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RESUMO

CAMPOS, CRISTIANE MENDES DE. Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos,
setembro de 2017. Suscetibilidade de populacdes de Helicoverpa armigera Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae) ao Dipel em condicbes de laboratério e campo.
Orientador: Anselmo Afonso Golynski. Coorientadora: Lilian Ldcia Costa.

A ocorréncia de lagartas do género Helicoverpa, em niveis populacionais nunca antes
registrados foi constatada na regido do cerrado brasileiro em fevereiro de 2012,
causando prejuizos na ordem de R$ 2 bilhGes em diversas culturas. Posteriormente
identificada como Helicoverpa armigera, espéecie nunca antes relatada no Brasil, essa
praga esta presente em todas as regides agricolas do pais. O objetivo desta pesquisa foi
estudar a suscetibilidade de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)
ao bioinseticida Dipel® (Bacillus thuringiensis kurstaki HD-1), em condicBes de
laboratério e campo. Em laboratério foi avaliada a susceptibilidade de lagartas de
primeiro instar de H. armigera de diferentes populacbes (S&o Paulo, Minas Gerais e
Goiés) e lagartas de primeiro ao terceiro instar para populacdo de Sdo Paulo. A
mortalidade em lagartas da populagdo de Minas Gerais foi superior a 80% desde o
primeiro dia de avaliacdo, sendo a populagdo mais suscetivel entre as testadas. As
lagartas de terceiro instar da populacdo de Sao Paulo, foram menos suscetiveis que as
dos dois primeiros instares. Nos testes de campo, foi estudado controle de H. armigera
com aplicacdo do Dipel utilizando dois volumes de calda nas culturas de soja e milho-
doce. O ensaio foi conduzido em parcela subdivida, sendo dois volumes de calda (100 e
150 L ha™) e as subparcelas trés avaliacdes (24, 48 e 72 horas). A semeadura direta das
duas culturas e as avaliacdes, apos a aplicacdo do produto, foram feitas no mesmo dia.
Discos foliares foram coletados em cada avaliagio com objetivo de estudar da
persisténcia do bioinseticida e a mortalidade de H. armigera. O uso de maior volume
em plantas de soja e milho-doce ndo influéncia a persisténcia nem a mortalidade de H.
armigera. Mas, na cultura do milho-doce proporciona maior cobertura. A persisténcia

do bioinseticida Dipel diminui significativamente do primeiro para o terceiro dia ap6s a
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aplicagdo. Estudos de persisténcia de bioinseticidas em laboratorio e campo séo
essenciais para otimizar o uso desta tecnologia no controle de pragas de importancia

econOmica.

PALAVRAS-CHAVE: Controle microbiano, entomopatogeno, tecnologia de aplicacéo.



ABSTRACT

CAMPOS, CRISTIANE MENDES DE. Goiano Federal Institute Campus Morrinhos,
September of 2017. Susceptibility of Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae) populations to Dipel under laboratory and field conditions. Advisor:
Anselmo Afonso Golynski. Co-Advisor: Lilian Ldcia Costa.

The occurrence of larvae of the genus Helicoverpa, at population levels never before
registered was verified in the region of the Brazilian cerrado in February 2012, causing
losses in order of R $ 2 billion in several crops. Later identified as Helicoverpa
armigera, a species never before reported in Brazil, this pest is present in all agricultural
regions of the country. The objective of this research was to study the susceptibility of
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) to the Dipel® bioinseticide
(Bacillus thuringiensis kurstaki HD-1) under laboratory and field conditions. In the
laboratory, the susceptibility of H. armigera first instar larvae from different
populations (Sdo Paulo, Minas Gerais and Goias) and first to third instar larvae to the
population of Sdo Paulo were evaluated. The larvae mortality of the Minas Gerais
population was over 80% from the first day of evaluation, being the population more
susceptible among those tested. The third instar larvae of the Sdo Paulo population were
less susceptible than those of the first two instars. In the field tests, control of H.
armigera with Dipel application was studied using two volumes of syrup in the soybean
and sweet corn cultures. The assay was conducted in a subdivide plot, with two volumes
of syrup (100 and 150 L ha™) and the sub-plots three evaluations (24, 48 and 72 hours).
The direct sowing of the two cultures and the evaluations, after application of the
product were done on the same day. Leaf discs were collected at each evaluation with
the objective of studying the persistence of the bioinsecticide and the mortality of H.
armigera. The use of higher volume in soybean and sweet corn plants did not influence
the persistence or the mortality of H. armigera. But in the sweet corn crop provides
greater coverage. The persistence of Dipel bioinsecticide significantly decreases from

the first to the third day after application. Studies of persistence of bioinsecticides in the



laboratory and field are essential to optimize the use of this technology in the pests

control of economic importance.

KEYWORDS: Microbial control, entomopathogenic, application technology.
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INTRODUCAO GERAL

Estima-se que a producdo agricola no Brasil para safra de 2017 chegue a 221,4
milhGes de toneladas de cereais, leguminosas e oleaginosas superando a safra de 2016
(IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2017). Entretanto um dos fatores
fundamentais e limitantes para a producdo agricola sdo os insetos-praga, por
apresentarem alto potencial bidtico e adaptacdo a diferentes hospedeiros e condicdes
climaticas.

A espécie Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) é uma das
principais pragas mais relevantes da agricultura no mundo, especialmente pela sua
grande distribuicdo geografica e o habito polifago (Zalucki et al. 1986; Guo 1997;
Behere et al. 2013).

Para o controle de insetos-praga, 0 método quimico ainda é o mais utilizado.
Contudo, cerca de 30 a 70 % do produto aplicado pode ser perdido pelo uso de técnicas
inadequadas (Pereira et al., 2012). Para o controle de uma determinada praga ser
eficiente € necessario considerar a qualidade na aplicacdo, ou seja, utilizar a tecnologia
de aplicacdo correta (Yanai et al., 2008; Ramos et al., 2010).

Medidas alternativas ao controle quimico, tais como a utilizacdo de agentes de
controle microbiano de pragas, como o Bacillus thuringiensis (Bt) vem sendo utilizado.
A suscetibilidade de H. armigera a proteinas Cry de Bt é relatada em varios paises nos
altimos anos (Van Franenhyuzen, 2009). Existem poucos estudos no Brasil, com o
produto comercial a base de Bt Dipel® quanto a suscetibilidade de H. armigera
considerando a variabilidade populacional e tecnologia de aplicacdo. Assim objetivou-
se com este trabalho avaliar a suscetibilidade de diferentes populacdes de H. armigera
ao Dipel, em condicdes de laboratério e campo, com diferentes volumes de calda

aplicada nas culturas da soja e milho-doce.



REVISAO DE LITERATURA

2.1 Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA NOCTUIDAE)

2.1.1 Ocorréncia e Disperséao

Ha relatos de ocorréncia de 18 espécies do género Helicoverpa em todo
mundo, sendo quatro delas apontadas como de maior importancia econémica:
Helicoverpa zea, de ocorréncia comum nos Estados Unidos e Brasil; Helicoverpa
punctigera, endémica da Australia; Helicoverpa assulta, de ocorréncia comum na india
e Helicoverpa armigera, com grande distribuicdo mundial, ocorrendo em paises da
Asia, Africa, Europa e Oceania. A espécie Helicoverpa gelotopoeon, foi encontrada em
paises como Chile e Argentina, causando sérios prejuizos na safra da argentina de soja
no periodo de 2009/2010 (Thomazoni et al., 2013).

A Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) foi constatada no
Brasil por volta de 2012/2013, com registros de ocorréncia em estados de Goias, Bahia
e Mato Grosso (Czepak et al., 2013). Essa praga esta disseminada no Pais, sendo
considerada importante em varias culturas, principalmente de soja e algoddo (Avila et
al. 2013; Czepak et al. 2013; Specht et al. 2013).

A sua importancia com insetos praga esta relacionada a alta capacidade de
dispersdo e desenvolvimento em diversos hospedeiros, com alto potencial de dano
econémico (Liu et al., 2004; Czepak et al., 2013; Specht et al., 2013).



2.1.2 Biologia e comportamento de Helicoverpa armigera

A espécie Helicoverpa armigera é um inseto holometabolo com os estdgios de
ovo-larva-pupa-adulto. Os ovos inicialmente possuem coloragdo branco-amarelada com
aspecto brilhante, proximo da eclosdo das larvas tém a cor marron (Ali & Choudhury,
2009). As fémeas geralmente ovipositam no periodo noturno e 0s ovos sdo colocados
isoladamente ou em pequenos agrupamentos preferencialmente na parte adaxial das
folhas ou mesmo em cima de talos, flores, frutos e brotagdes terminais (Mensah, 1996).

