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RESUMO

A soja é a principal cultura de importancia econémica e comercialmente produzida em larga
escala no Brasil. Porém, diversos sdo os fatores que afetam o potencial produtivo desta
oleaginosa, entre eles destacam-se os insetos da ordem Lepidoptera. Como alternativa para
controle destas pragas, diversos produtores tém adotado o uso da soja Bt, que expressa a toxina
CrylAc. Contudo, a expansao da area com essa tecnologia gera duvidas quanto ao impacto da
exposicdo de CrylAc aos insetos-alvo e ndo-alvo e seus entomopatégenos, Metarhizium rileyi
e 0s virus de poliedrose nuclear. Assim, os objetivos desse trabalho foram: elucidar o impacto
de concentracgdes subletais da cepa HD-73, que expressa CrylAc, i) no sistema imunoldgico de
Spodoptera frugiperda, a fim de investigar se o desafio com Bt induz a “memoria imunoldgica”;
ii) na viruléncia e producéo de corpos de oclusao do virus em S. frugiperda; iii) na mortalidade
larval das espécies de noctuideos, quando aplicada de forma simultdnea ou sequencial com
VPN e M. rileyi; e iv) nos parametros bioldgicos de noctuideos-alvo e ndo-alvo, quando
aplicada em conjunto com os entomopatdgenos. No ensaio imunoldgico, lagartas neonatas
foram expostas ad libitum a diferentes concentracdes de HD-73 (0, 15, 33, 72,6 pug.ml?), no
quinto instar foi extraida a hemolinfa e avaliado o nimero de hemdcitos, proteina total e
atividade da fenoloxidase (PO). Neonatas descendentes destes individuos foram inoculadas
com 0 e 40 pg.ml*t de HD-73 e no quinto instar quantificou-se 0s mesmos componentes de
resposta imune observados nos parentais, incluindo a atividade antibacteriana. Os parametros
bioldgicos também foram observados nestes ensaios. Nas avaliagdes do impacto de CrylAc na
infectividade de virus sobre S. frugiperda, neonatas foram inoculadas com HD-73 (0, 10, 40 e
80 pg.mlt) e mantidas até o final do terceiro instar, e no inicio do quarto instar ocorreu a
infeccdo com virus (0, 10% e 10* CO.lagarta®), apds foi avaliado o peso larval (4 DAE), a
mortalidade, o nimero de CO.cadaver? e, posteriormente, teste de viruléncia (CLso). Lagartas
de Spodoptera cosmioides, Spodoptera eridania, S. frugiperda, Chrysodeixis includens e
Rachiplusia nu, foram expostas de forma simultanea ou sequencial aos entomopatogenos, HD-
73, M. rileyi e os respectivos virus, para registrar a mortalidade e os parametros bioldgicos
destas interacdes. As concentracdes subletais de HD-73 ndo provocaram alteraces no sistema
imune dos parentais, como também n&o houve evidéncias de imunidade adquirida nas
progénies. HD-73 afetou subletalmente os componentes bioldgicos de S. frugiperda,
proporcionando menor peso larval e pupal, reducgéo na fecundidade e viabilidade dos ovos. HD-
73 proporcionou menor rendimento de CO.cadaver e menor viruléncia dos virus multiplicados
em lagartas expostas a 10 pg.ml™. As interagdes ndo afetaram os parametros bioldgicos dos
noctuideos em estudo. Na maioria dos casos observou-se efeito negativo nas interacGes entre
HD-73 e virus, mas podendo ser promissor a inoculagdo simultanea de HD-73 e M. rileyi no
controle de S. eridania e S. frugiperda. Concentragdes subletais de HD-73 ndo proporcionaram
maior mortalidade das Plusiinae nas interacdes com M. rileyi e virus, exceto na associa¢do HD-
73+M. rileyi que apresentou efeitos positivos e negativos sobre C. includens.

Palavras-chave: cultura geneticamente modificada, noctuideos, efeito subletal, sistema
imunologico, virus de poliedrose nuclear, Metarhizium rileyi.



ABSTRACT

Soybean is the main crop of economic importance and commercially produced on a large scale
in Brazil. Nevertheless many are the factors that affect the productive potential of this oilseed,
among them stand out the insects of the order Lepidoptera. As an alternative to control these
pests, many growers have adopted the use of Bt soybean, which expresses the CrylAc toxin.
However, the large area with this technology can generates a main concern that is CrylAc
exposure to target and non-target insects and its entomopathogens, such Metarhizium rileyi and
nuclear polyhedrosis virus. The aim of this study were to elucidate the HD-73 impacts, that
expresses CrylAc, i) in the immune system of S. frugiperda in order to investigate whether Bt
challenge parental induce "immune priming or transgenerational effects™; ii) on virulence and
occlusion body yield in Spodoptera frugiperda iii) level of larval mortality of the noctuid
species when applied simultaneously or sequentially with NPV and M. rileyi; and iv) the
biological parameters of the noctuid species, when exposed in conjunction with
entomopathogens. In the immune assay, neonate larvae were exposed ad libitum to different
concentrations of HD-73 (0, 15, 33, 72.6 pg.ml?), in the fifth instar were extracted the
haemolymph and measured the number of haemocytes, total protein and phenoloxidase activity
(PO). Neonate offspring of those individuals were inoculated with 0 and 40 ug.ml* of HD-73
and again was quantified the same immune components in fifth instar larvae, including
antibacteriana activity. In addition, biological parameters were observed in these tests. In the
evaluation of CrylAc impacts on virus infectivity in S. frugiperda, neonate were exposed to
HD-73 (0, 10, 40 and 80 ug.ml™Y) until the end of the third instar and early of the fourth instar
was inoculated with viruses (0, 10° and 10* OB.larvae™). For this assay was evaluated larval
weight (4 DAE), mortality, number of OB/caterpillar and subsequently, virulence test (LCso).
Spodoptera cosmioides, Spodoptera eridania, S. frugiperda, Chrysodeixis includens and
Rachiplusia nu caterpillars were simultaneously or sequentially exposed to entomopathogens,
HD-73, M. rileyi and their viruses, and record mortality and biological parameters of these
interactions. The sublethal concentrations of HD-73 did not cause changes in the immune
system of the parental, as well as there was no evidence for acquired immunity in the offspring.
Sublethal concentration of HD-73 affected the biological components of S. frugiperda,
providing lower larval and pupal weight, reduced fecundity and egg viability. HD-73 proved
lower OB yield/caterpillar and lower virulence of the virus multiplied in caterpillars prior
exposed to 10 pg.ml™®. The interactions did not affect the biological parameters of these
noctuids. In most cases was observed negative effect in the interactions between HD-73 and
viruses, but may be promising simultaneous inoculation of HD-73 and M. rileyi to control S.
eridania and S. frugiperda. Sublethal concentrations of HD-73 did not provide larger mortality
of Plusiinae in interactions with M. rileyi and viruses, except for HD-73+ M. rileyi that had
positive and negative effects on C. includens.

Key-words: genetically modified crops, noctuid, sublethal effect, immune system, nuclear
polyhedrosis virus, Metarhizium rileyi.
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INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das principais commodities no Brasil,
ocupando aproximadamente 57% de toda area cultivada com gréos, com estimativa de producao
de 95,63 milhdes de toneladas em 33,18 milhGes de hectares cultivados na safra 2015/2016.
Isto €, um acréscimo de aproximadamente 3,4% da area cultivada em relacdo ao ano agricola
2014/2015 (CONAB, 2016). Mesmo sendo amplamente cultivada em todo territério nacional,
diversos sdo os fatores que afetam o potencial produtivo desta cultura, entre eles, destaca-se a
ocorréncia de insetos da ordem Lepidoptera, como a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis
(Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae), a lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens
(Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae), algumas espécies de Spodoptera (HOFFMANN-
CAMPO et al., 2000; MOSCARDI et al., 2012) e da subfamilia Heliothinae (Lepidoptera: Noctuidae)
(CZEPAK et al., 2013; SPECHT et al., 2013).

O uso de inseticidas ainda é o principal método de controle destas pragas, porém
muitas vezes ndo sdo eficientemente controladas, devido ao habito destes insetos e a ocorréncia
de resisténcia aos agrotdxicos, além das inadequadas técnicas de aplicacdo adotadas. Por outro
lado, grande nimero de organismos pode controlar naturalmente estes lepiddpteros, como os
entomopatogenos Metarhizium rileyi (Farlow) Kepler, S.A. Rehner & Humber, Pandora sp. e
Zoophthora sp. (MORAES; LOECK; BELARMINO, 1991; SOSA-GOMEZ; LASTRA; HUMBER, 2010),
sendo a primeira espécie o principal agente causal de doenca na maioria dos noctuideos-praga
da soja (IGNOFFO et al., 1976; MARUYA; PINTO; GRAVENA, 2001; SOSA-GOMEZ et al. 2003) €, cOom
menor frequéncia, os virus de poliedrose nuclear (VALICENTE; BARRETO, 1999). Entretanto, o
uso indiscriminado de agrotoxicos tem ocasionado a reducdo destes agentes benéficos (BUENO
etal., 2012).

Com o advento da biotecnologia, foi possivel desenvolver mais um método de controle
de pragas, através de plantas geneticamente modificadas que conferem resisténcia aos insetos,
como 0s genatipos que expressam as proteinas inseticidas, Cry e VIP, de Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt). O uso destas culturas Bt torna-se uma importante ferramenta de estratégia para o
manejo integrado de pragas, que além de controlarem diversos lepiddpteros, favorecem o
aumento da incidéncia de inimigos naturais, devido a maior especificidade no modo de acéo e
pela reducdo no uso de inseticidas de amplo espectro, levando, assim, ao equilibrio o
agroecossistema (BOBROWSKI et al., 2003; ROH et al., 2007).

A utilizacédo de plantas Bt tem sido crescente desde 1996 em diversos paises, entre eles

Argentina, Canadé, China, Estados Unidos da América e a india (JAMES, 2014). No Brasil, as
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primeiras culturas Bt, algoddo (Gossypium hirsutum L.) e milho (Zea mays L.), foram
comercializadas em 2005 e 2007, respectivamente. Posteriormente, em 2013, foi liberada a
comercializacdo da soja Bt, que expressa a proteina CrylAc, a qual j& foi semeada em cerca de
60% do total da area cultivada com esta oleaginosa na safra 2015/16 (informagéo pessoal)t. Um
dos principais fatores desta rapida expanséo € devido o evento controlar efetivamente as pragas-
alvo primérias, A. gemmatalis e, principalmente, C. includens (CTNBio, 2010), e as pragas-alvo
secundarias, Chloridea virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae), Crocidosema
aporema (Walsingham, 1914) (Lepidoptera: Tortricidae) e Rachiplusia nu (Guenée, 1852)
(Lepidoptera: Noctuidae), além da supressdao de Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1818)
(Lepidoptera: Pyralidae), Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) e H. zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae) (MONSANTO, 2015).

No entanto, outros lepidopteros ndo-alvo também sdo expostos a proteina CrylAc com
adocdo da soja Bt e podem ser afetados apenas subletalmente ao ingerirem partes destas plantas.
Por exemplo, Bernardi et al. (2014), ao fornecerem discos foliares de soja Bt as espécies de
Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae), observaram baixa mortalidade de S. cosmioides (Walker,
1858) e S. eridania (Cramer, 1782), estagio larval prolongado, viabilidade larval reduzida e
aumento no tempo médio de geracdo para S. frugiperda (J. E. Smith, 1797). Além destas pragas
ndo-alvo, seus inimigos naturais também poderéo sofrer impactos diretamente ou indiretamente
nesse agroecossistema. Uma vez que a planta Bt desempenhara um importante papel como fonte
primaria de alimento, consequentemente, poderia influenciar biologicamente no
desenvolvimento da praga e na atividade de seu agente de controle natural (PRICE et al., 1980).

Assim, diferentes tipos de interacOes poderéo ser esperados no controle de pragas com
plantas Bt na presenca de entomopat6genos, como a interacdo positiva ou negativa. Logo, as
extensas areas com soja Bt e as condicOes favoraveis de epizootias ou aplica¢des inundativas
de patdgenos, como fungos e virus, torna-se importante elucidar os possiveis efeitos, primario

e secundario, destas plantas Bt, tanto em organismos-alvo, ndo-alvo e suas principais doencas.

