altas doses de proteinas TIC 107 em
cultivares de soja, que € praticamente idéntica & CrylAc. Bernardi et al. (2012),
verificando a mortalidade causada por tecido liofilizado da mesma cultivar de soja Bt
diluido 25 vezes observaram, mortalidade de 100% de individuos de A. gemmatalis,
diferentemente para C. includens, cuja mortalidade néo foi total. Com isso, a estratégia
de ADR é vélida para A. gemmatalis, mas ndo para C. includens na cultura da soja Bt.

3.6 Quantificacéo de proteinas Cry em tecido vegetal

Variacdo na eficacia do controle de plantas Bt e 0s mecanismos envolvidos
precisam ser completamente compreendidos para planejar estratégias racionais de
manejo de resisténcia e controlar efetivamente as pragas-alvo, aumentando a
expressao de endotoxinas através do manejo agronémico (DONG; LI, 2007). Por isso,
técnicas validas de bioensaios (GREENPLATE, 1999) e ensaios imunoenzimaticos
(ELISA) foram estabelecidos para quantificar mudancas na concentracdo de proteinas
Cry (DONG; LI, 2007). Na cultura do algodao, trabalhos para quantificacao de proteina
Cry sdo comuns e a adocdo do método de ELISA é predominante. Os diversos
resultados obtidos em trabalhos para quantificacdo de CrylAc, através do método
ELISA, apresentam variabilidade, em que concentracdes de proteina por grama de
folha fresca variam de menos de 1 ug até mais de 30 pg (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 sao os trabalhos para

quantificar a expresséao de proteinas presentes no tecido vegetal.

Na cultura da soja, Stewart et al. (1996) encontraram concentracao de
proteina Cry1Ac variando de 0 a 46 ng.mg* de proteina extraivel. Seguindo a mesma
unidade de medida, Miklos et al. (2007) mostraram valores de concentracdo de 3
linhagens de soja, os quais variam entre 0,52 e 6,12 ug de proteina TIC 107.mg™ de

proteina total extraivel. Macrae et al. (2005) e Yu et al. (2013) demonstraram
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diferencas na concentracdo de proteina CrylAc ao longo do ciclo da cultura da soja.
Macrae et al. (2005) apresentaram uma tendéncia crescente na concentracdo da
proteina ao longo do ciclo da soja, com maxima expresséo de até 250 ug.g* de folha
fresca em R6. Yu et al. (2013) observaram oscilacdes no conteudo de CrylAc, com
valores minimos e maximos proximos de 4 e 14 pg.g* de folha fresca. Essa diferenca
entre os trabalhos de Macrae et al. (2005) e Yu et al. (2013) impede comparacdes

adequadas dos niveis de CrylAc sintetizados.

Oscilagcdes do conteudo de CrylAc, ao longo do ciclo, também foram
mostradas por Olsen et al. (2005) na cultura do algodao, com indicacdo de variacao
na eficacia de controle de insetos. Além dessa oscilacdo ao longo do ciclo, as plantas
podem apresentar diferenca de concentracfes de proteinas Cry em diferentes areas
de uma mesma folha, como observado na cultura do milho por Abel e Adamczyk
(2004), o que nao foi problema no controle de S. frugiperda e D. grandiosella (D.)
devido a alta expresséao de proteina. Esses mesmos autores relataram a diferenca na
concentracdo de proteina Cry no tecido foliar seguindo a variacdo de coloracéo, em
gue tecido verde apresentaram maior quantidade de proteina do que tecidos verde-
amarelados e amarelo-esbranquicados. Alteracdes na fisiologia da planta, associadas

a maturacao, contribuem para alteracao na eficacia de toxinas Bt (OLSEN et al., 2005).

O fornecimento de nitrogénio € outro fator que pode influenciar na quantidade
de proteina Cry. A fertilizacdo nitrogenada pode aumentar a concentracdo de
proteinas Bt em folhas, macas e capulho de algoddo (COVIELLA; STIPANOVIC;
TRUMBLE, 2002; SAINI; DHAWAN, 2014). As praticas de manejo adotadas pelos
produtores, bem como o plantio em diferentes localidades, também podem provocar
variacbes no conteudo de proteina Cry no tecido vegetal. Diferentes cultivares
também podem expressar uma mesma proteina em quantidades diferentes (HUANG
et al., 2014).