O periodo larval de H. armigera é composto por seis instares larvais (Twine,
1978; King, 1994; Fowler, 2001). Durante os primeiros instares larvais, possuem a
coloracdo variando de branco-amarelada a marrom-avermelhada e cépsula cefalica
variando entre marrom-escuro a preto, nesta fase, com duracdo de 12 a 36 dias
alimentam-se primeiramente das partes mais tenras das plantas e podem produzir uma
teia (Kirkpatrick, 1962; Bhatt Patel, 2001; Fowler, 2001).

Conforme as lagartas se desenvolvem podem ter diferentes tipos de
pigmentagéo, variando amarelo-palha ao verde, exibindo listras de coloragdo marrom
lateralmente no térax, abdémen e na cabeca a coloracao pode ser influenciada de acordo
com o tipo de alimentacdo (Ali; Choudhury, 2009). No quarto instar, as lagartas tém
tubérculos abdominais escuros e bem visiveis na regido dorsal, caracteristica que auxilia
na identificacdo de H. armigera (Matthews, 1999). Outra particularidade perceptivel em
lagartas dessa espécie € a textura do seu tegumento, que tem aspecto levemente
coriaceo, em relagdo as demais espécies de Heliothinae que ocorrem no Brasil (Czepak
et al., 2013). Esta caracteristica de H. armigera pode estar relacionada a resisténcia que
0 inseto possui aos inseticidas quimicos, principalmente aqueles de acdo de contato
(Genari, 2014). Além disso, quando a lagarta de H. armigera, é tocada, apresenta o
comportamento de encurvar a capsula cefalica em diregdo a regido ventral do primeiro
par de falsas pernas, assim exibindo modelo de defesa (Avila et al., 2013).

As pupas desta espécie possuem uma coloracdo marrom-mogno e superficie
arredondada nas partes terminais. A fase dura em torno de 10 a 14 dias (Ali &
Choudhury, 2009). Geralmente a fase da pupa ocorre no solo e de acordo com as
condicdes climaticas, entra em diapausa (Karim, 2000).

Os adultos de H. armigera tém dimorfismo sexual, podem ser diferenciados
através da cor e tamanho das asas. A fémea possui as asas de tom base castanho rosado

e uma envergadura aproximada de 40 mm, e nos machos as asas apresentam uma cor
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verde acinzentada e cerca de 35 mm de envergadura. Uma outra diferenca que pode ser
observada é o formato do abdomen, sendo o da fémea mais arredondado (Jayaraj,
1972). Os adultos sdo atraidos por flores que produzem néctar, este recurso é de grande
importancia principalmente para escolha do hospedeiro, que influéncia também sua
capacidade de oviposicdo (Cunningham et. al, 1999). Uma Unica fémea pode colocar

entre 2.000 até 3.000 ovos, o que influéncia a sua disseminacdo (Naseri et al., 2011).

2.1.3 Prejuizos causados pela Helicoverpa armigera

Seus principais € mais severos danos sdo registrados em varias culturas de
importéncia econémica, tais como, o algoddo, as leguminosas, sorgo, milho, feijao,
tomate, frutiferas e também plantas ornamentais (Reed, 1965; Fitt, 1989; Moral Garcia,
2006). Estima-se prejuizos anuais que chegam a U$$ 5 bilhGes devido ao seu ataque
(Lammers & MacLeod, 2007).

A lagarta ataca tanto as estruturas vegetativas como as reprodutivas de seus
respectivos hospedeiros, desde cotilédones, folhas, flores e os frutos. Entretanto as
lagartas tém preferéncia pelas vagens em desenvolvimento ou ja completamente
formadas na cultura da soja (Johnson & Zalucki, 2005).

Em decorréncia dos problemas com que lagartas de H. armigera ocasionados
na Bahia, foi realizado em 22/02/2013, na cidade de Luis Eduardo Magalhdes, o
primeiro forum regional sobre Helicoverpa. O evento teve como objetivo avaliar a
incidéncia das lagartas desse género na regido, bem como definir estratégias eficazes no
manejo do inseto (Czepak et al., 2013). Os produtores relataram prejuizos da ordem de
R$ 140,00/ha na producdo, além da necessidade de trés aplicacdes adicionais de
inseticidas nas lavouras. Na mesma safra, foram observadas lagartas de H. armigera em
cultivos de soja dos estados do Maranhdo e Piaui. Em Mato Grosso, essa praga foi
também observada atacando lavouras de algodéo, soja e milho, enquanto em Goias 0s
danos foram mais acentuados nas lavouras de tomate e soja (Avila et al., 2013).

A safrinha de milho de 2013 foi marcada por grandes surtos de lagartas de H.
armigera nas principais regides produtoras, uma das maiores ja registrada desde o inicio
da comercializacdo das sementes de milho geneticamente modificado (milho Bt) no
Brasil. Além da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, as lagartas de Helicoverpa
armigera foram consideradas as grandes vilds do milho (Avila et al., 2013).



2.1.4 Manejo da Helicoverpa armigera

O conhecimento da dinamica populacional de insetos assim como dos
principais fatores ambientais e biolégicos que podem influenciar no seu
desenvolvimento sdo de fundamentais importancia para um manejo correto de insetos-
praga. Assim como a correta identificacdo desta espécie, pois se feita de maneira errada
pode levar o uso equivocado de taticas de manejo (Avila et al., 2013).

A procura por taticas alternativas de manejo, relaciona-se a rapida evolucdo da
resisténcia em populac6es de H. armigera e pela demanda de alimentos mais saudaveis.
Com destaque a essas alternativas, pode-se utilizar agentes de controle microbiano de
pragas, como € 0 caso da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner
(Eubacteriales: Bacillaceae) (Glare & O"Callaghan, 2000; Karim et al. 2000; Bobrowski
et al. 2003; Polanczyk & Alves 2003; Bravo et al., 2011).

A ineficacia de inseticidas convencionais no manejo de H. armigera (Ahmad et
al., 2003; Patil et. al., 2006; Wu, 2007) contribuiu para o aumento do mercado de
agentes de controle biol6gico Brasil. Na safra de 2013/2014, houve aumento
significativo deste mercado (cerca de R$ 100 milhdes), sendo que o bioinseticidas Bt,
principalmente Dipel, foi de cerca de R$ 50 milhdes com cerca de 9 milhdes de hectares
pulverizados com Bt bioinseticidas (Polanczyk et al., 2017).

Na Australia, China e India as proteinas CrylAb, CrylAc, Cry2Aa e Cry2Ab
de Bt controlam de maneira satisfatoria H. armigera (Liao et al., 2002; Chandrashekar
et al., 2005). No Brasil, o ato Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento n° 15
de 14 de margo de 2013, autorizou o uso emergencial de bioinseticidas baseados no
virus VPN-Helicoverpa zea e Bacillus thuringiensis para 0 manejo de H. armigera na

cultura da soja e algodao.

2.2 Bacillus thuringiensis BERLINER (BACILLALES: BACILLACEAE)

2.2.1 Histdrico, nomenclatura e utilizagdo no manejo de pragas

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) possui esporo gram-positiva aerébica e

pertencente a familia Bacillaceae. Foi isolada pela primeira vez em 1901, em Bombyx

mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae), por um pesquisador japonés
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Shigetane Ishiwata, que a chamou “Sottokin-Bacillus™” (Ishiwata, 1901; Steinhaus, 1961;
Heimpel; Angus, 1963). Anos mais tarde, por volta de 1915, a bactéria foi redescoberta
pelo bidlogo alemdo Ernst Berliner, que entdo a isolou de Ephestia kuehniella (Zeller)
(Lepidoptera: Pyralidae) (Berliner, 1915) e a denominou Bacillus thuringiensis Berliner.

Esta bactéria apresenta cristais de culturas esporuladas que foram reportadas
por Berliner, mas a importancia inseticida desse cristal sé foi descoberta mais tarde
(Sanchis; Bourguet, 2011). O primeiro pesquisador a correlacionar os cristais, nomeado
de corpos parasporais com a patogenicidade de Bt foi Hannay (1953), sendo que Angus
(1968) comprovou possivel relacdo de uma substancia toxica com a morte de insetos
(Habib; Andrade, 1998).

O uso de Bioenseticidas a base de Bt, e bastante utilizado com sucesso no
controle de pragas, desde a segunda metade do século XX (Rosas-Garcia, 2009;
Sanahuja et al., 2011; Sanchis, 2011). Em insetos de diversas ordens de importancia
agricola: Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera, Isoptera, Lepidoptera e Orthoptera, a
bactéria entomopatogénica tem efeito letal e/ou subletal na fase jovem e/ou adulta
(Porcar et al., 2007; Van Frankenhuyzen, 2009; Aboussaid et al., 2010; Blanco et al.,
2010; Oppert et al., 2010; Bergamasco et al., 2013; Panizi, 2013; Van Frankenhuyzen,
2013; Van Frankenhuyzen & Tonon, 2013; Zhang et al., 2013; Schinemann et al.,
2014).