! Informacéo fornecida por Adeney de Freitas Bueno, em 26 de fevereiro de 2016.
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1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as interacdes de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, cepa HD-73 que
expressa a proteina CrylAc, em diferentes espécies de noctuideos, Chrysodeixis includens,
Rachiplusia nu, Spodoptera cosmioides, Spodoptera eridania e Spodoptera frugiperda, com 0s

agentes entomopatogénicos, Metarhizium rileyi e os virus de poliedrose nuclear.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos subletais de HD-73 no sistema imunoldgico (quantificando
hemacitos, proteina total e atividade fenoloxidase) de S. frugiperda, a fim de investigar se as
inoculagGes com Bt induzem a “memoria imunoldgica” (imune primming).

Avaliar o impacto de HD-73 na viruléncia e producdo de corpos de oclusdo do
SfMNPV sobre S. frugiperda.

Quantificar o nivel de mortalidade larval das espécies de noctuideos expostas a
concentragdes subletais de HD-73 ou soja Bt (CrylAc) isoladamente e em aplicacéo simultanea
ou sequencial com VPN e M. rileyi.

Verificar a ocorréncia de efeitos negativo (menor mortalidade), positivo (maior
mortalidade) ou de aditividade nas diferentes espécies de noctuideos, apds exposicao a HD-73
e aos patdgenos, VPN e M. rileyi.

Avaliar os efeitos das interacdes entre 0s entomopatdgenos nos parametros biol6gicos

das espécies em estudo.
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CAPITULO 1 - RESPOSTA IMUNOLOGICA E PARAMETROS BIOLOGICOS
DE Spodoptera frugiperda EXPOSTAS A HD-73 (CrylAc)

1.1 INTRODUCAO

Naturalmente os insetos sdo capazes de viverem em diferentes ecossistemas e
rapidamente se adaptarem a diversos agentes estressores abioticos e bioticos do ambiente
(SCHMIDT; THEOPOLD; BECKAGE, 2008). Nessas circunstancias, o sistema de defesa imunoldgico
dos insetos é um dos mais importantes mecanismos de adaptacéo e protecdo contra uma gama
de organismos prejudiciais, tais como bactérias, fungos e virus (LAVINE; STRAND, 2002;
SMILANICH; DYER; GENTRY, 2009). Os insetos podem apresentar diferentes mecanismos de
defesa, por exemplo, as barreiras fisicas presentes no tegumento e no intestino, e o sistema
imunolégico inato que esté subdividido em dois tipos de respostas, celular e humoral (SCHMIDT
et a, 2010; VILMOS; KURUCZ, 1998). Defesa celular € composta de células especializadas
denominadas hemacitos, as quais circulam livremente na hemolinfa e desempenham uma
variedade de fungdes imunoldgicas, principalmente o reconhecimento e exclusdo de patégenos
ou corpos estranhos através da fagocitose, como também pela encapsulacdo, nodulacdo e
melanizagdo (MARMARAS; LAMPROPOULOU, 2009; STRAND, 2008; VILMOS; KURUCZ, 1998). A
defesa humoral € caracterizada pela secrecdo de peptideos antimicrobianos, intermediarios
reativos de oxigénio ou nitrogénio e uma complexa cascata enzimatica, como a fenoloxidase
(PO), que desempenha uma importante funcdo na melanizagdo (LAVINE; STRAND, 2002
STRAND, 2008). Os eventos da defesa humoral sdo de extrema importancia para atacar o
organismo invasor, caso este ndo seja bloqueado pela defesa celular.

Diversos estudos foram publicados elucidando a defesa imunolégica inata em
diferentes espécies de insetos contra microrganismos (GILLESPIE; KANOST; TRENCZEK, 1997;
LAVINE; STRAND, 2002; MA et al., 2005; MA et al., 2008; SCHULENBURG et al., 2009), mas ainda sao
obscuras algumas reag0es do sistema imune, tais como 0S componentes que participam da
resposta humoral (LAVINE; STRAND, 2002). Além disso, determinados experimentos
demonstraram evidéncias da existéncia de imunidade adquirida ou “memdria imunologica

transgeracional - transgenerational immune priming” (TGIP) em invertebrados (KURTZ;
ARMITAGE, 2006; MORET; SIVA-JOTHY, 2003; ROH et al., 2007; SCHMID-HEMPEL, 2005;
SCHULENBURG et al., 2009; SHIKANO et al., 2015), evento que era relatado como funcéo propria

dos vertebrados (GRINDSTAFF; BRODIE; KETTERSON, 2003). TGIP pode ser interpretado como

um ajuste plastico da resposta imunologica quando ambas as geracdes, parental e progénies,
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sd0 submetidas as mesmas condicGes de estresse, assim 0s parentais beneficiardo seus
descendentes com elevado nivel de imunidade para aquele especifico agente estressor (MOREAU
et al., 2012). Porém, como consequéncia, existe um custo adaptativo associado com estes
investimentos em imunidade quando requeridos (MORET, 2006; MORET; SCHMID-HEMPEL, 2001).

Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) é amplamente usado na agricultura, como um
produto comercial ou em culturas geneticamente modificadas, sendo uma op¢do no manejo
integrado de pragas (MIP), por apresentar eficiéncia no controle de pragas-alvo, especificidade
no modo de acdo e proporcionar uma reducao no uso de produtos quimicos (BOBROWSKI et al.,
2003; ROH et al., 2007). No entanto, por ser um importante agente de controle bioldgico e usado
em larga escala, algumas investigacfes ja comprovaram que certas endotoxinas de Bt afetam
negativamente o sistema imunologico inato, como também apresentam capacidade de
induzirem TGIP em insetos-praga (CUNHA et al., 2013; GRIZANOVA et al. 2014; RAHMAN et al., 2004;
ROTH et al., 2010; SHIKANO et al., 2015). Neste contexto, considerando a recente adocao da soja Bt
[Glycine max (L.) Merrill] (CrylAc), a disponibilidade em larga escala e 0s niveis de expresséo
da proteina inseticida, surge um questionamento: as pragas ndo-alvo podem ser afetadas
subletalmente por esta biotecnologia? Por exemplo, nos ultimos anos tem sido comum a
ocorréncia de lagartas que pertencem ao complexo Spodoptera, como S. cosmioides (Walker,
1858), S. eridania (Cramer, 1782) e S. frugiperda (J. E. Simth, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
causando danos a cultura da soja (MOSCARDI et al., 2012; QUINTELA et al., 2007). Mesmo que estas
espécies apresentem naturalmente baixa suscetibilidade a CrylAc, ha relatos de efeitos
subletais nos parametros biologicos de S. frugiperda e baixa mortalidade de S. cosmioides,
quando alimentadas com folhas de soja Bt (BERNARDI et al., 2014).

Embora existam estudos focados nos efeitos de Bt na resposta imune dos insetos,
poucos trabalhos foram conduzidos com lepidopteros que mostram natural tolerancia as
endotoxinas Bt, tais como S. frugiperda a CrylAc. Considerando que no Brasil é comum a
sucessao de culturas e que existem condicGes favoraveis para que 0s insetos-praga apresentem
varias geracOes durante uma safra agricola, torna-se importante investigar se a exposi¢éo de
pragas ndo-alvo, a baixas concentragcbes de CrylAc, poderia resultar em alteragcbes na
imunidade inata e induzir TGIP, como também causar impacto na biologia do inseto.

Em consequéncia, as hipoteses do presente estudos sdo: i) as concentracfes subletais
de HD-73 (CrylAc) poderdo alterar a resposta imune inata de pragas nao-alvo; ii) a imunidade
dos descendentes podera ser adquirida através do desafio parental com HD-73; iii) os efeitos
subletais de HD-73 poderdo refletir na interacdo com outros entomopatogenos; e iv) HD-73

afetara subletalmente a praga nao-alvo.
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Portanto, o objetivo desse trabalho foi mensurar (i) os componentes da resposta
imunolégica (nimero de hemacitos, proteina total, PO e atividade antibacteriana) e (ii) os
componentes bioldgicos em duas geracdes de S. frugiperda, apos exposicao as concentracoes

subletais da cepa HD-73, que expressa a proteina CrylAc.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Coldnia de insetos e obten¢édo do patdgeno

Uma col6nia de S. frugiperda, oriunda de Carlisle, PA, EUA, foi estabelecida em 2014
e mantida a 25+2°C, 50+10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo. As lagartas foram criadas de
acordo com o0 método adaptado de Hoffmann-Campo; Oliveira e Moscardi (1985) e alimentadas
com dieta artificial de gérmen de trigo. Em todos os bioensaios se utilizou uma cultura
liofilizada esporulada de B. thuringiensis subsp. kurstaki, estirpe HD-73 produtora da proteina
CrylAc, cedida pela Dra. Gislayne T. Vilas-Boas (Universidade Estadual de Londrina, PR,
Brasil).

1.2.2 Exposi¢do dos parentais a cepa HD-73

Como um método padrdo dos ensaios, a cepa HD-73 liofilizada foi pesada e diluida
em agua destilada autoclavada (H-Od autoclavada) e a sua incorporagdo na dieta foi de acordo
com o protocolo sugerido por Morales et al. (1995). As concentragdes 15, 33 e 72,6 g de HD-
73 por ml de dieta (ug.ml™?) foram adicionadas quando a temperatura da dieta, sem formaldeido
e antibidtico (estreptomicina), alcangou aproximadamente 50°C (Figura 1). Posteriormente, a
dieta com patdgeno foi misturada com auxilio de uma batedeira elétrica de mao (Black &
Decker, 175 W) e, entdo, vertida em bandeja de 128 células (Bio-serv, Frenchtown, NJ). Apos
solidificacdo da dieta, neonatas de S. frugiperda foram colocadas individualmente em cada
célula, seladas com folhas plasticas autoadesivas, que possibilitam a troca gasosa, e mantidas
até o final do terceiro instar. Posteriormente, estas lagartas foram transferidas para copos
plasticos de 30 ml (Solo Cup Company, Lake Forest, IL), contendo dieta com as mesmas
concentragdes iniciais de HD-73 ou livre desse patdgeno, nos quais permaneceram
individualmente até a emergéncia dos adultos. H.Od autoclavada foi incorporada na mesma
proporcdo que as suspensdes de Bt para o tratamento controle (0 pg.mlt). As lagartas de S.
frugiperda foram alimentadas ad libitum com dieta livre ou ndo do patogeno até a pupacéo, e
mantidas a 25+1°C, 50+10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo.
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Os parametros bioldgicos avaliados foram: mortalidade larval diéria, peso larval aos
cinco e 11 dias ap6s a exposicdo (DAE) a HD-73, e peso pupal ap6s 72 horas da completa
formacdo (>72 h). Lagartas de quinto instar foram usadas para quantificar hemacitos, proteina
total e atividade de fenoloxidase (PO). Como os ensaios foram replicados, primeira e segunda
repeticdo, a quantidade de lagartas por tratamento amostradas para avaliar os parametros
bioldgicos e a resposta imunologica foram de 20 e 10 e de 32 e 20, respectivamente.

Cerca de 20 casais, constituidos por individuos que alcangaram o estagio adulto com no
méaximo 48 h de diferenca na emergéncia entre macho e fémea, foram separados para cada
tratamento (0, 15 e 72,6 ug.ml™?). Cada casal foi acondicionado em copo parafinado de 473 ml
(Solo Cup Company, Highland Park, IL, USA) e selado com plastico filme. Os adultos foram
alimentados com uma solucdo de sucrose a 10% e papel preto fixado nas laterais, como
substrato para oviposicdo. Nos trés primeiros dias de postura, 0s ovos foram coletados e
quantificados por fémea de cada tratamento. Além disso, uma massa de ovos ou pelo menos
100 ovos foram separados e armazenados em copos plasticos (30 ml), a fim de obter a
porcentagem de lagartas eclodidas no quarto dia apds a oviposi¢do. Ovos do dia com maior
namero de postura por tratamento foram incubados para 0s ensaios com progénies. Tanto 0s
adultos quanto os ovos foram mantidos a 25+1°C, 50+10 % UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo.