3.7 Estresses abioticos na expressao de proteinas Cry em plantas Bt

Fatores abiodticos estressantes podem influenciar na concentragéo de proteina
Bt presente na planta. O fator temperatura pode afetar tanto em condi¢des frias como
em condi¢cdes quentes, levando a reducdes de até 40% em baixas temperaturas

(CHEN et al., 2012). Altas temperaturas podem provocar degradacédo de proteinas
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presentes no material vegetal, que resulta o declinio da concentracdo de proteina
CrylA na cultura do algodao, por exemplo (CHEN et al., 2005). Essas variacfes de
temperaturas impactam as diversas partes da planta de maneira heterogénea, ou seja,
os diferentes tecidos sofrem diferentes graus de influéncia da temperatura, o que
resulta diferentes alteragdes no contetdo de proteina nos tecidos vegetais (WU et al.,
2002).

A época de semeadura e o regime de umidade também podem alterar a
concentragcdo de proteinas Bt. No caso de algoddo, semeadura no cedo aumenta a
expressao de proteina Cry comparada a plantios tardios, e o regime de umidade
influencia em determinados estadios da cultura, em que a presenca de alta umidade
no solo incrementa a quantidade de proteina Cry (HALLIKERI et al., 2009). No caso
de estresse por condi¢des de seca, a cultura do milho ndo sofreu alteracdes nos niveis
de expressdo de proteina Cry, que se manteve em nivel constante (GULLI et al.,
2015).

O estresse salino é outro fator abidtico que pode causar reducdo da
quantidade de proteina Cry no tecido vegetal. No caso de algoddo, o contetddo de
proteinas sollveis aumenta nas folhas e diminui em hastes e raizes devido ao
estresse salino, contudo o conteudo de proteina 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 raizes pode reduzir o contetdo total de proteina em até 65% e em
72% a concentracao de proteina Bt na cultura do algodao (LOU et al., 2008).

Elevadas concentracdes de CO2 atmosférico pode impactar na concentragéo
de proteina quando correlacionada a doses de adubacé&o nitrogenada, em que altas
doses de fertilizante associadas a concentracdo alta de CO: passam a reduzir a
quantidade de proteina Bt (COVIELLA; STIPANOVIC; TRUMBLE, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Bioensaios

Em diferentes periodos do desenvolvimento da cultura, uma amostra de
foliolos 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 realizacdo dos
ensaios. Essa soja foi implantada a campo no dia 19/10/2017 e seu manejo seguiu as
recomendacdes para a regido. Coletaram-se foliolos 32, 43, 62, 81, 102 e 123 dias
apos o plantio (DAP). Para determinar a quantidade de proteina existente nos foliolos,
foram realizados bioensaios com intuito de calcular a CLso a partir da mortalidade
causada por diluicdes de extratos de folhas Bt e comparéa-la com a CLso de um padréo

com quantidade conhecida de proteina CrylAc.

Os bioensaios com extratos de foliolos iniciaram-se com a obtencdo de um
extrato inicial através da maceracdo do tecido foliar de 4 subamostras de foliolos em
agua destilada (proporcéo de 1g de foliolos: 10 ml de agua), com peso aproximado de
70 mg. A maceracédo dos tecidos foi realizada em microtubos (Eppendorf 1,5 ml) com
auxilio de pistilo plastico e acréscimo de abrasivo carborundum em po6 (Fisher
Chemical, Fair Lawn, NJ). Ap6s a maceragado, 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, entdo, uma aliguota de mesmo volume de cada
microtubo para obter o extrato inicial e, a partir deste, obtiveram-se as diluicbes
seriadas. Esse procedimento foi realizado para cada amostra coletada.

Com o extrato inicial formado, sete diluicdes foram preparadas para realizar o
bioensaio e determinar a ClLso. Em cada bioensaio, diferentes diluicbes foram
ajustadas por meio de ensaios prévios, devido a divergéncias no conteudo de proteina
nos foliolos e para obter mortalidade acima de 1% e abaixo de 99%. Além das sete

diluicbes, utilizou-se dgua destilada como testemunha, totalizando 8 tratamentos.