2.2.2 Aspectos gerais e modo de acao

O Bacillus thuringiensis é uma bactéria esporulante que possui esporos em
forma de bastonete e que na esporulacdo produz inclus@es cristalinas (O'Callagham,
2000; Crickmore, 2006; Glare; Jurat-Fuentes; Jackson, 2012). Os cristais tém proteinas-
toxinas, conhecidas como &-endotoxinas, que apresentam atividade toxica para
Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera e Orthoptera (De
Maagd; Bravo; Crickmore, 2001; van Frankenhuyzen, 2009; Wu et al., 2011; Bravo et
al., 2011).

O modo de acdo das proteinas Cry envolve diversas etapas, ingestdo do
complexo esporo-cristal pela larva suscetivel, solubilizacdo e processamento da toxina,
ligacdo ao receptor, inser¢cdo na membrana, formacdo do poro e citélise. As proteinas
Cry se apresentam na forma de pré-toxinas e necessitam serem ativadas por proteases

para liberarem fragmentos toxicos (Schnepf et al.,1998; Monnerat; Bravo, 2000).



Para a solubilizacdo da pro-toxina, a mesma precisa entrar em contato com o
pH alcalino dos insetos alvo pelo intestino médio das larvas (Knowles, 1994). Algumas
diferencas na solubilizacdo ajudam determinar as alteragdes quanto as proteinas Cry
referente ao grau de toxicidade (Aronson et al., 1991). Apds o processo da solubilizacdo
é fundamental o processamento das pro-toxinas por proteases especiais presentes no
intestino médio do inseto, para que haja liberacdo de fragmento toxico (Tojo; Aizawa,
1983). Um fator significativo € a clivagem que ajuda a determinar a especificidade; o
principal tipo de protease digestiva em insetos das ordens Lepidoptera e Diptera é uma
forma serino-protease e o principal tipo para ordem Coleoptera (cisteino e aspartico-
proteases) (De Maagd; Bravo; Crickmore, 2001).

Quando as proteinas Cry sdo ativadas e passam através da membrana
peritréfica do intestino médio, um revestimento de protecdo e chegam ao local-alvo e
unem-se com receptores especificos presentes nas microvilosidades das celulas
colunares do intestino médio das larvas de insetos suscetiveis (Zhang et al., 2012).
Entdo toxinas Cry interagem com receptores especificos, determinando o espectro de
acdo das o&-endotoxinas, este fator importante para a toxicidade e especificidade
(Monnerat; Bravo, 2000; De Maagd; Bravo; Crickmore, 2001; Bravo et al., 2007). Esta
integracdo gera poros que causam a lise celular e o extravasamento do contetdo
instestinal para hemolinfa (Copping; Menn, 2000; Praga et al., 2004). Possivelmente a
ligacdo proteina caderina no intestino médio com toxinas Cry, leva ativacdo por via de
sinalizacdo celular, ocasionado a morte da célula (Zhang et al., 2005; Zhang et al.,
2006).

2.2.3 Controle de H. armigera com Bt

Apesar de muitas espécies de insetos apresentarem suscetibilidade ao patdgeno,
produtos a base de Bt sdo efetivos somente para lepidopteros, dipteros e coledpteros
(Glare & O’Callagham, 2000). Os autores relacionaram 572 espécies de lepiddpteros
suscetiveis ao Bt destes, 83 (14,5%) sdo noctuideos, significando alto potencial no manejo
de espécies-praga pertencentes a este género. O bioinseticida Dipel® & base de Bt (Bt
kurstaki HD-1) é pouco tdxico para acaros, coledpteros, dipteros e hemipteros, mas é
eficiente em 170 lepiddpteros-praga (Beegle & Yamamoto, 1992; Glare &
O’Callagham, 2000).



Apenas duas toxinas (CrylAc e Cry2Aa) sdo toxicas para as trés Helicoverpa
spp. Van Frankenhuyzen (2009) demonstrou que varia muito a atividade bioldgica de Bt
para Helicoverpa spp. Babu et al. (2002) apuraram que CrylAc é 6,5 vezes mais toxica
que Cry2Aa, porém Cry2Aa tem menor tempo letal. Avisar et al. (2009) e Kranthi et al.
(2001) relataram que em relacdo a outras toxinas, a CrylAc possui a maior
suscetibilidade de H. armigera.

Pelo fato desta espécie apresentar alta capacidade de migracdo pode ocorrer um
isolamento geografico e, posteriormente, o isolamento reprodutivo, originando
populacgdes fisiologicamente diferentes. Leite et al. (2014) estudaram a filogeografia de
populacdes nativas de H. armigera e relataram a presenca de linhagens de populacbes
chinesa, europeia e indiana nas 14 populagdes analisadas.

As diferencas fisioldgicas existentes entre populagdes da mesma espécie,
podem afetar a suscetibilidade as taticas de controle, implicando na necessidade de
elaboracdo de sistemas de manejo de acordo com esta variacdo populacional. Conforme
observado para populacfes de Plutella xylostella e Spodoptera frugiperda da América
Latina e Europa (Gonzéales-Cabrera et al., 2001; Polanczyk et al., 2005; Monnerat et al.,
2006).

A variagdo de suscetibilidade de instares em bioensaios de mortalidade é um
aspecto importante. Lagartas neonatas de H. armigera foram mais sensiveis a toxina
Cry2Ab do que lagartas de terceiro instar, enquanto as de terceiro instar, foram mais

sensiveis que as neonatas para CrylAc (Bird et al., 2007).

2.3 Tecnologia de aplicacao

Uma das alternativas para minimizar os danos causados pela lagarta H. armigera
é a aplicacdo de inseticidas, que evita ou diminui a severidade do ataque. Entretanto,
aplicar o produto em maior numero possivel de folhas com acurécia e uniformidade
sobre o inseto ndo é tarefa facil por causa de seu habito alimentar sendo necessario
pulverizar inseticidas nos tercos médio e inferior das plantas (Bonadiman, 2008).

A tecnologia de aplicacdo pode ser definida como a ciéncia que busca a correta
colocagéo do produto no alvo, no “timing” adequado, na quantidade requerida, de forma

econbmica e, com 0 minimo de contaminagdo humana e ambiental (Matuo, 1990).



Sabe-se que a aplicagdo de produtos fitossanitarios por pulverizacdo &€ um
processo dinamico e multifacetado com oportunidades para a perda de ingrediente ativo
(Al-Sarar et al., 2006). Além de conhecer o produto a ser aplicado, é necesséario dominar
a forma adequada de aplicagdo, de modo a garantir que o produto alcance o alvo
minimizando as perdas.

Um dos aspectos mais importantes relacionados ao controle de insetos-praga
refere-se ao didmetro das gotas produzido na pulverizacdo que determina o nivel de
cobertura, a penetracdo do produto no dossel da planta, a perda por evaporacdo, assim
como a uniformidade de distribuicdo do liquido sobre o alvo (Farooq et al., 2001; Yu et
al., 2009). Outro parametro importante que interfere na cobertura e deposito da
pulverizacdo a campo é o volume de aplicacdo. Atualmente, busca-se reduzir o volume
de aplicacdo nas pulverizagdes, visando aumento da capacidade operacional dos
equipamentos aplicadores (Farinha et al., 2009). A reducdo do volume de aplicacédo
representa expressiva inovacao tecnoldgica. Entretanto, nem sempre se correlacionam
com uma eficiéncia adequada, visto que, normalmente a cobertura do alvo é diretamente
proporcional ao volume de aplicacdo (Courshee, 1967).

Neste contexto, Gimenes et al. (2012) avaliaram os volumes de aplicacdo de 100
L ha' e 200 L ha™ e verificaram melhor controle do alvo com volume de calda maior
devido a maior cobertura de gotas. Costa et al. (2013) ao comparar o depdsito de calda
obtido em plantas de soja em funcdo do volume de aplicacdo e angulagédo de bicos de
energia centrifuga em relacdo ao tratamento convencional, bico de energia hidraulica e
volume de 150 L ha', os autores observaram que o tratamento convencional
proporcionou maior depésito nas plantas de soja.