1.2.3 Exposicdo das progénies a cepa HD-73

Com o propoésito de avaliar se ha efeitos transgeracionais na resposta imune e
parametros bioldgicos, apds prévio imune desafio com HD-73, aproximadamente 128 neonatas
oriundas de cada tratamento (0, 15 e 72,6 pg.mlY) foram inoculadas com uma unica
concentragdo de HD-73 (40 ug.ml™) ou com H.Od autoclavada, constituindo-se o controle (0
ug.mlt) (Figura 1). As lagartas foram alimentadas ad libitum com estas dietas até a fase de
pupacdo. Em ambas as replicagdes, primeira e segunda, as variaveis registradas foram
mortalidade larval diaria, peso larval aos cinco e 11 DAE a HD-73 e 0 peso pupal (>72 h) em
32 lagartas. A quantidade de hemdcitos, proteina total, atividade de PO e antibacteriana foram
estimadas em 20 lagartas de quinto instar por tratamento.



22

Parental HD'7?1 Progénies HD-7_31
(Mg.ml ") (Mg.ml™)
0
0 _ 20
casais
e 40
< 0
= 15 —_ 20
o 2 casais
S 8 40
8
e
5 33
2
0
726 —m» 20 <:
casais
40

Neonata 5 DAE 11 DAE 5°instar Pupacdo [Oviposi¢do| Neonata 5 DAE 11 DAE 5°instar Pupacdo

[rrrrrrrrrrrerrrrirs Qo TP T DT e e e e e | e | EEIIEEIIEEEE  prrrrrrrrn
Peso Hemdcitos = 3 Dias Peso Hemocitos o —
larval Proteina & 2 N°ovos larval Proteina 3=

PO “ 2 viabilidade PO -2

Antibacterial

Exposicao HD-73 (ug.ml ") Exposicdo HD-73 (ug.ml ™)

Figura 1. Delineamento experimental dos estudos da resposta imunoldgica de Spodoptera frugiperda a estirpe
HD-73 (CrylAc), de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki. Parental: cada 128 neonatas foram expostas as
concentragdes: 0, 15, 33 e 72,6 pg.ml* dieta de HD-73. Adultos: cerca de 20 casais de cada tratamento (0, 15 e
72,6 pug.ml* dieta de HD-73) foram separados para obtengdo das progénies. Progénies: cada 128 neonatas foram
expostas as concentracdes: 0 e 40 pg.ml dieta de HD-73. As respectivas épocas e varidveis avaliadas foram: peso
larval — 5 e 11 dias ap6s exposicdo (DAE) ao patdgeno; peso pupal (>72 h); extracdo de hemolinfa no quinto instar
para mensuracdo de hemdcitos, andlise de proteina total, atividade de fenoloxidase (PO) e antibacteriana;
quantificacdo de ovos/fémeas e viabilidade dos ovos nos trés primeiros dias de postura de cada fémea.

1.2.4 Quantificacdo dos componentes imunologicos

Para mensurar os componentes imunoldgicos da resposta imune celular e humoral, a
lagarta foi fixada sobre um pedaco de parafilme (3 cm x 2 cm; Bemis, Neenah, WI) e, com 0
auxilio de uma agulha fina, perfurou-se a ultima falsa perna esquerda da lagarta para exsudagao
de hemolinfa. Através de pipeta, coletou-se a quantidade suficiente de hemolinfa para cada
mensuracao, sendo 2 pul para contagem de hemacitos, 2 pl para avaliar a atividade antibacteriana

(quando avaliada) e 5 pl para quantificar a proteina total e PO.
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1.2.5 Contagem de hemdcitos

Aliquotas de 2 ul de hemolinfa foram misturados em 11 ul de tampéo fosfato-salino
(PBS, 1x, pH 7,4), transferidos para cAmara de Neubauer, e os hemdcitos quantificados
imediatamente apds a extracdo da hemolinfa em um microscopio Optico, de magnificagdo 400x.

1.2.6 Quantificagdo da atividade humoral

Protocolo de Shikano et al. (2010) foi seguido com pequenas modificacGes para
estimar a atividade de PO e proteina total em S. frugiperda. Cinco pl de hemolinfa foram
adicionados em 60 ul de solucdo PBS gelado e armazenados a -20°C, até obtencdo de todas as
amostras para mensuracdo. Na avaliacdo da atividade de PO, 50 ul de cada amostra hemolinfa-
PBS, juntamente com 150 pl da solucéo cloridrato de dopamina (11.3 mM), foram transferidas
para placas de cultura de tecido de 96 células (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ).
Absorbancia a 492 nm foi lida a cada 45 segundos por 45 min em um espectrofotdmetro
(Spectramax M2, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). O aclive (slope) da absorbancia ao longo
do tempo (Vmax) forneceu a atividade de PO para cada amostra.

A proteina total foi mensurada em 5 pl da amostra hemolinfa-PBS, misturada em 200
ul de reagente Bradford (Sigma-Aldrich; for 1-1, 400 pg.mL™ proteina, Saint Louis, MO) e
adicionada na placa de cultura (96 células). Dilui¢cdo em série de albumina de soro bovino,
variando de 0 a 2 mg.ml, foi adicionada em cada placa para estabelecer uma curva padrio de
concentracfes conhecida das proteinas para comparacdo. As placas foram agitadas brevemente
dentro do espectrofotdmetro, incubadas a 23°C por 15 minutos e, posteriormente, a absorbancia
foi lida a 595 nm.

Nos ensaios com as progénies, a atividade antibacteriana foi estimada de acordo com
a metodologia de Wilson et al. (2002) e modificada para Trichoplusia ni (Hibner, [1803])
(Lepidoptera: Noctuidae) (OLSON; SHIKANO; CORY, ndo publicado). Placas estéreis de 100 mm de
diametro com meio de cultura foram feitas através da suspensdo de Micrococcus lysodeikticus
(ATCC n°. 4698, Sigma-Aldrich), diluido em 10 ml da solugcéo, 1% de &gar em tampé&o de
fosfato de potassio (67 mM, ph 6,4) e sulfato de estreptomicina (0,1 mg.ml?), a 50°C.
Subsequentemente, uma mistura de 4 pl, sendo 2 pl de hemolinfa e 2 pl de feniltioureia (PTU)
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO), para prevenir a coagulacdo e melanizacdo da hemolinfa,

foram pipetados em orificios de 3 mm de diametro dispostos nas placas de M. lysodeikticus e
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incubados a 33°C por 24 h. Diluic¢Ges de lisozima de ovos brancos de galinha, variando de 0,062

a 1 mg.mlt (Sigma-Aldrich), foram adicionados em cada placa para produzir a curva padréo.

1.2.7 Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente ao acaso,
replicados e analisados em conjunto. Os dados foram submetidos a uma analise exploratéria
para verificar se atendem as pressuposi¢Ges da andlise de variancia, incluindo distribuicdo
normal (SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade de variancias (BURR; FOSTER, 1972; HARTLEY,
1940). Os dados de peso larval aos 5 DAE (parental) e proteina total (parental e progénies) foram
transformados por box-cox, e os de PO (parental e progénies), por log X, por ndo apresentarem
distribuicdo normal. O teste de comparacdo multipla de médias utilizado foi de Tukey, ao nivel
de significancia de 5% (p<0,05). Os dados que ndo apresentaram normalidade foram
comparados pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05). A mortalidade foi comparada pelo modelo
linear generalizado, distribuicdo binomial, fungdo link logit e comparada através do teste de
Qui-quadrado (p<0,05). Os dados foram analisados pelo pacote cientifico JMP (Version 11.2.1,
SAS Institute Inc, Cary, NC).

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Parametros bioldgicos parentais

O peso larval de S. frugiperda foi negativamente afetado com o aumento das
concentrag¢fes de HD-73. Similar, menor peso pupal foi registrado em lagartas expostas a HD-
73, mas ndo houve diferenca entre as concentracdes do patdégeno (Figura 2a). HD-73
proporcionou baixa mortalidade de S. frugiperda, variando entre 7,41% a 20,49% (Figura 2Db).

A fecundidade das fémeas foi significativamente afetada quando previamente expostas
a HD-73, porém o numero total de ovos ndo diferiu entres as concentracdes de Bt, 15 e 72,6
ug.mlt, com média de 919,42 e 740,50 ovos/fémea, respectivamente (Figura 3a). O primeiro e
segundo dia de postura ndo diferiram entre os tratamentos, entretanto, no terceiro dia
estatisticamente diminuiu o nimero de ovos depositados pelas fémeas oriundas de lagartas
expostas a Bt, comparado aos individuos que foram criados livres do patdégeno (Figura 3b). Em
geral, a porcentagem de lagartas eclodidas no tratamento controle (57,43%) foi superior aquelas
expostas a HD-73, 15 pg.ml? (52.07%) e 72.6 pug.ml™* (48.57%) (Figura 3a).
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Figura 2. Peso larval, aos 5 e 11 dias ap0s a exposi¢do (DAE) ao patdgeno, peso pupal (>72 h) (a); e mortalidade
larval (b) (xEP), na geracdo parental de Spodoptera frugiperda apds exposicao as concentragdes 0, 15, 33 e 72,6
pg.ml* dieta da cepa HD-73 (CrylAc). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre os tratamentos
dentro de cada variavel pelo teste de Qui-quadado (p<0,05) ou Tukey (p<0,05).
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Figura 3. Fecundidade por fémea e viabilidade dos ovos (a); e 0 nimero de ovos por fémea nos trés primeiros dias
de postura (b) (xEP), ap6s exposicdo das lagartas de Spodoptera frugiperda as concentragdes 0, 15 e 72,6 pug.ml*
dieta de HD-73 (CrylAc). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre os tratamentos pelo teste de
Tukey (p<0,05). *Médias comparadas entre os tratamentos em cada dia de oviposicdo. ns= no significativo.

1.3.2 Parametros bioldgicos das progénies

Independentemente de o inseto ter sido ou ndo previamente exposto ao patdgeno,
demonstra-se ndo haver indugédo da TGIP. Tanto o peso larval (11 DAE), quanto o peso pupal
e a mortalidade, ndo diferiram entre as concentragdes 0+40, 15+40 e 72,6+40 pg.ml* de HD-
73, inoculadas previamente em parentais e, posteriormente, nas progénies, respectivamente.
Similarmente ao observado na geracdo parental, menor peso larval e pupal de S. frugiperda
foram registrados nos tratamentos com HD-73 (Figura 4a). De fato, HD-73 proporciona baixa

mortalidade em S. frugiperda, menor que 30% (Figura 4b).
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Figura 4. Peso larval, aos 5 e 11 dias ap0s a exposi¢do (DAE) ao patdgeno, peso pupal (>72 h) (a); e mortalidade
larval (b) (EP) de Spodoptera frugiperda apos as progénies serem expostas as concentragdes 0 e 40 pg.ml dieta
de HD-73 (CrylAc), e previamente os parentais com 0, 15 e 72,6 pug.ml™ dieta de HD-73. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre os tratamentos dentro de cada variavel pelo teste de Qui-quadado (p<0,05) ou
Tukey (p<0.05). 5 DAE: ¥ 334,79; p<0,0001; 11 DAE: %2 273,45; p<0,0001; Pupa: Fs 371: 20,88; p<0,0001.