Os bioensaios executados para obtencdo de CLso 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 Capitulo 1 foi acrescentado, e seu preparo ocorreu da mesma maneira. Na
superficie dessa dieta, uma aliquota de 20 ul de solugéo tratamento foi acrescentada

e espalhada para garantir a uniformidade de distribuicdo. Apdés a secagem do
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conteudo, uma lagarta neonata de A. gemmatalis foi acondicionada em cada células.
Para cada tratamento, esse procedimento foi realizado 64 vezes, contabilizando 4

repeticbes de 16 lagartas dispostas em delineamento inteiramente aleatorizado.

O estudo com padrédo conhecido de proteina CrylAc ocorreu da mesma
maneira, em que se utilizou MVP II, uma formulacdo comercial contendo toxina
encapsulada em células de Pseudomonas fluorescens com 11,2% de proteina
(GILROY; WILCOX, 1992). A partir deste, sete concentracdes de proteina foram
preparadas para representar, ao se inocular 20 pl de solucéo na superficie da dieta,
0,5; 0,333; 0,222; 0,148; 0,099; 0,066 e 0,044 ng de Cry1Ac/cm? de dieta artificial. A
testemunha utilizada também foi agua destilada totalizando os 8 tratamentos, cada
um com 4 repeticdes de 16 lagartas.

As lagartas utilizadas nos ensaios foram provenientes da criagcdo massal da
Embrapa Soja, criadas conforme metodologia adaptada de Hoffmann-Campo; Oliveira
e Moscardi (1985). As bandejas eram armazenadas em camaras B.O.D. a 26 + 2°C,
UR de 60 £ 10% e fotoperiodo de 14 horas. As avaliacdes foram realizadas apés 7

dias.

4.2 Metodologia estatistica

A analise de dados foi realizada utilizando-se o modelo Log-Logistico
representado na Equacdo 1 com quatro parametros (RITZ, 2010) em ambiente R,
adotando-se o pacote drc para o ajuste dos modelos e estimagdes das concentragdes
letais (RITZ; STREIBIG, 2005). Esse pacote foi empregado para se obterem as
estimativas dos parametros das equacdes, e 0s pacotes Imtest (ZEILEIS, HOTHORN,
2002) e Sandwich (ZEILEIS, 2004) foram utilizados para se ajustarem 0s erros

padrdes das estimativas quanto a presenca de valores extremos (outliers).

d—-c
X\b
1+(e)

fx;b,c,d,e) =c+ (1)

Os parametros da Equacdo 1 possuem interpretacdo biologica direta.

Assumiram-se restricdes para os parametros ¢ e d, em que os valores de ¢ seriam
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sempre = 0 e valores de d seriam sempre < 1. Esses parametros representam os
limites inferiores e superiores, respectivamente. O valor de e remete a ClLso, b €
proporcional ao incremento de mortalidade por unidade de principio ativo na
proximidade da CLso. O valor de x séo as concentracdes de principio ativo e os valores

de f representam as mortalidades.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bioensaios com CrylAc

Dois bioensaios foram realizados para céalculo da CLso de proteina CrylAc e
para obtencdo das curvas de mortalidade. As curvas apresentadas na Figura 2.1
tiveram comportamentos diferentes e demonstram diferencas significativas entre a
faixa aproximada de 30 a 90% de mortalidade. Com isso, os bioensaios diferem

significativamente quanto a CLso de proteina CrylAc.

100

Mortalidade (%)

L —e— Ensaio 1

o— -4~ Ensaio 2
| L | L I L | L | L |

0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5

[Cry1Ac (ng.cm™) ]

Figura 2.1 — Curvas de mortalidade de Anticarsia gemmatalis para proteinas CrylAc espalhada em
superficie de dieta artificial.

A CLso calculada com os dados do primeiro ensaio foi de 0,18 ng.cm (IC:
0,10 - 0,26) de proteina, enquanto, no segundo ensaio, o valor foi a metade, com CLso
de 0,09 ng.cm (IC: 0,08 — 0,11) de proteina. Entretanto, variacdes nessa ordem s&o

frequentes na realizacédo de bioensaios de dose/ reposta. Os valores de b das curvas
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(Tabela 2.1) que apontam a inclinac&o da curva na proximidade da CLso ndo diferiram

significativamente, embora o valor de b do ensaio 2 tenha sido maior.