Por outro lado, em trabalho anterior, Derksen et al. (2008) avaliaram o depdsito
da calda pulverizada utilizando diferentes modelos de pontas de pulverizacdo, com
taxas que variaram de 93 a 187 L ha™ e ndo observaram diferencas significativas no

deposito na parte inferior da cultura em funcéo da variacdo do volume de calda.
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CAPITULO |

Suscetibilidade de diferentes instares e populacdes de Helicoverpa
armigera ao Dipel em laboratorio

(Normas de acordo com a revista Journal of Invertebrate Pathology)

Cristiane Mendes de Campos®
%Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos-GO

RESUMO

A Helicoverpa armigera possui habito polifago, ampla distribuicdo geografica, e alta
capacidade de migragdo. Objetivou-se com este trabalho avaliar a susceptibilidade de
lagartas de H. armigera em diferentes populacdes (Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias) no
12 instar e lagartas até o 39 instar para populacdo de Sdo Paulo em relacdo ao produto
comercial Dipel®. Os testes foram conduzidos no laboratdrio de Controle Microbiano
de Artropodes Praga da UNESP Jaboticabal/SP. Para a realizacdo dos experimentos, a
dieta artificial foi vertida em placas de acrilico e utilizada uma concentracdo de 10’
esporos/mL aplicada na superficie e posteriormente foram inoculadas as lagartas. O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com 4 repeticdes com 25 lagartas,
arranjados em esquema fatorial (2x3x5) e (2x3x8), primeiro fator com produto
comercial Dipel e sem o segundo fator as diferentes populagdes e diferentes instares, o
terceiro épocas de avaliacdo. A mortalidade foi avaliada diariamente. A populacdo de
Minas Gerais teve mortalidade acima de 80% desde o primeiro dia de avaliacdo tendo
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maior suscetibilidade. Na populagcdo de S&o Paulo, lagartas de 12 e 22 s&o mais

suscetiveis do que lagartas de 32 instar.

Palavras-chave: Controle microbiano, entomopatogeno, noctuidae.

ABSTRACT

Helicoverpa armigera has a polyphagous habit, broad geographical distribution, and
high migration capacity. The objective of this work was to evaluate the susceptibility of
H. armigera larvae in different populations (S&o Paulo, Minas Gerais and Goids) in the
1st instar and larvae to the 3rd instar for the S&o Paulo population using the commercial
product Dipel®. The tests were conducted in the Laboratory of Microbial Control of
Arthropods Prague of UNESP Jaboticabal/SP. For the experiments, the artificial diet
was poured into acrylic plates and a concentration of 107 spores/mL was applied to the
surface and the larvae were later inoculated. The experimental design was completely
randomized with 4 replicates with 25 larvae, arranged in a factorial scheme (2x3x5) and
(2x3x8), first factor with commercial product Dipel and without, the second factor the
different populations and different instars and the third evaluation periods. Mortality
was assessed daily. The Minas Gerais had mortality above 80% from the first day of
evaluation, with greater susceptibility. In the S&o Paulo population, larvae of 1st and

2nd are more susceptible than larvae of 3rd instar.

Keywords: Microbial control, entomopathogenic, noctuidae.
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1. Introducéo

A Helicoverpa armigera Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga
encontrada em varias regides do pais, causando severos prejuizos em diversas culturas.
Essa praga foi considerada como quarentenaria Al, porém foi constatada no Brasil na
safra 2012/2013, com registros de ocorréncia nos estados de Goias, Bahia e Mato
Grosso (Czepak et al.,, 2013). Tem grande capacidade de dispersdo que atrelada a
polifagia, contribui para instalacdo de uma nova praga no Brasil.

A identificacdo errada desta espécie quando foram detectados os primeiros
surtos, levou a opcdo pelo uso de inseticidas inadequados. Em falhas de controle de
insetos-praga 0 que se observa é o0 aumento do nimero de aplicacdes e a dose dos
inseticidas utilizados, isso contribui para evolucdo da resisténcia das populagdes desta
praga aos inseticidas. O intervalo de cinco anos entre a entrada de H. armigera no Brasil
e a sua correta identificacdo pode ter influenciado na evolucdo da resisténcia desta
espécie aos inseticidas (Sosa-Gomez et al., 2015).

As diferencas fisiologicas existentes entre populacBes da mesma espécie
podem afetar a suscetibilidade as taticas de controle o que implica na necessidade de
elaboragdo de sistemas de manejo de acordo com a variabilidade populacional. Essa
variacdo foi observada para populacGes de Plutella xylostella e Spodoptera frugiperda
da América Latina e Europa em resposta a0 manejo com entomopatégenos (Gonzales-
Cabrera et al., 2001; Monnerat et al., 2006; Polanczyk et al., 2005).

H& estudos que demonstram diminuicdo significativa na suscetibilidade de H.
armigera as toxinas Cry conforme seu desenvolvimento larval (Bird; Akhurst, 2007; Li;
Bower, 2012). A diferenca de suscetibilidade da praga as toxinas Bt ao longo do
desenvolvimento coloca a eficiéncia da toxina dependente do instar larval da praga, ou
seja, instares tardios sdo menos suscetiveis e mais vorazes.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a suscetibilidade de H. armigera ao
bioinseticida Dipel, comparando diferentes populagdes no primeiro instar de

desenvolvimento e diferentes instares larvais de uma mesma populacao.
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2. Material e métodos

As criacOes de H. armigera e bioensaios foram conduzidos no Laboratério de
Controle Microbiano de Artropodes Praga da Universidade Estadual Paulista Campus
Jaboticabal, SP. Localizada a 21° 14’ 05” S de latitude, 48° 17° 09” W de longitude e
615,01 m de altitude.

2.1. Populagdes Helicoverpa armigera

As populacbes utilizadas nos bioensaios foram oriundas dos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais e Goias. As lagartas utilizadas nos experimentos foram obtidas a
partir da geracdo seguinte a que chegaram ao laboratério.

2.2. Criacdo dos insetos

Os insetos foram criados no laboratério de Controle Microbiano de Artropodes
Praga da UNESP, em ambiente climatizado com temperatura 25+1°C, UR de 70+10% e
fotoperiodo de 12 horas.

As lagartas foram individualizadas em placas de Petri (6 cm de didmetro x 2
cm altura) contendo dieta artificial proposta por Greene et al., 1976 (Tabela 1) e
mantidas sob condi¢des controladas de temperatura, umidade relativa e fotoperiodo até
a fase de pupa. As pupas foram sexadas e separadas em 20 casais. ApOs a emergéncia,
os adultos, foram mantidos em gaiolas cilindricas de PVC de 20 cm de didmetro e 20
cm de altura, revestidas internamente com papel corrugado e alimentados com solugéo
de mel 10%. A gaiola foi colocada sobre um prato plastico de 23,5 cm de didametro e 3
cm de altura contendo papel toalha, para a remogdo de escamas e excrementos na
extremidade superior da gaiola fechada com tecido de malha fina (tipo voile), preso por
elastico.

O substrato de oviposicao foi trocado a cada dois dias para retirada dos ovos. O
papel corrugado e o tecido de malha fina, com ovos, foram colocados em solucéo de
cobre (sulfato ico pentahidratado/ CUSO45H,0) a 1 % para limpeza e sanitizacéo e
colocados para secar o excesso de agua. As posturas foram acondicionadas em potes
plasticos e as lagartas apés a eclosdo foram individualizadas em placas de Petri (6 cm de

didmetro x 2 cm altura) contendo 10 mL de dieta artificial (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicéo da dieta artificial utilizada para criacdo de Helicoverpa armigera

INGREDIENTE QUANTIDADE
Feijdo Branco 103 g
Germe de trigo 829
Farelo de soja 419
Leite em po 31g
Levedura de cerveja 5159
Acido ascorbico 499
Acido sorbico 250
Nipagin 4,8¢
Solucéo Vitaminica 8 Ml
Tetraciclina 0,19
Formaldeido 40% 5 Ml
Agar 1759
Agua 500 mL

(Greene et al., 1976 modificada).

2.3. Bioensaio de suscetibilidade de H. armigera ao Dipel em laboratério

Para o bioensaio foi usado o bioenseticida & base de Bt kurstaki (Dipel® PM),
na concentracdo de 10’ esporos/mL. Para os testes de suscetibilidade em lagartas
neonatas das trés diferentes populagdes, a dieta foi vertida nas placas (Cosmetic Jar
Vazio Pot Eyeshadow Face) (1,50 cm diametro x 2 cm altura) contendo 2 mL de dieta
artificial e 150 pL Bt kurstaki (Dipel® WG) foi aplicado sobre a dieta com auxilio de
“epperndorf”. Apos a evaporacdo do excesso de umidade foi transferida uma lagarta
com idade entre 24 horas, em cada placa. Para avaliacdo da mortalidade de lagartas
neonatas das trés populacdes apos a inoculagéo, foi utilizado esquema fatorial (2x3x5),
primeiro fator com produto comercial Dipel e sem testemunha, e outro, as diferentes
populacGes oriundas dos estados Sdo Paulo, Minas Gerais e Goiés e o Ultimo as épocas
de avaliacdo em cinco dias.