1.3.3 Resposta imune parental

A resposta imune em quinto instar de S. frugiperda foi pouca expressiva aos desafios
com Bt. Somente PO mostrou significativo aumento em sua atividade quando as lagartas foram
expostas a concentragdo 15 pg.ml? (HD-73), comparado a 72,6 pg.ml* (Figura 5c). Diferenca
significativa ndo foi observada na densidade de hemdcitos e proteina total na hemolinfa (Figura
5aeb).
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Figura 5. Densidade de hemécitos (a), concentracdo total de proteina (b) e atividade de fenoloxidase [PO (c)]
(xEP) quantificados em lagartas de quinto instar de Spodoptera frugiperda apds exposicao as concentragdes 0, 15,
33 e 72,6 ug.ml-*dieta de HD-73 (Cry1Ac). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre os tratamentos
pelo teste Tukey (p<0,05). ns= ndo significativo.
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1.3.4 Resposta imune de progénies

A densidade de hemdcitos, proteina total, atividade de PO e antibacteriana em
progénies de S. frugiperda ndo foram influenciadas pelos desafios com Bt nos parentais.
Embora tenha sido observado menor niimero de hemacitos, para a combinagio 15+40 ug.ml?,
aumento na proteina total, 72.6+0 pg.ml, e maior atividade de PO, em 72.6+40 pg.ml*, ndo
houve diferenca significativa entre todos estes componentes de imune defesa, comparados aos
tratamentos 0+0 pg.ml™* ou 0+40 pg.ml? (Figura 6a, b e c). A atividade antibacteriana n&o

diferiu entre lagartas provenientes e alimentadas com HD-73 ou livre do patdgeno (Figura 6d).
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1.4 DISCUSSAO

Questdes sobre tais efeitos de Bt em pragas ndo-alvo da biotecnologia sdo importantes,
uma vez que os resultados, positivos ou negativos, podem interferir nas interagbes com um
segundo agente de controle biolégico, como também refletir nas estratégias para 0 manejo
integrado de pragas.

Neste experimento foi observado que HD-73 proporcionou baixa mortalidade de S.
frugiperda, tanto nos parentais quanto nas progénies, e que a proporc¢éo foi similar entre as duas
geragdes. Esta tolerancia a CrylAc é uma caracteristica do género Spodoptera, previamente
relatada na literatura (LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999; ADAMCZYK JR.; SUMERFORD, 2001;
GREENBERG; LI; LIU, 2010; SILVA etal., 2016; BERNARDI et al., 2014). Porém, em ambas as geragdes,
HD-73 afetou o peso larval e pupal. Adamczyk et al. (1998) também descreveram efeitos
subletais de algoddo Bt (CrylAc) em S. frugiperda, com menor peso larval e prolongamento
no tempo para pupacdo e emergéncia dos adultos. Por outro lado, Adamczyk e Sumerford
(2001) observaram menor peso de lagartas alimentadas com CrylAc na geracdo parental, no
entanto as progénies mostraram peso elevado quando comparado aquelas ndo expostas a Bt.
Para os autores, mostra-se imprecisa a suposi¢do que os efeitos subletais de CrylAc, em uma
Unica geracdo, possam causar impactos negativos no custo adaptativo ou vigor da subsequente
geracao.

A fecundidade por fémea diminuiu em individuos que foram expostos a HD-73, como
também os ovos apresentaram viabilidade ligeiramente inferior. Experimentos realizados por
Bernardi et al. (2014) mostraram que S. frugiperda, alimentadas com folhas de soja Bt
(CrylAc), tiveram a capacidade de oviposicao reduzida em 65%, indicando um declinio no
crescimento populacional de até 81%. Isto sugere que, para S. frugiperda, a proteina CrylAc
ndo causa efeito imediato, tal como alta mortalidade em curto periodo, como observado em A.
gemmatalis e C. includens (BERNARDI et al., 2012), mas existe um efeito prejudicial ao
desenvolvimento da espécie em estudo.

As baixas concentragdes de HD-73 parecem afetar mais os parametros bioldgicos do
que o sistema imunolodgico de S. frugiperda. Embora na geracdo parental ocorreu um aumento
leve na atividade de PO em lagartas expostas a 15 ug.ml™, a densidade de hemacitos, proteina
total e atividade de PO né&o foram significativos entre os tratamentos com ou sem Bt. Os
resultados obtidos diferem daqueles registrados por Cunha et al. (2013), os quais observaram
que o algoddo Bt (CrylAc) provocou menor nimero de hemaocitos e um aumento na atividade

de PO, sendo significativamente igual o total de proteinas entre lagartas de S. frugiperda
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expostas ao algoddo Bt e ndo Bt. Nos estudos de resposta imunoldgica com outras espécies de
lepidopteros expostas a Bt, Grizanova et al. (2014) observaram que a exposicdo de Galleria
mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae) a Bt, na concentracdo letal 15 (CL1s), as
lagartas apresentaram na hemolinfa elevada atividade de PO e lisozima, fagocitose e
encapsulacdo. Por outro lado, quando os autores aplicaram a concentracdo CLso houve um
aumento na atividade de PO e lisozima na hemolinfa, porém diminuiu o indice de coagulacéo
e a atividade de PO nos hemacitos. A toleréncia induzida por endotoxinas de Bt em Ephestia
kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) foi correlacionada com uma elevada resposta
imune, como maior atividade de melanizagdo, comparada aos individuos suscetiveis (RAHMAN
etal., 2004). De fato, a variabilidade na resposta imune é comum interespecifica e intraespecifica
nas espécies, uma vez que estas expressdes dependem da suscetibilidade do inseto, o tipo e a
concentracdo da endotoxina, além de considerar os efeitos abidtico e bidtico.

ConcentracOes subletais de HD-73 empregadas neste estudo ndo foram suficientes
para provocar imunidade adquirida ou TGIP, ou seja, ndo ocorreram mudancas expressivas nas
respostas celular e humoral em progénies de S. frugiperda, apds a exposicdo de parentais a Bt.
Porém, se adquirida a imunidade, isto implicaria em resisténcia das progénies aos
entomopatogenos e, consequentemente, poderia reduzir a eficiéncia do controle biolégico. Por
exemplo, em estudos com espécies suscetiveis a Bt, Shikano et al. (2015) observaram que as
lagartas descendentes de T. ni, oriundas de parentais desafiados com Dipel 2x DF, tiveram
maior atividade antibacteriana e um aumento na resisténcia de quase 1,5x a este agente
microbiano, comparadas as progénies dos parentais que ndo foram expostos a Bt.

TGIP é um ajuste pléstico da imunidade das progénies como resultado da imunidade
parental. Normalmente, exige-se um custo para o parental transferir a imunidade e, como
consequéncia, nem todos os descendentes serdo beneficiados com a protecdo imune (ZANCHI,
2012). Em nossos testes, coletou-se lagartas do dia com maior massa de ovos, presumivelmente
isto poderia ter interferido nas observagdes de TGIP, assim existindo a possibilidade de usar
lagartas sem imunidade adquirida da mae. Em contraste, estes fatos também podem estar
correlacionados com os receptores da proteina CrylAc no intestino médio de S. frugiperda, os
quais sdo compostos por dois mecanismos de agdo. A primeira fase é reversivel, em que envolve
especificas ligagbes entre proteina e 0 receptor na membrana do intestino medio, e
posteriormente, na segunda fase, ocorre o efeito irreversivel, quando a proteina penetra na
membrana celular e causa a ruptura, formando poros (VAN RIE et al., 1990; SCHNEPF et al., 1998).
De acordo com Pinheiro (2013), nos estudos com interacdes entre proteinas de CrylA (CrylAa,

CrylAb e CrylAc), na membrana apical do intestino médio em S. frugiperda existem ligacdes
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ndo especificas entre a proteina Cry e a membrana do intestino medio, e possivelmente, a
ligacdo é fraca na primeira fase. Assim, a proteina é desligada e bloqueada no receptor, evitando
a sua entrada na membrana para causar atividade toxica.

Por esta razdo, CrylAc parece ser uma fraca ameaca para S. frugiperda, quando as
lagartas ingerem baixas concentracdes da proteina, ndo sendo necessério ativar grandes
quantidades da cascata de pro-fenoloxidases e peptideos antimicrobianos, os quais sdo uns dos
principais efetores de TGIP (MORET; SCHMID-HEMPEL, 2001; MORET, 2006; TRAUER; HILKER,
2013) para combater os patogenos. Além disso, € importante enfatizar que existe variabilidade
genética intraespecifica e diferentes niveis de tolerancia a CrylAc em S. frugiperda (PINHEIRO,
2013), sendo que esta especificidade poderia refletir na resposta imune inata e nos efeitos
transgeracionais.

Em conclusdo, HD-73 causa baixa mortalidade e impacto negativo nos parametros
biol6égicos, como menor peso larval e pupal, reducdo na fecundidade e viabilidade dos ovos.
Relato que é totalmente Util para dar suporte ao MIP em areas cultivadas com culturas Bt. N&o
existem evidéncias de HD-73 provocar mudancas imunologicas na geracdo parental e efeitos
transgeracionais as progénies, pressupondo que os efeitos negativos de CrylAc na interacdo
com entomopatdgenos podem estar envolvendo diferentes mecanismos de agéo e reacdo do
hospedeiro ou até mesmo de compostos liberados pelos patdgenos. Trabalhos adicionais
deveriam incluir experimentos em condi¢Ges de campo, como também em laborat6rio, com
folhas de soja Bt em diferentes geracGes de Spodoptera, para elucidar as interac@es entre todo

0 sistema, planta-inseto-patdgeno.
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CAPITULO 2 - IMPACTO DA BACTERIA: HD-73 (CrylAc) NA ATIVIDADE DE
SfTMNPV E NA PRODUCAO DE CORPOS DE OCLUSAO EM
Spodoptera frugiperda

2.1 INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) é uma das mais importantes pragas na cultura do milho, Zea mays L. (CAPINERA,
1999; WISEMAN et al., 1996), podendo também atacar outras espécies de plantas cultivadas, como
0 algod@o (SANTOS, 2011), arroz (MARTINS et al., 2000), sOja (MOSCARDI et al., 2012), trigo
(SALVADORI, 2000) e sorgo (CORTEZ; WAQUIL, 1997). Esta espécie € multivoltina, apresentando
varias geracdes durante um ano agricola, e altamente voraz, podendo causar potenciais danos
econdmicos as culturas (BARROS et al., 2010; CRUZ; TURPIN, 1982; WISEMAN, 1999).

O principal método para controle desta praga é atraves da aplicacdo de inseticidas
(VIANA; COSTA, 1998), que nem sempre € bem-sucedida, devido a vérios fatores, tais como o
habito e os diferentes niveis de resisténcia aos agrotoxicos, além das inadequadas técnicas de
aplicacdo adotadas. Em contraste, amplo nimero de organismos age como inimigos naturais,
na forma de predadores, parasitoides ou patdgenos (VALICENTE, 1989; VALICENTE; BARRETO,
1999). Dentre os agentes microbianos, destacam-se os virus de poliedrose nuclear (VPN), 0s
quais normalmente apresentam alta especificidade ao hospedeiro (SOSA-GOMEZ et al., 2008).
Mesmao ocorrendo naturalmente em baixa proporcao no ambiente, estes virus tém alto potencial
para serem aplicados artificialmente no controle bioldgico de lepiddpteros-praga (VALICENTE;
CRUZ, 1991; VALICENTE; TUELHER, 2009; VASQUEZ; ZEDDAM; TRESIERRA, 2002).

Outra alternativa contra S. frugiperda é a adocdo de plantas geneticamente
modificadas, as quais tem como caracteristica a resisténcia a insetos-praga através da expressao
das proteinas inseticidas Cry ou VIP, de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt). Contudo,
diferentes tipos de proteinas, isoladamente ou em combinacéo, podem ser expressas em culturas
Bt e ndo serem eficazes contra Spodoptera spp., como o caso da soja Bt, recentemente liberado
no mercado brasileiro (ano 2013), que expressa CrylAc (BERNARDI et al., 2014). Como a soja é
a principal cultura do Brasil e por ser um método eficiente no controle dos principais
lepiddpteros-praga, em 2015 a soja Bt ja ocupava cerca de 20% da éarea total cultivada (6,3
milhOes de hectares,) com a oleaginosa (GALVAO, 2015). Em consequéncia, as extensas areas
com soja Bt e a ampla disponibilidade da proteina CrylAc poderdo ter implicagdes nas
interacdes com agentes de controle de pragas ndo-alvo da tecnologia, como S. frugiperda e seu

baculovirus.
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Na literatura encontram-se estudos que consideram a interagdo entre Bt e virus em
diferentes lepiddpteros-praga (HATEM; AMER; VARGAS-OSUNA, 2012; KALANTARI et al., 2013; LIU
et al., 2006; MARZBAN et a., 2009; POLANCZYK; ALVES, 2005), como tentativa de se potencializar a
acao desses agentes microbianos no controle bioldgico, porém poucos elucidaram os efeitos de
Bt em pragas ndo-alvo e na infectividade dos entomopatdgenos (HESKETH; HAILS, 2015). Dados
que podem ser importantes para o controle de pragas, uma vez que a producdo de inéculo das
lagartas mortas pelo virus e expostas a Bt, pode ser comprometida, assim como sua viruléncia
nas subsequentes infeccdes, interferindo com a transmissédo horizontal.