Tabela 2.1 — Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis, proveniente de criacdo massal da Embrapa
Soja, a proteina CrylAc proveniente do padrdao MVP Il com 11,2% de concentracdo. N =
namero de insetos; b = taxa de variacdo da mortalidade nas proximidades da CLso; CLso
= concentrag&o letal para 50% dos individuos; b = erro padréo da estimativa b; o'cLs0
= erro padrdo da estimativa da CLso; IC = intervalo de confianca para CLso.

Bioensaios N bt b CLso (ng.cm) OCL 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

5.2 Bioensaios com extratos de folhas de soja Bt

A CLso apresentou maior valor para as amostras de foliolos coletados aos 123
dias apds o plantio (DAP). Ja 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 inclinacao superior na proximidade da

CLso. Os demais valores de b nao diferiram significativamente entre si (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 — Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis a extratos de foliolos de soja Bt coletados em
diferentes periodos do ciclo da soja. N = nimero de insetos; b = taxa de variagcdo da
mortalidade nas proximidades da CLso; CLso = concentracdo letal para 50% dos
individuos expressa em pg de folha. plt.cm2; gh = erro padréo da estimativa b; gcLso =
erro padréo da estimativa da CLso; IC = intervalo de confianca para CLso.

Amostra de folhas (DAP*) N bt b ClLso (pg.plt.cm?)  gtLso 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 apés o plantio.
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As curvas de mortalidade de A. gemmatalis, causada pelos tecidos foliares
para cada data coletada, estdo representadas na Figura 2.2. Evidenciam-se

diferencas das concentracdes de proteina CrylAc entre as amostras coletadas.

(@)
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()

[ 1 2 3 4

[Extrato foliar x area superficial de dieta (ug.pul"*.cm2)]

Figura 2.2 — Curvas de mortalidade de Anticarsia gemmatalis em funcdo da concentracdo de tecido
foliar de soja Bt coletado em diferentes periodos do ciclo da cultura e aplicado na forma
de extrato em superficie 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 CLso de extratos de tecidos foliares Bt para A.
gemmatalis apresentaram variacdo ao longo do ciclo da cultura, demonstrando
diferenga na concentragdo de proteina CrylAc no tecido vegetal das amostras
coletadas (Figura 2.3). A oscilagdo encontrada para CLso é inversamente proporcional
a concentracdo de proteina presente na folha, ou seja, quanto maior a CLso da

amostra, menor a concentracdo de proteina CrylAc no tecido foliar.
3,5 -
3 -
2,5 -
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—@— CL50
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Exttrato foliar (ug.pl-t.cm-2)

0,5 -

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Dias apés o plantio (DAP)

Figura 2.3 — CLso de Anticarsia gemmatalis para extratos de folhas BT coletadas em diferentes periodos
da cultura, espalhados em superficie de dieta artificial, e Intervalos de Confian¢a (IC =
95%) superiores e inferiores para os valores obtidos.

Para determinacdo das curvas de mortalidade, os extratos foliares foram
diluidos em diferentes concentracdes, cuja faixa de diluicdo variou conforme amostra
de foliolos, com objetivo de obter mortalidade acima de 1% e menor que 99% para 0s
tratamentos. Na amostra coletada aos 123 DAP, foram realizadas as menores
diluicdes utilizadas, que variaram entre 45 e 512 vezes, ou seja, proporcional a 1
grama de folha em 45 e 512 ml de agua, respectivamente. A amostra, cuja faixa de
variacdo das concentracdes foi maior, foi a coletada aos 101 DAP, na qual a maior
diluicdo superou 2000x (1g: 2000 ml). Essas diluicdes elevadas séo indicadores que

a expressdo da proteina nos tecidos foliares é elevada e por outro lado que A.

gemmatalis tem grande suscetibilidade a esta toxina.
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5.3 Quantificac&o de proteina CrylAc

Comparando as concentracdes letais obtidas para os extratos de folhas das
diferentes coletas com as concentra¢cfes letais do padrdo de proteina CrylAc, é
possivel inferir a concentracéo de proteina CrylAc em folhas de soja BRS 1010 IPRO

aplicando os valores obtidos na Equacéao 2.