Os testes realizados no 19, 22 e 32 instar da populagdo de S&o Paulo, a dieta foi
vertida em bandejas, (3,50 cm diametro x 3 cm altura) contendo 4 mL de dieta artificial
e 150 pL Bt kurstaki (Dipel® PM) aplicado sobre a dieta por um “epperndorf”. Apds a
evaporacdo do excesso de umidade foi transferida uma lagarta com idade entre 24, 48 e
72 horas para cada célula da bandeja. A avaliacdo da populagdo de Séo Paulo, foi
utilizado o esquema fatorial (2x3x8), primeiro fator com e sem bioinseticida Dipel, os

trés diferentes instares e o periodo de avaliagdo em oito dias.
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Para conducéo do bioensaio foi utilizado delineamento inteiramente ao acaso e
usadas 4 repeti¢bes, cada tratamento contendo 25 lagartas, totalizando 100 lagartas de
cada populagéo para os tratamentos com e sem Dipel.

Apobs o periodo de 24 horas, iniciou-se o0 registro dos numeros de lagartas
mortas por repeticdo. Considerou-se lagartas mortas aquelas que ndo se moviam quando
tocadas com um pincel de cerdas finas. Assim, realizaram-se avaliagdes em intervalos
de 24 horas, até o oitavo dia de avaliag&o.

Os dados de mortalidade foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk, Levene
e Durbin-Watson para constatacdo de normalidade e homogeneidade da variancia, para
verificar se atendiam aos requisitos da analise de variancia ANOVA. Em seguida a
ANOVA, foi utilizada para verificar o efeito do produto na mortalidade de lagartas.
Como os dados ndo atenderam aos requisitos exigidos, foram conduzidas analises ndo
paramétricas utilizando os testes de Kruskall-Wallis a 5% de probabilidade. Para

conducdo das analises, foi usado o softwer estatistico R versao 3.3, 2017.

3. Resultados

N&o verificou diferenca significativa quanto & mortalidade das lagartas entre as
populacbes de Sdo Paulo e Goias, mas entre as populacfes de Minas Gerais e Goias
houve diferenca significativa nos trés primeiros dias de avaliacdo, embora a mortalidade
tenha sido de 100% no final do periodo de avaliacdo para todas as populagdes (Tabela
2).

O Dipel matou mais rapido as lagartas da populacdo de Minas Gerais, com
mortalidade acima de 80% no primeiro dia de avaliacdo, enquanto 60% das lagartas da
populacdo de Goids estavam mortas no terceiro dia de avalicdo. As lagartas da
populacéo de Sdo Paulo demoraram mais tempo para morrer com 90% de mortalidade

apenas no quinto dia (Tabela 2).
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Tabela 2. Mortalidade em porcentagem acumulada de diferentes populacbes: S&o
Paulo, Minas Gerais e Goias de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) com e
sem aplicacdo do bioinseticida Dipel no periodo de avaliacao.

Dias apds aplicacdo dos tratamentos

Populacéo 1 2 3 4 5

c/ Dipel 1(SP) 68bcC 82bcBC 88bcBC 96aAB  100aA
2(MG) 82abC  92abABC  100abAB  100aA  100aA

3(GO) 38cB 56¢B 60cB 100aA  100aA

1(SP) 4aA 2bcA 2cA 6aA 6aA
s/ Dipel 2(MG) 8aA 10abA 10abA 10aA 10aA

3(GO) 2aA 6CA 6bcA 6aA 6aA

CV=2,65%; W =0,95; L=2,76; DW = 2,71

Medianas seguidas por letras distintas minGsculas na coluna e maiudscula na linha diferem entre si pelo teste de
Kruskall-Wallis ao nivel de 0,05 de significancia; CV: coeficiente de variacdo; W, L e DW: estatisticas dos testes de
Shapiro-Wilk para normalidade dos residuos, Levene para homogeneidade de variancias e Durbin-Watson para
independéncia dos residuos, respectivamente; Valores em negrito indicam residuos normalmente distribuidos e

independentes e v’ariancias homogeéneas ao nivel de 0,05 de significancia.

A suscetibilidade de lagartas de 12 e 29 instar de H. armigera ao Dipel foi
significativamente maior quando comparadas com lagartas de 32 instar. Entretanto, no
primeiro dia de avaliacdo, 68% das lagartas de 19 instar estavam mortas (Tabela 3). No
quinto dia apo6s aplicacdo constatou-se mortalidade de 100% das lagartas de 12 e 2¢

instar da H. armigera (Tabela 3).

O terceiro instar foi menos suscetivel ao Dipel diferindo significativamente dos
demais instares. No primeiro e segundo dia de avaliacdo, ndo houve mortalidade e,
somente a partir do terceiro dia, observou-se o inicio da mortalidade das lagartas com
indice de 20%. Constatou-se também que as lagartas de 32 instar atingiram 100% de

mortalidade somente no oitavo dia de avaliacédo (Tabela 3).
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Tabela 3. Mortalidade em porcentagem acumulada em diferentes instares Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae) da populacdo de Sdo Paulo com e sem aplicagéo do
bioinseticida Dipel no periodo de avaliagao.

Dias ap0s aplicacdo dos tratamentos

instar 1 2 3 4 5 6 7 8

1 68aC 82aBC 88aBC 96aAB 100aA  100aA 100aA  100aA

c/ Dipel 2 18bD 56aCD 78abC 92aBC 100aAB 100aA 100aA 100aA
3 OcE ObE 18bD  28bCD 38bCD 88bBC 96aAB 100aA
1 4aA  4abA 4abA  6Aa 6aA 6aA 6aA 6aA

s/ Dipel 2 ObB  ObAB ObAB 2bAB  4aA 4aA 4aA 4aA
3 0bB 6aA 6aA 6abA 6aA 8aA 8aA 8aA

CV=57,25%; W =0,94; L=5,32; DW =251

Medianas seguidas por letras distintas mintdsculas na coluna e maidscula na linha se diferem entre si pelo teste de
Kruskall-Wallis ao nivel de 0,05 de significancia; W, L e DW: estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk para
normalidade dos residuos, Levene para homogeneidade de variancias e Durbin-Watson para independéncia dos
residuos, respectivamente; Valores em negrito indicam residuos normalmente distribuidos e independentes e

variancias homogeéneas ao nivel de 0,05 de significancia.

4. Discusséo

O bioinseticida Dipel foi eficiente causando a mortalidade total das diferentes
populagdes de lagartas neonatas de Helicoverpa armigera em cinco dias. Os
bioinseticidas a base de Bt, apresentam as proteinas Cry em suas formulacées, que por
sua vez sdo toxicas para H. armigera (Liao et al. 2002; Bravo et al. 2011; Chelliah et al.
2011; Sebastido et al. 2015).

Os produtos a base de Bt, sdo preparados com esporos-cristais através de varias
estirpes selvagens do B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) HD1 pelas expressdes de
proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa ou HD73 produzindo CrylAc e B.
thuringiensis var. aizawai (Bta) HD137 que produz toxinas diferentes Cry, tais como
CrylAa, CrylB, CrylCae CrylDa (Bravo et al., 2011). Mas, o arranjo do esporo-cristal
que estd nas formulagbes pode resultar em um efeito sinérgico (Avilla et al. 2005)
consequentemente, ha aumento da toxicidade do Bt, e algumas vezes ocorre maior
mortalidade larval (Chandrashekar et al. 2005). Esse relato pode ser corroborado com os

resultados obtidos neste estudo.
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Ha relatos de que ha diferenca significativa entre populacbes de H. armigera
quanto ao manejo que desenvolvem em regides distintas (Kranthi et al., 2001; Chen et
al., 2013; Tay et al., 2013). Portanto isso justificaria a mortalidade das populac¢des das
trés diferentes regies do Pais ter sido mais rapida ou lenta entre os dias de avaliacao.

Segundo Monnerat et al. (2006), relatam grande diferenca de suscetibilidade
entre populacBes de S. frugiperda latino americanas as toxinas Cry. O mesmo foi
relatado em diferentes populacdes de Plutella xilostella (Gonzéles-Cabrera et al., 2001).

Deve-se considerar nos bioensaios a variagdo da suscetibilidade entre instares
de H. armigera com Bt. Bird et al. (2007) verificaram que lagartas neonatas de H.
armigera foram mais sensiveis a toxina Cry2Ab do que lagartas de terceiro instar,
enquanto as de terceiro instar foram mais sensiveis que as neonatas para CrylAc.

Lagartas de instares mais adiantados sd0 menos suscetiveis as toxinas presentes
nos formulados comerciais e a toxicidade dos produtos utilizados diminui com o
aumento da idade larval. A reducdo de toxicidade do Bt para estadios mais adiantados
tem sido observada em varias espécies de insetos (Rausell et al., 2000; Ali et al., 1996;
Li et al., 2012). Resultados similares foram obtidos neste estudo.