Assim, considerando a sucessao de culturas, prolongado periodo de cultivo da soja e
0 potencial reprodutivo de S. frugiperda, torna-se importante investigar quais seriam as
possiveis consequéncias da infeccdo por CrylAc na atividade dos virus. Neste contexto,
levantam-se as seguintes hipoteses: i) a interacdo entre HD-73 (Cry1Ac) e virus proporcionara
maior mortalidade de S. frugiperda; ii) a exposicdo de S. frugiperda as concentragdes subletais
de HD-73 afetara o rendimento e a viruléncia do virus; e iii) HD-73 causard impacto na infecgao
secundaria do virus. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis impactos de HD-

73, que expressa CrylAc, na infectividade do virus, STMNPV, em S. frugiperda.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Coldnia de insetos e obtencdo dos entomopatdgenos

Uma col6nia de S. frugiperda, oriunda de Carlisle, PA, EUA, foi estabelecida em 2014
e mantida a 25+2°C, 50+10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo. As lagartas foram criadas de
acordo com o método adaptado de Hoffmann-Campo; Oliveria e Moscardi (1985) e alimentadas
com uma dieta artificial baseada em gérmen de trigo. Em todos os bioensaios se utilizou uma
cultura liofilizada esporulada de B. thuringiensis subsp. kurstaki, estirpe HD-73 produtora da
proteina CrylAc, produzida e fornecida pela Dra. Gislayne T. Vilas-Boas (Universidade
Estadual de Londrina, PR, Brasil).

O virus de poliedrose nuclear de S. frugiperda (SFMNPV) encontra-se disponivel na
colecdo de entomopatdgenos da Embrapa Soja (Londrina, PR). O SFMNPV foi multiplicado
em lagartas de terceiro instar, da referida col6nia, e os individuos mortos pelo patogeno foram
coletados e armazenados em tubos de microcentrifuga (2 ml) a -20°C. Uma porcao do cadaver
com SFMNPV foi diluida em agua destilada autoclavada (H2Od autoclavada) e filtrada através

de um algoddo hidrofilo para remover quaisquer detritos, como também manter a integridade
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do virus. A concentracdo de corpos de oclusdo (CO) foi estimada com o auxilio de um
hemocitdmetro (Hausser Scientific) e microscdpio 6ptico com magnificacdo 400x.

2.2.2 Protocolo de infecgéo

A bactéria HD-73 liofilizada foi pesada e diluida em H>Od autoclavada e a sua
incorporacdo na dieta foi de acordo com o protocolo sugerido por Morales et al. (1995). Uma
concentracdo especifica do patégeno foi adicionada quando a temperatura da dieta, sem
formaldeido e antibidtico, atingiu aproximadamente 50°C. Posteriormente, a dieta com
patdgeno foi misturada com auxilio de uma batedeira elétrica de mao (Black & Decker, 175 W)
e entdo, vertida em bandeja de 128 células (Bio-serv, Frenchtown, NJ). Apos solidificacdo da
dieta, lagartas neonatas foram colocadas em par em cada célula, seladas com folhas plésticas
autoadesivas, que possibilitam a troca gasosa, e mantidas até o final do terceiro instar.

Lagartas de final de terceiro instar, isto €, apos ter cessado a alimentacdo antes da
ecdise, localizadas na parte superior do recipiente e cor mais clara, foram transferidas para
placas de cultura de tecido de 48 células (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ). As
mesmas foram mantidas em jejum por 16 h, a fim de eliminar a dieta com patgeno do intestino,
previamente consumida. Lagartas no inicio do quarto instar foram realocadas para novas placas
de 48 células, contendo pedaco de dieta (2mm x 4mm) inoculada com as especificas
concentracdes de STMNPV. Neste caso, 1ul da suspensédo desejada de virus foi adicionada sobre
cada pedaco de dieta, sem antibiotico. Apds 24 h da inoculacao, os individuos que consumiram
toda a dieta foram transferidos individualmente para copos plasticos de 30 ml (Solo Cup
Company, Lake Forest, IL) com dieta livre de patdgenos, permanecendo até a pupacdo. As
lagartas de S. frugiperda foram alimentadas ad libitum com dieta e mantidas a 25+1°C, 50+10%
UR e 14 h (L:E) de fotoperiodo. H.Od autoclavada foi incorporada na mesma propor¢éo que as

suspensdes dos patdgenos para o tratamento controle.

2.2.3 InfeccBes combinadas entre HD-73 e VPN

Duzentas neonatas foram expostas a cada concentragéo, 0, 10, 40 e 80 pug de HD-73
por ml de dieta (ug.ml™?t) e mantidas até o final do terceiro instar. Cerca de 48 lagartas de quarto
instar de cada tratamento foram infectadas com 0, 10° ou 10* CO.lagarta™® (Figura 7). No quarto
dia apos exposicdo (DAE) ao STMNPV, o peso de 20 lagartas.tratamento™ foi registrado e a
mortalidade avaliada até a pupacdo. Individuos com sintomas caracteristicos da doenga,
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causado pelo virus, foram separados, colocados em tubos de microcentrifuga (1,5 ml) e, apos
24 h, avaliados pela mortalidade. Lagartas mortas foram coletadas e armazenadas a -20°C.

O rendimento de corpos de oclusdo por cadaver foi quantificado em oito individuos
por tratamento. Inicialmente, H.Od autoclavada foi adicionada até completar 1 ml em cada tubo
de microcentrifuga contendo o cadaver. Na sequéncia, estes foram agitados no VVortex (Phoenix
tubes shaker, Model AP 56) e uma porcao da suspensdo foi diluida na proporcéo de 1:100 (10
ul : 990 ul). A concentracdo foi estimada através da contagem de CO em cinco quadrantes, do
quadrado central, da cAmara de Neubauer, através de um microscépio éptico, magnificacdo
400x. Quatro contagens separadas foram realizadas por cada cadaver e calculada a média.
Como os bioensaios foram replicados, na segunda repeticdo houve um acréscimo no nimero de
lagartas.tratamento®, ao invés de 200 neonatas.concentragiol de HD-73, 48
lagartas.concentracdo™ do SFMNPV, e oito cadaveres (CO contagem), foram usadas 300, 60 e

10, respectivamente.
200 neonatas.concentra(;z”ao'1 48 Iagartas.concentragéo'l
/ 0 CO.lagarta”
0 pg.mi™ \A: 10° CO.lagarta™
10* CO.Iagartafl

0 CO.Iagarta'1

10° CO.Iagartafl
10* CO.Iagartafl

/ 0 CO.lagarta”
_» 3 -1
40 ug.ml'1 \: 10" CO.lagarta
10* CO.lagarta™

/ 0 CO.lagarta”
3 -1

80 pg.ml'1 \: 10" CO.lagarta
10* CO.lagarta™

Neonata - 3° instar Final 3° instar /16h 4°instar / 24 h

10 pg.ml™

800 neonatas

Exposi¢do a HD-73 Jejum Exposi¢do ao STMNPV

Figura 7. Delineamento experimental das infegdes combinadas entre a estirpe HD-73 (CrylAc) e o virus de
poliedrose nuclear (SFMNPV), com diferentes tempos de exposicdo a cada patdgeno e ao longo do
desenvolvimento larval de Spodoptera frugiperda. Exposi¢ao a HD-73: cerca de 200 neonatas foram expostas a 0,
10, 40 e 80 pg.ml! dieta de HD-73 e mantidas até o final do terceiro instar. Jejum: no final do terceiro instar, as
lagartas permaneceram em jejum por aproximadamente 16 h. Exposicdo ao STIMNPV: cerca de 48 lagartas no
inicio do quarto instar foram infectadas com 0, 10° e 10*corpos de ocluso (CO).lagarta™.
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2.2.4 Teste de viruléncia de STMNPV

Com o proposito de verificar se as concentracfes subletais de HD-73 (CrylAc)
ingeridas pelas lagartas afetariam a viruléncia do SFTMNPV, 10 cadaveres provenientes de cada
infeccdo combinada, 0+10% 10+10% 40+10* e 80+10% HD-73 pg.mlt + CO.lagarta®,
respectivamente, foram separados em dois grupos de cinco. A quantidade de 20 pl foi coletada
de cada cadaver, totalizando 100 pl, e diluidos em 900 pl de H>Od autoclavada. Corpos de
ocluséo foram quantificados e preparada uma diluicdo serial, 50, 500, 5.000 e 50.000
CO.lagarta™. Um total de 48 lagartas de quarto instar foram inoculadas com cada concentragao
do SFTMNPV, via dieta, como mencionado previamente no protocolo de infec¢do por virus. A
mortalidade foi avaliada diariamente ap0s a exposi¢cdo ao STIMNPV até a completa formacéao da
pupa. As lagartas foram mantidas a 25+1°C, 50+£10% UR e 14 h (L:E) de fotoperiodo.

2.2.5 Anélises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente ao acaso,
replicados e analisados em conjunto. Os dados foram submetidos a uma analise exploratéria
para verificar se atendem as pressuposicdes da andlise de variancia, incluindo distribuicéo
normal (SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade de variancias (BURR; FOSTER, 1972; HARTLEY,
1940). Os dados de numeros de corpos de oclusdo foram transformados com log (X), por ndo
apresentarem distribuicdo normal. O teste de comparacdo multipla de médias utilizado foi de
Tukey, ao nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os dados que ndo apresentaram normalidade
foram analisados pelo modelo linear generalizado, distribui¢cdo normal e funcéo link identity, e
comparados pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05). A mortalidade ¢ a concentracdo letal 50
(CLso) foram avaliadas pelo modelo linear generalizado, distribuigdo binomial, funcéo link logit
e comparadas através do teste de Qui-quadrado (p<0,05). Os dados foram analisados pelo
pacote cientifico JMP (Version 11.2.1, SAS Institute Inc, Cary, NC).

2.3 RESULTADOS

O peso larval foi significativamente afetado com o aumento da concentracdo de HD-
73. Similarmente, observou-se para os tratamentos com inoculagdes isoladas do virus, 0+10° e
0+10* pg.mlt + CO.lagarta?, respectivamente. Porém, neste caso, os efeitos negativos foram
inferiores daqueles em que as lagartas ficaram expostas a ambos os patdgenos, HD-73 e

STMNPV. As infecgdes sequenciais de HD-73 e baculovirus em lagartas de S. frugiperda, que
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proporcionaram menor peso larval, foram as combinacGes 40+10° e 40+10* pg.ml?t +

CO.lagarta, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Peso larval (xEP) de Spodoptera frugiperda aos quatro dias apds infec¢do com virus de poliedrose
nuclear (SIMNPV), nas concentragBes 0, 10° e 10* corpos de oclusdo (CO).lagarta?, em lagartas previamente
expostas as concentragdes subletais 0, 10, 40 e 80 pg.ml dieta de HD-73 (CrylAc). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05).

A mortalidade causada pela concentracio 10* CO.lagarta® do SfMNPV em S.
frugiperda foi significativamente superior quando observado com 10% CO.lagarta™, porém no
diferiu entre as lagartas expostas ou ndo a Bt. A combinacéo, entre HD-73+VPN, 10+10% ug.ml-
L+CO.lagarta™ proporcionou menor mortalidade comparada as inoculagdes com 40+102% pg.ml-
L+CO.lagarta™ e 0+10° pg.mI"*+CO.lagarta™t, mas ndo diferiu de 80+10° pg.mI"*+CO.lagarta™?,
respectivamente (Figura 9). Diferenca estatistica ndo foi observada para o tempo médio de

mortalidade causada pelo virus entre os tratamentos com ou livre de HD-73 (Figura 10).
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Figura 9. Mortalidade larval (%) (+EP) de Spodoptera frugiperda apés infec¢do com virus de poliedrose nuclear
(STMNPV), nas concentragdes 0, 10° e 10* corpos de oclusdo (CO).lagarta, em lagartas previamente expostas as
concentracdes subletais 0, 10, 40 e 80 pg.ml* de HD-73 (CrylAc). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05).
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Figura 10. Tempo médio (dias) (+EP) para mortalidade de Spodoptera frugiperda apos infecgdo com virus de
poliedrose nuclear (SFMNPV), nas concentracBes 10° e 10* corpos de oclusdo (CO).lagarta?, em lagartas
previamente expostas as concentracdes subletais 0, 10, 40 e 80 pg.ml*de HD-73 (Cry1Ac). ns= ndo significativo.