de Crvldc. o= folh _ CLsg, bioensaio CrylAc (ng.cm™?) x50 (2)
hg de CrylAc.g~ folha fresca = CLs, bioensaio extrato de folha (ug.pl=1.cm=2)

Os dados apresentados na Figura 2.4 demonstram que a maior concentracao
de proteina foi encontrada na amostra coletada aos 102 DAP (R6), representando
3,02 (IC =251 - 3,75) a 6,04 (IC 5,03 — 7,50) ug de CrylAc. g* de folha fresca,
comparando-se com 0s bioensaios 1 e 2 de proteina, respectivamente. A menor
concentracdo foi encontrada na amostra de folha coletada aos 123 DAP, em estagio
avancado de senescéncia, em que os valores atingiram concentracédo de 1,74 (IC =
1,42 — 2,25) a 3,47 (IC = 2,84 — 4,50) ug de CrylAc. g* de folha fresca comparando-

se com os dois bioensaios.
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Figura 2.4 — Concentragdo de proteinas CrylAc (IC 95%) em folhas de soja BRS 1010 IPRO em
diferentes periodos de desenvolvimento da cultura. Comparacgéo entre resultados obtidos
com a transformacé&o de dados a partir dos dois bioensaios com padréo de CrylAc.
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54 Discussao

Os resultados apresentados para concentracdo de proteina em foliolos
divergem dos resultados apresentados por Macrae et al. (2005), os quais encontraram
concentracGes médias de proteina que variam de 50 a 250 pg de CrylAc. g de folha
fresca, adotando método de ELISA. Os mesmos autores, quando consideraram o erro
padrao, obtiveram as concentracées de CrylAc que variaram entre 40 e 280 ug de
CrylAc. g de folha fresca.

Yu et al. (2013) também adotaram o método de ELISA para quantificar
proteina CrylAc em folhas de soja. Contudo, o kit para o teste de ELISA
(comercialmente disponivel pela empresa Envirologix Inc.) utilizado para quantificar a
proteina, segundo o departamento técnico da Envirologix, tem carater apenas
qualitativo, e ndo quantitativo. Embora o kit utilizado ndo tenha sido o ideal, os valores
encontrados pelos autores estdo mais proximos dos valores detectados no presente
estudo, em que as concentracdes obtidas variam entre 4 e 13 ug de CrylAc. g* de
folha fresca. Os autores, assim como no presente trabalho, identificaram oscilacdo ao
longo do ciclo da cultura, diferentemente do trabalho de Macrae et al. (2005), que
demonstrou aumento da concentracdo de proteina no decorrer do desenvolvimento

das plantas.

A quantificacéo de proteina CrylAc na presente pesquisa foi realizada através
de indicador biolégico. Entretanto, também se tentou através do método ELISA com o
uso do kit comercialmente disponivel, de carater qualitativo, da empresa Agdia. Os
valores observados de absorbancia para diferentes concentracfes de extrato foliar
permaneciam 0s mesmos, demonstrando que o kit ndo possuia caracteristicas
quantitativas, além da comparacdo com o padrdo CrylAc indicar quantidades
exorbitantes de proteina Bt no tecido foliar. Com isso, o Kit demonstrou-se inapto para

guantificar a proteina.

A metodologia aplicada na quantificagcdo pode ter contribuido com as
divergéncias de resultados entre o presente trabalho com os trabalhos dos autores
citados anteriormente, tendo em vista que o processo de maceragdo em ambos os
casos ocorre em solugcédo tampéo extratora, que pode ter extraido maior quantidade
de proteina do tecido foliar. O uso de extrator em ensaios de quantificacdo de
proteinas Cry através de indicador biolégico deve ser estudado, com objetivo de
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verificar possiveis otimizacdes na extracdo de proteina do tecido foliar e também
verificar possiveis efeitos do extrator no desenvolvimento dos insetos utilizados nos

estudos.