Para Rausell et al. (2000) em Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera:
Notodontidae), ha diminuicdo da afinidade de CrylAb em um dos receptores conforme
observado em lagartas de instares mais avancados. Resultados semelhantes foram
obtidos por Chou et al. (1995), em que os autores observaram que as bases bioquimicas
da susceptibilidade foram reduzidas em lagartas de instares tardios de S. frugiperda. Os
autores ressaltam variacdo nos receptores da toxina durante o desenvolvimento das
lagartas, explicando a menor capacidade da toxina CrylC e CrylD afetar a
permeabilidade da membrana do inseto nos ultimos instares.

Os dados deste estudo enfatizam que Dipel é eficiente na mortalidade de H.
armigera, e pode ser usado no manejo dessa praga e também como ferramenta do
Manejo Integrado de Pragas MIP. Mas, ainda é necessario estudo complementar
relacionado a dindmica populacional desta praga, avaliacdo dos diferentes instares

larvais, fatores bidticos e a influéncia de regides geogréaficas.
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5. Conclusao

As lagartas da populacdo de Minas Gerais tém menor tempo letal em
comparagdo com a populacdo de Sdo Paulo e Goias, embora ndo tenha sido observada
diferenca na mortalidade total entre as populagdes.

Na populacdo de S&o Paulo, as lagartas de 12 e 22 sdo mais suscetiveis do que

lagartas de 39 instar.
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CAPITULO I

Suscetibilidade de Helicoverpa armigera ao Dipel utilizando diferentes
volume de calda em soja e milho-doce

(Normas de acordo com a revista Journal of Invertebrate Pathology)

Cristiane Mendes de Campos®
%Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos-GO

RESUMO

A adequacdo da tecnologia de aplicacdo € uma etapa crucial no manejo de insetos-praga
de dificil controle como é o caso de Helicoverpa armigera. Diante disso, objetivou-se
avaliar o controle de lagartas de H. armigera pelo bioinseticida Dipel, aplicado com
diferentes volumes de aplicacdo nas culturas da soja e milho-doce e a persisténcia do
produto no campo apos as aplicacdes. O ensaio foi conduzido na fazenda experimental
da FCAV-UNESP, Jaboticabal, SP. O delineamento experimental utilizado foi blocos
ao acaso em esquema de parcela subdividida no tempo (2x3) e quatro repeticGes. Os
tratamentos foram constituidos por dois volumes de aplicacdo (100 e 150 L ha™) e trés
intervalos de coleta apds a aplicacdo (24, 48 e 72 horas) para as avaliagdes do nimero
médio de esporos do bioinseticida (persisténcia) e mortalidade da lagarta H. armigera.
Independente da cultura, a persisténcia do bioinseticida Dipel no ambiente representado
pelo numero médio de esporos e mortalidade de H. armigera diminuiu com o0s
intervalos de avaliagdo. Os resultados obtidos para mortalidade de H. armigera
proporcionada pelo Dipel nas culturas ndo foram considerados satisfatorios. Ao

comparar 0 numero médio de esporos obtidos nas culturas da soja e milho doce,
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verificou-se que no milho os valores foram superiores nos trés intervalos de avaliacao.
O uso de maior volume de aplicacdo no estadio inicial de desenvolvimento da planta de

soja e milho ndo aumenta a persisténcia nem a mortalidade de H. armigera.

Palavras-chave: Controle, persisténcia, tecnologia de aplicacao.

ABSTRACT

The suitability of the application technology is a crucial step in the management of
difficult-to-control insect pests such as Helicoverpa armigera. The objective of this
study was to evaluate the control of H. armigera caterpillars by Dipel® bioinsecticide
applied with different application volumes in the soybean and sweet corn cultures and
the persistence of the product in the field after the applications. The experiment was
conducted at the experimental farm of FCAV-UNESP, Jaboticabal, SP. The
experimental design was a randomized complete block design in split plot (2x3) and
four replications. The treatments consisted of two application volumes (100 and 150 L
ha) and three collection intervals after application (24, 48 and 72 hours) for the mean
number of bioinsticide spore (persistence) and mortality of H. armigera larvae.
Regardless of the culture, the persistence of the Dipel bioinsecticide in the environment
represented by the mean number of spores and mortality of H. armigera decreased with
the evaluation intervals. The results obtained for of H. armigera mortality provided by
Dipel in the cultures were not considered satisfactory. When comparing the mean
number of spores obtained in soybean and sweetcorn cultures, it was verified that in
sweet corn the values were higher in the three evaluation intervals. The use of higher
volume of application at the initial stage of development of the soybean and sweet corn

plants does not increase the persistence or the mortality of H. armigera.

Keywords: Control, persistence, application technology.
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1. Introducéo

A espécie Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) € considerada umas
das mais importantes no Brasil pela sua alta capacidade de disperséo, desenvolvimento
em diversos hospedeiros e alto potencial de dano econémico (Behere et al. 2013; Specht
et al., 2013). Esta espécie foi detectada de norte a sul do Brasil, na safra de 2012/2013,
quando os danos substanciais foram relatados pelos pesquisadores supracitados (Czepak
etal., 2013).

Os danos mais severos foram registrados em culturas de importancia
econbmica, tais como em algodao, leguminosas, sorgo, milho, feijdo, tomate, frutiferas
e também plantas ornamentais (Cunningham & Zalucki, 2014; Leite et al., 2014; Moral
Garcia, 2006). A lagarta ataca tanto estruturas vegetativas como as reprodutivas de seus
respectivos hospedeiros, mas tem preferéncia pelas vagens em desenvolvimento ou ja
completamente formadas (Suzana et al., 2015; Johnson & Zalucki, 2005).

Para o controle deste inseto-praga, o Ministério da Agricultura concedeu
permissao de uso de inseticidas de varios grupos quimicos e mecanismos de a¢do para 0
controle de H. armigera. Entretanto, Wyckhuys et al. (2013) destacaram 640 casos de
resisténcia de populagdes da referida praga a inseticidas de diferentes grupos quimicos.

Medidas alternativas ao controle quimico é utilizada no manejo desta espécie,
tais como agentes de controle microbiano de pragas, como € o caso de bioinseticidas a
base de Bacillus thuringiensis (Bt) (Lacey, 2017; Bravo et al., 2011; Polanczyk & Alves
2003). Nas condicbes climéaticas do Brasil, a persisténcia desses bioinseticidas €
variavel por se tratar de um agente bioldgico (Polanczyk, 2016). Essa baixa persisténcia
reduz o tempo de eficiéncia do produto em campo, sendo necessario desenvolver
tecnologias que possam aumentar essa persisténcia.

Além disso, ha casos de controle insatisfatdrio deste inseto-praga (Kuss et al.,
2016), com necessidade de reaplicacbes de inseticidas biolégicos ou ndo, e muitas
vezes, ndo esta associado a ineficiéncia do produto, mas a tecnologia de aplicacéo
empregada (Costa et al., 2015).

O local preferido como refugio para muitas pragas € a parte mediana e inferior
das plantas hospedeiras (Bonadiman, 2008). Baseado nesta informacdo é fundamental
que na pulverizagdo, as gotas com o ingrediente ativo do inseticida se depositem em
maior numero de folhas da planta e, assim o bioinseticida desempenhe o méaximo

potencial de controle.
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Independente da finalidade das operacOes de pulverizacdo, a escolha do
volume de aplicacdo e do didmetro da gota, pode contribuir para o aumento da
penetracdo e deposito dos produtos fitossanitarios nas por¢cdes mediana e inferior das
plantas (Bueno et al., 2014; Cunha et al., 2011).

A busca por maior eficiéncia dos equipamentos, com consequente diminuicao
dos custos de aplicacdo, ha tendéncia de reducdo dos volumes da calda aplicada (Costa
et al., 2015; Souza et al., 2012; Farinha et al., 2009). A reducéo do volume de aplicagéo
representa expressiva inovagdo tecnoldgica, porém, nem sempre se correlacionam com
eficiéncia adequada (Bayer et al., 2011; Courshee, 1967). Assim, a adequacdo da
tecnologia de aplicacdo € uma etapa crucial no manejo de pragas de dificil controle
como é o caso de H. armigera.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o controle de lagartas de H. armigera
pelo bioinseticida Dipel aplicado com diferentes volumes de aplicagdo nas culturas da

soja e milho-doce e, a persisténcia do produto no campo ap0s as aplicacdes.

2. Material e Métodos

O ensaio de campo foi conduzido na fazenda experimental da FCAV-UNESP
campus de Jaboticabal, localizada a 21° 14’ 05” S de latitude, 48° 17° 09” W de
longitude e 615,01 m de altitude, em Latossolo Vermelho eutrofico, tipica textura

argilosa.

2.1. Instalacdo da cultura de soja e milho-doce em campo

A semeadura das culturas (soja e milho-doce) foi realizada no dia 31 de janeiro
de 2017 de forma mecanizada utilizando a cultivar TMG-7262 RRB CAT S2 com
espacamento de 0,45 m para soja. A cultivar GSS 41243 utilizando o espacamento 0,90
m para milho-doce. A emergéncia das plantas deu-se aos cinco dias apds o plantio.