Por outro lado, a infecgo inicial de S. frugiperda com 40 e 80 pg.ml* de HD-73

significativamente afetou o numero de corpos de oclusdo por cadaver, em ambas as
concentragdes do STMNPV, 10° e 10* CO.lagarta™ (Figura 11).
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Figura 11. Rendimento de corpos de ocluséo (CO) por cadaver de Spodoptera frugiperda ap6s infec¢do com virus
de poliedrose nuclear (STMNPV), nas concentragfes 10° e 10* CO.lagarta®, em lagartas previamente expostas as
concentracdes subletais 0, 10, 40 e 80 pg.ml* de HD-73 (CrylAc). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
pelo teste de Tukey (p<0,05).

A concentracéo letal (CLso) do STMNPV em lagartas expostas a 10 ug.ml* de HD-73
foi 1,9 e 2,35 vezes significativamente superior aos virus que, reproduziram-se em individuos
inoculados com 40 pug.ml™ e 0 pg.ml?, respectivamente, porém néo diferiu da infecgdo com 80

ug.mlt (Figura 12).
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Figura 12. Concentracéo letal (CLso) de virus de poliedrose nuclear (STMNPV) em lagartas de quarto instar de
Spodoptera frugiperda. Teste de viruléncia do SFMNPV oriundo da multiplicagdo de corpos de oclusdo (CO) em
lagartas expostas previamente as concentragdes 0, 10, 40 e 80 pug.ml* de HD-73 (Cry1Ac) e, posteriormente, com
10* CO.lagarta. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05).
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2.4 DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que as concentracdes subletais de HD-73 afetaram
negativamente o peso larval de S. frugiperda, podendo causar maior impacto na biomassa da
lagarta quando associado com o virus de poliedrose nuclear, STMNPV, no entanto estes
resultados dependem das concentracfes adotadas. Por exemplo, as melhores associacdes da
aplicacdo sequencial de HD-73 e STMNPV, que proporcionaram menor peso larval, foram
10+10%, 40+103 e 40+10* pug.ml*+CO.lagarta®, respectivamente.

A infeccdo prévia de S. frugiperda com HD-73 ndo ocasionou ganhos significativos
na mortalidade pelo baculovirus, sendo a proporcao de individuos mortos pelas inoculacfes
combinadas de HD-73 e STMNPV, semelhante a acdo do virus isoladamente. Efeito negativo
na mortalidade de insetos tem sido frequentemente citado na literatura para interacGes entre Bt
e 05 VPN (HATEM; AMER; VARGAS-OSUNA, 2012; LIU et al., 2006; LOPEZ LASTRA; BOUCIAS;
SOARES JR., 1995), no entanto estes efeitos podem ser mais prejudiciais ao considerar a
transmissdo secundaria ou horizontal dos baculovirus. Em nossas investigacdes fica evidente
que a exposicao prévia de S. frugiperda a HD-73 (CrylAc) reflete no numero de CO por
cadaver, efeito que pode estar correlacionado com o menor peso larval. Consequentemente,
reduz drasticamente a fonte de indculo para subsequentes infec¢bes. Independentemente da
presenca ou ndo de Bt e da quantidade de CO.lagarta®, o tempo médio para mortalidade dos
individuos por virus foi similar entre todos os tratamentos.

Outro fator relevante é que, dependendo da quantidade da proteina Bt ingerida pela
lagarta, pode ocorrer menor viruléncia do baculovirus multiplicado nestes individuos. Assim,
consequentemente, requerendo maior quantidade de corpos de oclusédo para causar significativa
mortalidade dos individuos a serem infectados. Ao avaliarem se a coinfeccdo de Bt e 0
baculovirus, PafINPV, afetaria a dindmica de transmissdo viral em Mamestra brassicae
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Noctuidae), Hesketh e Hails (2015) registraram que na
transmissao primaria a aplica¢do simultanea de PafINPV e Bt ocasionaram maior mortalidade,
comparado a aplicagdo do virus isoladamente, porém o rendimento de CO foi afetado na
presenca de Bt. Como consequéncia, 0s autores observaram impacto negativo na transmissao
secundaria, 0 que resultou em menor taxa na transmissao viral. Além disso, a mortalidade de
lagartas por virus oriundos da combinagdo foi inferior aos individuos infectados com virus
isoladamente, resultados estes que corroboram com as observacGes da presente investigagéo.

O mecanismo pelo qual esta relacionado a menor viruléncia do baculovirus, apos a

multiplicacdo em lagartas expostas a Bt, ainda é obscuro. Normalmente, as hipoteses de efeitos
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negativos entre Bt e VPN séo baseados no modo de a¢do de cada patdgeno ou na reposta imune
do hospedeiro. Alteragcdes provocadas por Bt no sistema imune de S frugiperda ndo foram
observadas na presente pesquisa (Capitulo 1), sugerindo que existem outros mecanismos
envolvidos nestas reacoes.

Portanto, pode-se concluir que concentragdes subletais de HD-73 (CrylAc) causam
impactos negativos na interagdo com SFIMNPV em S. frugiperda. Os efeitos mais drésticos séo
na multiplicacdo do SfMNPV, que reflete em menor fonte de indculo para infecgdes
secundarias. Como projeto piloto dos efeitos subletais de CrylAc em organismos nao-alvo,
estes resultados indicam que ndo seria viavel a ado¢do conjunta de soja Bt e do virus de
poliedrose nuclear (SFMNPV), para o controle bioldgico de S. frugiperda. Entretanto, validagéo
em ensaios de campo é necessaria para confirmacdo dos resultados de laboratorio, ora
apresentados. E provavel que outras espécies com baixa suscetibilidade a toxina CrylAc, como
Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) e Spodoptera eridania (Cramer, 1782) (Lepidoptera:
Noctuidae), também apresentem interacdes negativas com baculovirus, havendo, no entanto, a

necessidade de mais estudos nesta area.
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CAPITULO 3 - EFEITOS DA BACTERIA HD-73 E SOJA Bt (CrylAc) EM
COMBINACAO COM ENTOMOPATOGENOS DE Spodoptera
spp.

3.1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma das principais culturas de importancia
econémica e comercialmente produzida em larga escala no Brasil, sendo responsavel por 55%
de toda area cultivada com grdos. Somente na safra 2015/2016, cerca de 33,18 milhdes de
hectares foram semeados com esta oleaginosa (CONAB, 2016). Entre os fatores que podem afetar
a produtividade e a qualidade da producéo desta cultura, destacam-se 0s insetos-praga, 0s quais
atacam desde a fase de plantula até a completa maturacao fisiologica da planta. Dentre as mais
importantes pragas estdo as espécies que pertencem a ordem Lepidoptera, como a lagarta-da-
soja, Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae), espécie considerada
praga-chave da soja, devido a maior abundancia e ocorréncia frequente em todas as regides
agricolas do pais (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; MOSCARDI et al., 2012).

Outras espécies de noctuideos, anteriormente consideradas pragas secundarias, tém se
destacado por demonstrarem elevado potencial de dano, maior toleréncia aos inseticidas e
regular ocorréncia na cultura da soja. Dentre estas, estdo as lagartas do género Spodoptera
(BUENO et al., 2010; MOSCARDI et al., 2012; QUINTELA et al., 2007), como as lagartas-das-vagens, S.
cosmioides (Walker, 1858) e S. eridania (Cramer, 1782) (Lepidoptera: Noctuidae), as quais
causam 0s maiores danos na fase reprodutiva, alimentando-se das folhas e, principalmente, de
vagens (GAZZONI; YORINORI, 1995; SOSA-GOMEZ et al., 2014), como também s&o de maior
abundancia na regido de cerrado do Brasil (QUINTELA et al., 2007). Da mesma forma, a lagarta-
do-cartucho ou lagarta-militar, S. frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
observada atacando ocasionalmente a soja, principalmente na fase de plantula (HOFFMANN-
CAMPO et al., 2012; SOSA-GOMEZ et al., 1993), que geralmente ocorre em baixas infestacbes em
relacdo as outras duas espécies de Spodoptera (PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012).

Paralelamente aos insetos-praga, existe uma diversidade de organismos que se
hospedam na cultura da soja e desempenham a funcdo como agentes de controle bioldgico,
sendo parasitoides, predadores ou patdgenos (BUENO et al., 2012). Entre 0s mais abundantes
entomopatogenos esta a “doenga-branca”, ocasionada pelo fungo Metarhizium rileyi (Farlow)
Kepler, S.A. Rehner & Humber, que potencialmente causa epizootias, durante periodos de
umidade relativa elevada (ALVES et al., 2008), e mortalidade de uma ampla gama de lepidopteros,
que ocorrem na soja (AGOSTINI, 2014; COSTA et al., 2015; IGNOFFO et al., 1976; LIMA et al., 2015;



45

MARUYA; PINTO; GRAVENA, 2001; SOSA-GOMEZ et al. 2003), favorecendo, assim, o declinio
populacional destas pragas. Outros entomopatégenos importantes sdo os virus de poliedrose
nuclear (VPN), os quais apresentam alta especificidade aos hospedeiros (VALICENTE;
BARRETO, 1999). Porém, o uso indiscriminado e de inadequadas técnicas de aplicacdo de
agrotoxicos, tanto para o controle de pragas como de doencas na cultura da soja, tem favorecido
o desequilibrio no agroecossistema e prejudicado a atividade destes inimigos naturais (BUENO
et al., 2012), cOmo 0 impacto negativo na atividade patogénica de M. rileyi quando exposto a
diferentes fungicidas (SOSA-GOMEZ, 2005; SOSA-GOMEZ et al., 2003) e inseticidas (BARBOSA et al.,
1997).

Como alternativa no manejo integrado de pragas e reduzir o uso de inseticidas, a fim
de minimizar os impactos ambientais e favorecer o equilibrio no agroecossistema, tem-se
empregado o uso de plantas resistentes a insetos, como as plantas geneticamente modificadas,
que expressam proteinas Cry e VIP. Recentemente, no Brasil foi liberado comercialmente o
cultivo da soja Bt, que expressa a proteina CrylAc (CTNBio, 2010), para o controle de
lepidopteros. Entretanto, a quantidade de CrylAc expressa nos tecidos da soja Bt é apenas
suficiente para controlar especificas lagartas desfolhadoras, como A. gemmatalis e Chrysodeixis
includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae) (CTNBio, 2010; BERNARDI et al., 2012),
enquanto para outras espécies ndo-alvo desta tecnologia, apenas podem afeté-las subletalmente.
Por exemplo, Bernardi et al. (2014) observaram que ao fornecerem discos de folhas de soja Bt,
as lagartas de S. cosmioides e S. eridania apresentavam baixa mortalidade, e em S. frugiperda
prolongava a fase larval, reduzia a viabilidade e aumentava o intervalo entre as geracoes.