A quantificacdo em diferentes cultivares, ou material vegetal proveniente de
diferentes localidades, ou o0 manejo da soja também podem explicar as divergéncias
de resultados (HUANG et al., 2014). As oscilagdes na concentracédo de CrylAc séo
normais em condi¢ces de campo, uma vez que diversos fatores abioticos estdo
ligados a expressao de proteina, como oscilacdes de temperatura (CHEN et al., 2005;
CHEN et al., 2012; WU et al., 2002), época de semeadura (HALLIKERI et al., 2009),
disponibilidade de nitrogénio (COVIELLA; STIPANOVIC; TRUMBLE, 2002), ou
encharcamento de raizes (LOU et al., 2008).

O presente estudo, bem como os trabalhos de Macrae et al. (2005) e de Yu et
al. (2013) indicaram alta expresséo da proteina no estadio de R6 (que corresponde a
102 DAP), com aumento da expresséo ao longo da fase reprodutiva. Yu et al. (2013)
também identificaram decréscimo no conteddo de CrylAc nas amostras de folhas
coletadas ao fim de ciclo, correspondente a coleta 123 DAP, devido ao processo de
senescéncia, em que folhas amareladas possuem menor quantidade de proteina 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 a toxina CrylAc (BERNARDI et al. 2012;
SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012) o que permitiria detectar pequenas variagdes na
guantidade de proteina presente nos tecidos. Tal caracteristica também foi observada
neste trabalho, com concentragées letais de 0,09 e 0,18 ng.cm? demonstrando alta

suscetibilidade.

Os resultados de bioensaios com proteina padrdo CrylAc influenciam
diretamente na quantificacdo de proteina no tecido foliar, uma vez que as ClLso
encontradas nos bioensaios sdo diretamente proporcionais a quantidade de proteina
na folha, ou seja, quanto maior a CLso para proteina CrylAc, maior a concentracao de
proteina presente na folha apds a comparacado. Crialesi-Legori (2014) encontraram
CLso de 0,75 ng.cm? de proteina CrylAc para A. gemmatalis, valores
aproximadamente 7 vezes maior que no presente trabalho. Com isso, a concentracao

de proteina na folha seria acrescida em aproximadamente 7 vezes. Comparacdes
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entre CLso obtidas em diferentes estudos dessa natureza séo arriscadas, uma vez que
o bioensaio sofre influéncia de fatores associados a qualidade da dieta e variacao de

suscetibilidade das populagbes do inseto, por exemplo.

A qualidade (estabilidade do formulado, nivel de pureza) do padrao utilizado,
bem como da populacéo de insetos e dos bioensaios realizados, contribui para uma
afericdo mais precisa do conteudo de proteinas Cry. A metodologia aplicada neste
trabalho para quantificacdo de proteinas Cry apresenta-se promissora, contudo mais
pesquisas devem ser realizadas para comprovacdo do método e para eventuais
adaptacdes, como a adocao de extrator tampéao, com intuito de obterem-se resultados

mais precisos.
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6 CONCLUSOES

O método apresentado no trabalho para quantificar proteina CrylAc em folhas
de soja apresentou-se promissor.

A concentracdo de proteina CrylAc nas folhas de soja variou entre 2,17 e
6,04 g de CrylAc. g de folha fresca, conforme data de coleta de folhas e
conforme bioensaio de padréo utilizado para comparacéao.

O méaximo de concentracdo de proteina CrylAc nos foliolos de soja ocorreu
no estadio R6 aos 102 DAP, com expressao de 3,02 a 6,04 ug de CrylAc. g
! de folha fresca

A expressdo de CrylAc na folha decai com avanco do processo de
senescéncia.

A populacdo de Anticarsia gemmatalis estudada apresentou CLso de 0,09 a

0,18 ng.cm de proteina CrylAc.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de indicadores biologicos para estudo de quantificacdo de proteinas
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 aplicacdo dos métodos de ELISA, os quais demonstram resultados
divergentes. Por outro lado, as empresas detentoras dos kits para determinacdo
qualitativa, ndo recomendam o seu uso para quantificacdo dos niveis de proteina na
cultura da soja. Uma vez que o conteudo de proteina nos foliolos de soja apresenta
elevada variabilidade, os métodos de determinacdo desses teores devem ser melhor
estudados, verificando possiveis diferencas entre cultivares e realizando estudos em

condicBes controladas para evitar o efeito de agentes abiéticos.
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