Para controle da infestacdo inicial de Spodoptera sp. na cultura do milho-doce
foram realizadas duas aplicacGes (Dipel 500g/ha e Xentari 500g/ha) nos dias 20 e 24 de
fevereiro de 2017 com auxilio de um pulverizador costal, marca Jacto, equipado com

bico conico.
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Na cultura da soja, houve a necessidade de aplicar Decis 300 mi/ha no
controle de percevejos no dia 03 de mar¢o de 2017, para manter a integridade das folhas
que foram utilizadas no ensaio de campo.

A unidade experimental do milho-doce foi constituida por 89 m2 x 15,30 m?, ja
para soja a area foi maior composta por 69 m2 x 20 m?, com a parcela de 5 m2 de
comprimento, constituida por 4 linhas, apenas, considerou-se as 2 linhas centrais como

area util.

2.2. Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso em esquema de
parcela subdividida no tempo (2x3) e quatro repeticdes. Os tratamentos foram
constituidos por dois volumes de aplicacdo (100 L ha™ e 150 L ha™) e trés intervalos de
coleta apds a aplicacdo (24, 48 e 72 horas) para as avaliacdes do nimero medio de
esporos do bioinseticida (persisténcia) e mortalidade da lagarta Helicoverpa armigera.

Utilizou-se um pulverizador pressurizado a CO,, com barra de pulverizagdo com
quatro bicos, modelo ADI 11005 espacados de 0,50 m e 0,50 m de altura em relacdo ao
alvo e velocidade de deslocamento de 5 km h™. A presséo foi ajustada em 30 e 45 Ibf
pol™ para obtenco dos volumes de 100 e 150 L ha™, respectivamente. De acordo com o
fabricante do modelo da ponta (Albus-Jacto), o espectro de gotas € classificado em
gotas médias nas duas pressdes utilizadas.

Nas aplicacbes do bioenseticida de ingrediente ativo Bacillus thuringiensis
(DIPEL SC®) foi utilizada a dose de 0,5 L para o volume de 100 L ha™ e 0,90 L para o
volume de 150 L ha™ para manter a mesma concentracdo das caldas utilizadas. A
aplicacdo foi realizada no dia 10 de marco de 2017, estadio V4 de desenvolvimento das
culturas. As condic¢Bes climéticas registradas no dia e horario da aplicacdo foram

temperatura 34,5 °C, umidade relativa 53% e ventos de até 3 km h™.
2.3. Coleta das folhas e avaliacdes de mortalidade e niUmero de esporos
Foram coletadas duas folhas em quatro plantas por parcela em cada intervalo

de 24, 48 e 72 horas ap06s a aplicacdo. As folhas foram levadas ao laboratorio e cortadas

em forma de disco.
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Em cada intervalo, dois discos de cada planta da cultura da soja e da cultura do
milho-doce foram colocados em potes plasticos e oferecidos para lagartas de primeiro
instar de H. armigera. A avaliacdo de mortalidade procedeu-se por apenas trés dias.
Considerava-se a lagarta morta quando tocadas com pincel de cerdas finas e ndo se
observava movimento.

Para a contagem dos esporos, dois discos da mesma planta em que se avaliou a
mortalidade, foram colocados em tubos de ensaio contendo 10 mL de agua destilada, e
agitados em vortex. A contagem foi realizada em camara de Neubauer de acordo com
Alves & Moraes (1998). Com base no nimero de esporos, utilizou-se a comparacao da

bula do Dipel, tendo minimo 27,5 bilhdes de esporos viaveis por grama.

2.4. Andlise de dados

Os dados obtidos do nimero médio de esporos e mortalidade de lagartas, apds
confirmacdo dos pressupostos de normalidade do residuo (Shapiro-wilk),
homogeneidade de variancias (Levene), e independéncia dos residuos (Durbin-Watson)
foram submetidos ao teste F da andlise de variancia ANOVA, e quando significativo as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para conducdo das analises, utilizou-se o software estatistico R versdo 3.3, 2017.

3. Resultados

Na cultura do milho-doce, ndo houve interacdo significativa entre os volumes
testados e o intervalo de avaliacdo apds a aplicagdo do bioinseticida Dipel para o
namero médio de esporos e para a mortalidade das lagartas Helicoverpa armigera
(Tabela 4 e Figura 1).

Constatou-se que o nimero médio de esporos com 24 horas da aplicagédo foi
maior comparado aos valores obtidos com 72 horas (Tabela 4). Este resultado indica
que a persisténcia do bioinseticida € curta.

A mortalidade de H. armigera também foi avaliada com 24, 48 e 72 horas ap6s
aplicacdo (HAA). Com 24 HAA constatou-se maior nimero médio de esporos, mas ndo

houve correlacdo positiva com a mortalidade (Figura 1).
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Em relagdo aos volumes utilizados, ndo houve diferenca entre eles para o

nimero médio de esporos e mortalidade do inseto (Tabela 4 e Figura 1).

Tabela 4. Numero médio de esporos de Bacillus thuringiensis contabilizados na cultura

do milho-doce apos a aplicacdo. Jaboticabal, SP, 2017.

Numero médio de esporos

Intervalos de avaliacdo apds aplicacdo

Volumes o
24 hs 48 hs 72 hs Meéedias
100 4.318.750,00 4.756.250,00 2.406.250,00  3.827.083,00 a
150 4.721.875,00 3.637.500,00 3.068.750,00  3.809.375,00 a

Médias 4.520.313,00a 4.196.875,00a 2.737.500,00 b

W =0,96; L=1,33; F=0,46; DW = 3,06
CVtrat=49,98%; CVaval=50,14%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de significancia; W, L, F e
DW: estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk para normalidade dos residuos, Levene para homogeneidade de
variancias, Tukey para aditividade do bloco e Durbin-Watson para independéncia dos residuos, respectivamente.
Valores em negrito indicam residuos normalmente distribuidos e independentes e variancias homogéneas ao nivel de

0,05 de significancia.

14 aA

® 100 L ha-1
#1501 ha-1

Mortalidade de /. armigera (%)

24 hs 48 hs 72 hs

Intervalos de avaliagao apos aplicacio

Médias seguidas de mesma letra minuscula entre volumes e maiusculas entre intervalos de avaliacdo ap6s aplicagdo dentro de cada
volume ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 1. Mortalidade de Helicoverpa armigera (%) na cultura do milho-doce apés o0s

intervalos de aplicacdo. Jaboticabal, SP, 2017.
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Na cultura da soja, de forma similar ao que ocorreu na cultura do milho, o
nimero médio de esporos na avaliagdo de 24 HAA foi maior do que nas avaliacbes
sequentes (Tabela 5). Entretanto, na soja houve correspondéncia do numero médio de
esporos e mortalidade da lagarta, que também foi maior com 24 HAA em relagdo a 72
HAA (Tabela 5 e Figura 2).

Tabela 5. Numero médio de esporos de Bacillus thuringiensis contabilizados na cultura

da soja apds a aplicacdo. Jaboticabal, SP, 2017.

Numero médio de esporos

Intervalos de avaliacdo ap6s aplicacdo
Volumes

24 hs 48 hs 72 hs Médias
100 2.709.375,00 1.534.375,00 1.240.625,00  1.828.125,00 a
150 2.953.125,00 1.462.125,00 1.196.875,00 1.870.708,00 a
Médias 2.831.250,00 a 1.498.250,00b  1.218.750,00 b

W =0,96; L= 2,20; F=0,15; DW = 2,53
CVitrat=25,23%; CVaval=26,25%

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de significancia. W, L, F e DW: estatisticas
dos testes de Shapiro-Wilk para normalidade dos residuos, Levene para homogeneidade de variancias, Tukey para aditividade do
bloco e Durbin-Watson para independéncia dos residuos, respectivamente. Valores em negrito indicam residuos normalmente

distribuidos e independentes e variancias homogéneas ao nivel de 0,05 de significancia.
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Meédias seguidas de mesma letra mindscula entre volumes e maidsculas entre intervalos de avaliacdo apds aplicacdo dentro de cada
volume ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 2. Mortalidade de Helicoverpa armigera (%) na cultura da soja, ap6s 0s
intervalos de aplicacdo. Jaboticabal, SP, 2017.

N&o houve diferenca significativa entre os volumes testados para o numero
médio de esporos em cada intervalo de coleta apos as aplicagdes (Tabela 5). Da mesma
forma, no 1° dia ap6s a aplicacdo (24 hs), ndao houve diferenga na mortalidade em
relacdo aos volumes testados. No segundo dia, 48 HAA, o volume de 150 L ha™
proporcionou menor mortalidade da lagarta e, no terceiro dia (72 HAA) maior
mortalidade em relacdo ao volume de 100 L ha™ (Figura 2). Este fato pode ser
explicado pelo tempo necessario para 0 Bt matar o inseto, que € em torno de 2 a 3 dias e
que pode variar em funcdo da quantidade de produto ingerido.