Além destes insetos-praga, outros organismos estardo expostos aos efeitos letais ou
subletais com a adog¢éo de plantas Bt, assunto que tem levantado questionamentos entre alguns
pesquisadores, quanto ao impacto desta tecnologia em organismos néo-alvo, como 0s inimigos
naturais (ANDOW; HILBECK, 2004; ANDOW, LOVEI; ARPAIA, 2006; CATARINO et al., 2015; GARCIA,
ALTIERI, 2005; LOVEI; ANDOW). No entanto, ainda séo poucos 0s estudos que investigaram as
possiveis interacdes entre estas plantas geneticamente modificadas e entomopat6genos (CORY;
ERICSSON, 2010), uma vez que juntos, poderiam atuar eficientemente no controle das pragas
ndo-alvo desta tecnologia. Em geral, diferentes tipos de respostas poderéo ser observados nas
interacdes entre a proteina Cry e a atividade dos patdgenos sobre o inseto, sendo de forma
negativa ou positiva, ou ainda, terem efeitos independentes (BOTTRELL; BARBOSA; GOULD,
1998; HARE, 2002). Porém, todos esses fatores sdo variaveis, uma vez que dependem da
suscetibilidade, das concentragdes aplicadas e ingeridas pelo hospedeiro e que os organismos

diferem no modo de acao e reacdo (HATEM; AMER; VARGAS-OSUNA, 2012; MANTZOUKAS et al.,
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2013; MARZBAN et al., 2009; POLANCZYK; ALVES, 2005). Assim, em virtude das extensas areas
com soja Bt, a ocorréncia de espécies do complexo Spodoptera, consideradas tolerantes a
CrylAc e de dificil controle, e das condi¢bes favoraveis para epizootias ou aplicacdes
inundativas de fungos e virus para o controle bioldgico, torna-se importante elucidar os
possiveis efeitos das combinacbes destes entomopatégenos no controle de pragas ndo-alvo da
tecnologia. Portanto, o propdsito do presente estudo foi avaliar os efeitos de concentracGes
subletais de CrylAc expressas pela cepa HD-73 e folhas de soja Bt, na interacdo com virus de

poliedrose nuclear (VPN) e o fungo M. rileyi em S. cosmioides, S. eridania e S. frugiperda.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencdo de noctuideos e entomopatdgenos

As espécies S. cosmioides, S. eridania e S. frugiperda foram criadas em dieta artificial
citada por Parra (2001) e conforme o protocolo de Hoffmann-Campo, Oliveira e Moscardi
(1985), a 26+1°C, 60£10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo, no laboratério de Entomologia
da Embrapa Soja. Cultura liofilizada esporulada de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki,
estirpe HD-73 produtora da toxina CrylAc, foi produzida e fornecida pela Dra. Gislayne T.
Vilas-Boas (Universidade Estadual de Londrina, PR). Os virus de poliedrose nuclear (VPN) de
S. cosmioides (Spodoptera cosmioides VPN), S. eridania (Spodoptera eridania VPN) e S.
frugiperda (SfTMNPV), e o fungo M. rileyi, isolado CNPSo0-Nr10, encontram-se disponiveis na
colecdo de entomopatogenos da Embrapa Soja.

Os VPN’s foram multiplicados em lagartas de terceiro instar, de sua respectiva espécie,
e os individuos mortos pelo patégeno foram coletados e armazenados em tubos de
microcentrifuga (2ml) a -20°C. Os virus foram diluidos em agua destilada autoclavada (H.Od
autoclavada) e filtrados atraveés de um algoddo hidrofilo, para remocdo dos detritos. As
concentracgdes de corpos de oclusdo (CO) foram estimadas com o auxilio de um hemocitémetro
(Hausser Scientific) e microscopio optico com magnificagdo 400x. O fungo M. rileyi foi
cultivado “in vitro”, em meio de cultura SMAY (caseina, 10g; extrato de levedura, 10g;
maltose, 40g; agar, 15g; e agua destilada, 1 L) com hemolinfa, das especificas espécies em
estudo, diluida a 1% v/v (S. frugiperda — 1 ml hemolinfa / 99 ml SMAY) e 2% v/v (S.
cosmioides e S. eridania), posteriormente sendo vertido em placas de Petri estéreis (50 mm X
10 mm) e mantido sob temperatura de 26+1°C, 60+10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo.
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3.2.2 Caracteristicas gerais dos bioensaios

3.2.2.1 Inoculagdes dos entomopatdgenos na fase larval

Primeiramente, para obter as concentracdes desejadas, a bactéria HD-73 liofilizada foi
pesada e diluida em H.Od autoclavada, e os virus quantificados e diluidos em H.Od
autoclavada. A incorporacdo de ambos o0s entomopatogenos, HD-73 e VPN, na dieta artificial
(GREENE; LEPLA; DICKERSON, 1976), foi de acordo com o protocolo sugerido por Morales et al.
(1995). Uma concentracdo especifica do patdgeno foi adicionada quando a temperatura da dieta,
sem formaldeido e antibidtico, atingiu aproximadamente 50°C. Posteriormente, a dieta com
patégenos foi misturada com o auxilio de um mixer vertical (Philips Walita) e entdo vertida,
aproximadamente 10 ml, em cada copo plastico de 50 ml (Copaza, Igara, SC). Apés a
solidificacéo, a dieta foi dividida em duas partes e transferida uma metade para outro copo, 0s
quais foram cobertos e selados com papel dupla face contendo um individuo.

A inoculacdo de M. rileyi foi realizada através da distribuicdo de uma concentragdo
conhecida (conidios.mm) sobre a superficie da dieta ou via aplicagio topica. No primeiro
método, um volume de in6culo (40 pl) foi pipetado sobre a dieta vertida em copos plasticos (50
ml) e, entdo, espalhado com um bastdo de plastico. A dieta inoculada permaneceu em repouso
na camara de fluxo para evaporacao do excesso de dgua. No segundo método, esporos secos da
coldnia do fungo foram transferidos sobre o dorso das lagartas (+2,5x10° conidios.larva), com
auxilio de uma al¢a de platina de 1 pl. Em ambos os métodos de inoculacdo foram usadas
colbnias entre 11 a 15 dias de cultivo e previamente avaliada a germinacéo dos conidios. Para
determinar a viabilidade, uma suspensdo de conidios em 0,1% de Tween 80 (*1x10°
conidios.mlI) foi pulverizada, com auxilio de um inalador compressor (NEC 801 — OMRON,
Sédo Paulo), sobre meio de cultura SMAY, disposta em laminas de microscopia. Apés 48 horas
de incubacdo, a 26+1°C, 60+10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo, quantificaram-se 0s
conidios germinados e ndo germinados. Cem conidios foram contados em trés campos
microscopicos de observagdo. Em geral, a germinacédo dos conidios foi superior a 90%.

Na dieta sem patdgenos foi adicionada H>Od autoclavada, na mesma proporcéo das
suspensdes dos patdgenos inoculados. Todos os ensaios foram mantidos a 26£1°C, 60+10%
UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo.
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3.2.2.2 Conducao dos ensaios na fase adulta

Nos ensaios que foram conduzidos até a oviposicao, 5 a 12 casais foram separados em
pares, com no maximo 48 horas de diferenca na emergéncia entre fémea e macho, e colocados
em gaiolas de tubo PVC (20 cm de altura x 10 cm de didmetro). Os tubos foram vedados com
tampa de gerbox, juntamente com papel filtro, e com filme plastico, na extremidade inferior e
superior, respectivamente. Os adultos foram alimentados com soluc¢éo de mel a 10% e mantidos
em camara climatizada a 25+1°C, 50+£10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo. Papel sulfite
branco, fixado na parede interna do tubo, foi utilizado como substrato para oviposicao.
Diariamente foram coletados e quantificados os ovos/fémeas de todos os casais de cada
tratamento, até a mortalidade das fémeas. Além disso, uma postura ou pelo menos 100 ovos,
exceto para os Ultimos dias de oviposi¢do, nos quais se coletou um menor nimero de ovos,
devido ao definhamento, foram separados, acondicionados em copos plasticos (50 ml) e
vedados com tampa de papel de dupla face. Os ovos foram incubados a 26+£1°C, 60+10% UR
e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo, e avaliada a porcentagem de ecloséo larval no quarto dia apds

a data de postura.

3.2.3 Exposicao de Spodoptera spp. aos entomopatdgenos

Em geral, os ensaios diferiram entre as espécies em estudo, as concentracbes dos

patdégenos e 0 momento de inoculagdo, simultanea ou sequencial, e na fonte de alimentac&o.

3.2.3.1 Exposicao simultanea de lagartas de Spodoptera spp. a entomopatégenos

Nas investigacOes dos efeitos da cepa HD-73 aplicada simultaneamente com VPN ou
M. rileyi, em S. eridania e S. frugiperda, dois ensaios para cada espécie foram realizados, em
diferentes concentracdes dos patdgenos. Lagartas de terceiro instar foram expostas as dietas
inoculadas com as concentragfes de 10 pg de HD-73 por ml de dieta (ug.ml™) e 1x10° corpos
de oclusdo por ml de dieta (CO.ml), no primeiro ensaio, e 50 pug.ml?t e 5x10° CO.ml?,
respectivamente, no segundo ensaio. No segundo ensaio de ambas as espécies foi adicionado o
tratamento com M. rileyi (Nr10), distribuindo-se 40 conidios.mm sobre a superficie das dietas
com ou livre de HD-73. As lagartas foram mantidas em dietas com os patdgenos por 96 horas,
sendo, posteriormente, fornecida a dieta livre destes organismos. Em ambas as espécies e
ensaios, 0s parametros registrados foram: mortalidade larval diéria, peso larval — 7 dias ap6s a

exposicdo (DAE) aos patdgenos, viabilidade larval e pupal e, exceto no primeiro ensaio, 0 peso
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de pupa recém-formada (<24 horas). Os tratamentos consistiram em: controle, inoculagdo com
a cepa HD-73, VPN e HD-73+VPN, totalizando 40 lagartas/tratamento; e controle, HD-73,
VPN, Nr10, HD-73+VPN e HD-73+Nr10, com 60 lagartas/tratamento, no primeiro e segundo

ensaios, respectivamente. Os ensaios foram conduzidos até a obtencéo dos adultos.

3.2.3.2 Exposicdo sequencial de lagartas de Spodoptera spp. a entomopatdgenos

A fim de observar a interacdo dos entomopatégenos aplicados sequencialmente em
Spodoptera spp., quatro ensaios foram conduzidos, sendo um para cada espécie, S. eridania e
S. frugiperda, e dois para S. cosmioides. Em todos os ensaios, lagartas neonatas foram mantidas
em contato por 48 horas em dieta inoculada ou ndo com a bactéria HD-73, sendo, na sequéncia,
transferidas para dieta contendo VPN ou em dieta livre de patdgenos, para inoculacdo topica
com M. rileyi. As lagartas permaneceram por 96 horas até a substituicdo por dieta sem
patdgenos. Em cada ensaio e espécie foram adotadas as seguintes concentraces de HD-73 e
VPN: S. eridania, 67 pg.ml* e 5x10% CO.ml*; S. frugiperda, 50 pg.ml* e 5x10° CO.mlI?; e
para S. cosmioides, 50 pg.ml?t e 1,24x10* CO.mIt e 50 pg.ml? e 5x10®° CO.mI?,
respectivamente. As varidveis observadas nas trés espécies foram: mortalidade larval diéria,
peso larval — 9 DAE a HD-73, peso pupal - 24 h ap6s sua completa formacdo (>24 h),
viabilidade larval e pupal. Somente para S. cosmioides e S. frugiperda, os ensaios foram
conduzidos até a fase adulta, quando foram avaliados a razdo sexual, nimero de ovos/fémea,
viabilidade de ovos e longevidade de macho e fémea. Cada tratamento foi composto por 60
lagartas e distribuidos em: controle, HD-73, VPN, Nrl10, HD-73+VPN, HD-73+Nrl10 e
VPN+NTr10.

3.2.3.3 Tecidos foliares de soja RR e BtRR incorporados na dieta artificial

Dois gendtipos de soja, BRS 283 RR e BRS 283 BtRR, foram semeados em vasos
plasticos (3 L), contendo mistura de terra, areia e esterco curtido, na relagdo 3:2:2, e cultivados
em casa de vegetacdo a 28+2°C. Em cada vaso foram mantidas de duas a trés plantulas e,
quando necessario, aplicado solucéo de leite a 5% para o controle de oidio, Microsphaera
diffusa (Cke. & PK.). Defensivos agricolas ndo foram empregados a fim de evitar efeitos
negativos no bioensaio. Plantas no estadio fenoldgico vegetativo, entre V4 e V6, foram cortadas
na base da haste principal e removidas todas as folhas sadias para o0 processo de desidratacao.