Ao comparar 0 nimero médio de esporos obtidos nas culturas da soja e milho-
doce, verificou-se que no milho os valores foram superiores nos trés intervalos de
avaliacdo (Figura 3). Em cada uma das culturas, também ndo se verificou diferenca

entre os volumes de aplicagdo para o nimero médio de esporos (Figura 3).

39



24 horas apos a aplicacio

2 aA
= 5.000.000,00 -
= = Cultura Milho
S 4.000.000,00 - ® Cultura Soja
=
2
3.000,000,00 -
I
£
g 2,000.000,00 -
£
= 1.000.000.00 =~
z 100 L ha-1 150 L ha-1
Volume de aplicacio
48 horas apos a aplicacao
aA
g 5.000.000,00
=
S 4.000.000,00 - 2 = Cultura Milho
'E = Cultura Soja
3 3.000.000,00 -
E
£ 2.000.000,00 1 A bA
2 1.000.000,00 < :
> 100 L ha-1 150 L ha-1
Volume de aplicacio
72 horas apés a aplicagio
8
i 4.000.000,00 -
s aA
é 3.000.000.00 - aA = Cultura Milho
:Té m Cultura Soja
= 2.000.000,00
s bA bA
Z  1.000.000.00

100 L ha-1 150 L ha-1

Volume de aplicacgio

Médias seguidas de mesma letra minGscula entre as culturas (milho e soja) e maiUsculas entre volumes de aplicagdo ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 3. Numero médio de esporos contabilizados em cada intervalo apds a aplicacao

nas culturas de milho-doce e soja. Jaboticabal, SP, 2017.
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Ao comparar 0 numero médio de esporos obtidos nas culturas da soja e milho-
doce, verificou-se que no milho os valores foram superiores nos trés intervalos de
avaliacdo (Tabela 6). Em cada uma das culturas, também n&o se verificou diferenca
entre os volumes de aplicacdo para o nimero médio de esporos (Tabela 6).

4. Discussao

Valores médios de esporos de Bacillus thuringiensis e mortalidade de
Helicoverpa armigera foram semelhantes entre os volumes testados. Esperava-se obter
maiores valores para o volume de 150 L ha™ porque, de acordo com Corshee (1967),
um dos fatores que interfere na cobertura da pulverizacdo e, consequentemente no
controle do alvo, é o volume de aplicagdo, sendo variaveis com correlacéo positiva.

Outros autores, entretanto, ressaltam que nem sempre 0 uso de volumes maiores
tem influéncia direta no resultado bioldgico, pois a quantidade de veiculo de aplicacédo
por unidade de area tem a finalidade Gnica de diluir, transportar e facilitar a distribuicdo
do ingrediente ativo no alvo (Oliveira et al., 2010; Roman et al., 2009; Derksen et al.,
2008; Cunha et al., 2006; Costa et al., 2005).

O volume adequado estéa relacionado, dentre outros fatores, com o indice de area
foliar da cultura no momento da aplicacdo e nunca com uma condicdo pré-estabelecida
(Ramos et al., 2004). Isto significa que nos estadios iniciais de desenvolvimento das
culturas, quanto menor area foliar menor também serd o volume de calda exigido para
cobertura do alvo. O uso de gotas grandes e altos volumes podem proporcionar
escorrimento da calda pela menor capacidade de retencdo da calda pelas folhas,
produzindo menor cobertura (Debortoli, 2011).

Como as aplicacdes foram realizadas no estadio V4 de desenvolvimento da soja
e V4 do milho-doce, isso justifica os valores médios de esporos e mortalidade
semelhantes entre os volumes.

Outro aspecto que deve ser considerado é em relacdo ao nimero medio de
esporos maior no milho-doce do que na soja. Um dos fatores pode ter sido a menor area
de interceptacdo pelas folhas da planta de soja, proporcionando maior escorrimento em
relacdo as plantas de milho. O estadio de desenvolvimento, a textura e a pilosidade das
folhas e a arquitetura, sendo uma barreira fisica das plantas s&o os principais limitadores
da tecnologia (Barboza, 2015). A diferenca das plantas de soja e milho no momento da

aplicacdo também podem ter contribuido para este resultado.
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Independente da cultura, a persisténcia do bioinseticida Dipel no ambiente
representado pelo nimero médio de esporos e mortalidade de H. armigera diminuiu
com o intervalo de avaliacdo (24, 48 e 72 horas apds a aplica¢do). Ou seja, do primeiro
para o terceiro dia apds a aplicacdo do bioinseticida, 0 nimero médio de esporos e
mortalidade diminuiram.

Resultados semelhantes ao desta pesquisa foram encontrados por Kuss et al.
(2016). Os autores observaram que a partir de 72 horas da pulveriza¢do, nenhum dos
inseticidas testados (flubendiamida, clorantraniliprole, espinosade, clorfenapir,
indoxacarbe, metoxifenozida, baculovirus (HzSNPV) e Bt (var. kurstaki HD-1)
apresentam controle satisfatorio de H. armigera. Sanahuja et al. (2011) também
relataram que o Bt persiste durante apenas alguns dias na superficie da folha, pois a luz
UV, o ambiente da superficie da folha e a presenca de proteases podem contribuir para a
degradacéo das proteinas Cry.

O sucesso no controle de insetos-praga ndo estd relacionado apenas com
desempenho do inseticida, mas da associacdo de vérios fatores, inclusive a tecnologia
de aplicacdo que sera utilizada. Sugere-se que outras pesquisas sejam realizadas com
outras variagdes nas tecnicas de aplicacéo para se oferecer informacdes seguras a campo
no tocante a eficiéncia no controle desta importante espécie de inseto-praga.

Para a melhor recuperacdo do Bt bioinseticida aplicada sobre as plantas talvez
seja necessario aperfeicoar o método, embora o método utilizado neste trabalho seja o
de isolamento da Organizacdo Mundial da Saude (Who, 1985). Por exemplo, Collier et
al. (2005) utilizaram tubos com suspensdo salina (0,85%) com 0,5 gramas de areia
auticlavada e agitadas em vortex por 30 segundos.

Estudos com objetivo de relacionar persisténcia e mortalidade sdo importantes
para melhorar as formulacdes de Bt bioinseticidas, pois ainda ndo se conhece o
comportamento do Dipel, por exemplo, em nossas diversas condi¢des climaticas, apesar
deste produto estar disponivel no mercado ha quase 50 anos. Somente com informagdes
solidas sobre a persisténcia x mortalidade dos Bt bioinseticida serd possivel otimizar o
uso de modernas técnicas de formulacdo, como o encapsulamento (Vemmer & Patel,
2013).

Deve-se ressaltar também que o alto custo de novas moléculas inseticidas, em
torno de US$ 250 milhoes de doélares (Glare et al., 2012), as duvidas sobre a eficiéncia
das plantas transgénicas em nossas condi¢fes agroecoldgicas (Bernardi et al., 2017;

Blanco et al., 2016) e o0 aumento dos relatos de resisténcia de populagdes de insetos e
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acaros aos produtos disponiveis na agricultura (Tabashnik et al., 2014) colocam o
controle biolégico como alternativa bastante promissora para o controle de pragas nas

préximas décadas.

5. Conclusado

O uso de maior volume de aplicagdo no estadio inicial de desenvolvimento da
planta de soja e milho ndo aumenta a persisténcia nem a mortalidade da H. armigera.

A arquitetura da planta do milho-doce proporciona maior cobertura da aplicacédo
(maior nimero de esporos) do que na planta de soja.

A persisténcia do bioinseticida Dipel diminui significativamente do primeiro
para o terceiro dia ap0ds a aplicacao.
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CONCLUSAO GERAL

O bioenseticida Dipel foi eficiente no controle de Helicoverpa armigera em
laboratério, lagartas de H. armigera foram suscetiveis ao Bt (var. kurstaki HD-1).
A populacdo de Minas Gerais tem menor tempo letal em relagdo a populacéo
de S&o Paulo e Goiés.
Lagartas de 12 e 29 instar foram mais suscetiveis do que lagartas no 32 instar,
para populacao de Sao Paulo.
O uso de maior volume de aplicacdo no estadio inicial nas culturas de soja e
milho-doce, ndo aumenta a persisténcia do produto nem a mortalidade de H. armigera.
A arquitetura da planta de milho-doce proporciona maior cobertura da aplicagédo
(maior nimero de esporos) do que na planta de soja.
A persisténcia do bioinseticida Dipel diminui significativamente do primeiro ao

terceiro dia ap0s aplicacao.
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