Inicialmente, obteve-se o0 peso fresco das folhas de cada gendtipo e, na sequéncia, as mesmas
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foram acondicionadas em sacos de papel, submetidas a desidratacdo em uma estufa, de
esterilizacdo e secagem digital, por 72 horas a 50°C. As folhas desidratadas foram pesadas e
calculado o teor de matéria seca [MS (%)= (Peso final * 100) / Peso inicial].

A concentracdo de CrylAc (1g/g) no tecido desidratado pode ser, em média, até sete
vezes superior a concentracdo expressa no tecido fresco, durante a fase vegetativa da soja (U.S.
EPA, 2010). A fim de fornecer uma concentracdo subletal de CrylAc durante todo
desenvolvimento larval de S. frugiperda, a quantidade de tecido desidratado incorporada na
dieta foi com base no teor de matéria seca de cada genotipo, BRS 283 RR (18,4%) e BRS 283
BtRR (18,6%). Assim, pesou-se 1,84 g (BRS 283 RR) e 1,86 g (BRS 283 BtRR) de folhas
desidratadas, as quais foram incorporadas e misturadas em 100 g de dieta a 50°C. O mesmo
procedimento citado anteriormente para inoculacdo dos patdgenos (item 3.2.2.1) foi aplicado
para STMNPV (5x10° CO.mlY) e M. rileyi (topica). Os tratamentos foram: BRS 283 RR
(controle), BRS 283 RR+VPN, BRS 283 RR+Nr10, BRS 283 BtRR, BRS 283 BtRR+VPN e
BRS 283 BtRR+Nr10, com 64 lagartas/tratamento. As avaliagdes consistiram em: mortalidade
larval diéria, peso larval - 9 DAE a soja Bt, peso pupal (>24 h), viabilidade larval e pupal, razéo

sexual, nimero de ovos/fémea, viabilidade de ovos e longevidade de fémeas e machos.

3.2.3.4 Folhas “in natura” de soja RR e BtRR

Folhas de soja “in natura” dos genotipos BRS 283 RR e BRS 283 BtRR, cultivados
conforme citado no bioensaio anterior, foram fornecidas durante todo o desenvolvimento larval,
para estudar os efeitos de CrylAc em S. frugiperda e seus entomopatégenos. O altimo trifélio
totalmente expandido da planta de soja, coletado a partir do estadio fenoldgico V4, foi fornecido
para as lagartas neonatas até o final do terceiro instar. Posteriormente, devido ao maior consumo
alimentar a partir do quarto instar, as lagartas foram permitidas a se alimentarem do penultimo
e ultimo trifdlio, totalmente expandidos. Os foliolos foram desinfetados em solucdo de
hipoclorito a 0,5%, por cinco minutos e, entdo, lavados em &gua corrente antes de serem
fornecidos as lagartas.

Inicialmente, neonatas foram separadas em grupos de 10 e acondicionadas em potes
de pléstico transparente de 200 ml (P13 — Copaza, Icara, SC), juntamente com um foliolo de
soja e um pedaco de algodao hidréfilo umedecido no peciolo, para evitar a desidratagéo foliar.
Apos 48 horas, as lagartas foram infectadas com VPN ou fungo. A inoculagdo de virus
(STMNPV) foi realizada via aplicacdo foliar, com o auxilio de um pulverizador de méo
(PRATIK AGRO, 1 L), aplicando um total de 1x10* CO sobre a face adaxial dos foliolos. M.
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rileyi foi inoculado topicamente com a al¢a de platina de 1 pl. Novos foliolos foram ofertados
apos o total consumo foliar. No final do terceiro instar, as lagartas foram individualizadas e
alimentadas ad libitum até a completa formacéao da pupa. Cada tratamento constituiu-se com 64
lagartas, sendo BRS 283 RR (controle), BRS 283 RR+VPN, BRS 283 RR+Nrl10, BRS 283
BtRR, BRS 283 BtRR+VPN e BRS 283 BtRR+Nrl0. As variaveis registradas foram:
mortalidade larval diéria, peso larval - 9 DAE a soja Bt, peso pupal (>24 h), viabilidade larval

e pupal.

3.2.4 Andlises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente ao acaso. Os
tratamentos na fase larval foram compostos por quatro repeti¢des, e na fase adulta, cada casal
constituiu uma repeticdo. Os dados foram submetidos a uma andlise exploratoria para verificar
se atendem as pressuposicdes da andlise de variancia, incluindo o modelo de aditividade
(TUKEY, 1949), distribuicdo normal (SHAPIRO; WILK, 1965), homogeneidade de variancias (BURR;
FOSTER, 1972; HARTLEY, 1940) e independéncia entre os residuos. Os dados que ndo
apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a analise ndo-paramétrica de Kruskal-
Wallis (SIEGEL, 1975). O teste de comparacdo multipla de médias utilizado foi de Tukey, ao
nivel de significancia de 5% (p<0,05), analisado pelo pacote cientifico SAS-Statistical Analysis
System, versdo 9.2, 2009.

A razdo sexual foi determinada pela formula: rs= fémea / (fémea+macho) (SILVEIRA
NETO et al., 1976). O tipo de interacdo foi determinado pela equacédo de Abbott (LEVY etal., 1986),
a qual determina a razdo entre a mortalidade observada (Mobs%) na combinagdo dos patdgenos
e a respectiva mortalidade esperada (Mesp%), Mons/Mesp. A mortalidade esperada é obtida pela
formula Mesp= a+b — (ab/100), em que “a” é % de mortalidade ocasionada pelo patogeno 1
isolado e “b”, % de mortalidade pelo patogeno 2 isolado. Se a razdo Mobs/Mesp for igual a 1,
indica aditividade na interagdo entre ambos patdgenos, se a razdo for <1 ou >1, a interagdo é

negativa ou positiva, respectivamente (LEVY et al., 1986).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Exposicao simultanea de lagartas de Spodoptera spp. a entomopatogenos

Lagartas de S. eridania expostas as dietas inoculadas com 10 pg.ml? e 1x10° CO.ml*

apresentaram maior mortalidade por virus isoladamente (67,50%) e HD-73+VPN (52,50%),
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comparadas com a infec¢do causada por HD-73 isoladamente (7,50%) e ao controle (0,00%).
Comportamento similar foi observado no ensaio com 50 pg.mlt + 5x10° CO.mlt e 40
conidios.mm, em que ocorreu maior mortalidade nas infeccdes provocadas por HD-73+VPN
(40,69%) e VPN (27,71%), em relacdo a bactéria HD-73 (9,69%), ao fungo Nr10 (1,67%) e ao
controle (1,79%). O peso larval foi estatisticamente afetado na presenca dos entomopatdgenos
neste Gltimo ensaio, sendo que a inocula¢do combinada de HD-73+VPN ocasionou menor peso
das lagartas de S. eridania, comparada com a aplicacdo de Nr10 isolada e a simultanea de HD-
73+Nr10. O menor peso pupal foi registrado na inoculacdo de VPN isoladamente, que diferiu
das infec¢des com Nr10, HD-73+VPN e HD-73+Nr10. A viabilidade larval e pupal ndo diferiu

entre os individuos sobreviventes de cada tratamento (Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade larval, peso larval (7 DAE aos patégenos), peso pupal (<24 h), viabilidade larval e pupal
(xEP) de Spodoptera eridania ap6s exposi¢do simultanea aos entomopatdgenos, Bacillus thuringiensis (HD-73),
Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (S. eridania VPN).

Mortalidade (%) Peso Larval (g) Peso Pupal (g) Viab. Larval (%) Viab. Pupal (%)
(10 pg.mlt e 1x10° CO.ml?)

Controle 0,00£0,00b 0,07 £ 0,01™ - 97,22 £2,78™ 36,88 £ 13,13™
HD-73 750+£479b 0,07 £ 0,00 - 100,00 + 0,00 8,68 £ 5,39
HD-73+VPN 52,50 £ 9,46 a 0,07 +0,01 - 91,67 £4,81 30,00 £ 19,15
VPN 67,50 £ 7,50 a 0,07 +0,01 - 100,00 + 0,00 35,00 + 23,63
p-valor <0,0001 0,9976 - 0,2421* 0,6289
C.V. (%) 40,75 26,29 - - 121,43
(50 pg.mlt; 5x10% CO.ml%; 40 conidios.mm2)!

Controle 1,79+1,79¢c 0,12+0,02a 0,29 £ 0,01 abc 98,33+ 1,67™ 20,74 £7,91™
HD-73 9,69+4,07c 0,06+0,01bc 0,26+0,01 bc 96,51 £ 2,03 10,10+ 2,10
HD-73+VPN 40,69 +8,32a 0,02+£0,00c 0,30+ 0,00 a 97,92 £ 2,08 45,40 + 10,19
VPN 27,71+453ab  0,05+0,00 bc 0,25+0,01c 96,67 £ 3,33 23,26 £ 9,37
HD-73+Nr10 11,90+ 1,76 bc 0,06 +0,01b 0,29+0,01 ab 100,00 £ 0,00 30,54 £ 6,057
Nr10 167x1,67c 0,07+£0,00 b 0,31+0,00a 100,00 = 0,00 23,93 £ 8,20
p-valor <0,0001 <0,0001 0,0002 0,5977 0,1358
C.V. (%) 52,13 24,59 5,02 3,50 60,56

Médias seguidas de letras iguais na coluna em cada ensaio ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
* Médias ndo significativas pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05).

ns= ndo significativo.

- = parametro ndo avaliado.

! Concentracdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml) e M. rileyi (conidios.mm-?).

Na exposicdo de S. frugiperda a 10 pg.ml* e 1x10° CO.ml%, a mortalidade induzida
por VPN isoladamente (92,50%), e na aplicagdo simultdnea de HD-73+VPN (92,50%), foi
significativamente superior a acdo isolada de HD-73 (5,00%) e na auséncia de patdgenos
(2,50%). Entretanto, na inoculagdo com 50 pg.ml?, 5x10° CO.mlI* e 40 conidios.mm, a

mortalidade nao diferiu entre as formas de inoculagéo, isolada ou combinada. O peso larval de
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S. frugiperda foi estatisticamente inferior na inoculagdo com VPN isolado, mas nao diferiu das
associagOes, HD-73+VPN e HD-73+Nr10. O peso pupal, a viabilidade larval e pupal ndo foram

afetados pelos entomopatdgenos (Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade larval, peso larval (7 DAE aos patégenos), peso pupal (<24 h), viabilidade larval e pupal
(xEP) de Spodoptera frugiperda ap6s exposicao simultanea aos entomopatogenos, Bacillus thuringiensis (HD-

73), Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (SfTMNPV).

Tratamentos Mortalidade (%) Peso Larval (g) Peso Pupal (g) Viab. Larval (%) Viab. Pupal (%)
(10 pg.mi? e 1x10° CO.ml%)

Controle 250+250b 0,31 +0,04"™ - 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
HD-73 5,00+5,00 b 0,31+0,02 - 100,00 + 0,00 90,00 + 5,77
HD-73+VPN 92,50+4,79a 0,23+ 0,05 - 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
VPN 92,50+ 4,79 a 0,28 + 0,02 - 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
p-valor <0,0001 0,3832 - - -
C.V. (%) 18,24 23,94 - - -

(50 pg.ml; 5x10% CO.ml%; 40 conidios.mm2)!
Controle 1,67 £ 1,67 0,15+0,00a 0,27 + 0,00 98,33+ 1,67 86,35+ 0,32"
HD-73 0,00+ 0,00 0,05+0,00 b 0,27 £ 0,00 97,92 + 2,08 88,51+ 3,90
HD-73+VPN 7,28+2,92 0,05+ 0,00 bc 0,26 £ 0,01 98,08 +1,92 88,09 + 5,26
VPN 2,22 £2,22 0,03+0,00c 0,26 + 0,00 94,46 + 1,88 87,74 + 3,89
HD-73+Nr10 1,67+1,67 0,04 + 0,01 bc 0,27 £ 0,01 100,00 + 0,00 72,07 + 3,93
Nr10 0,00+ 0,00 0,06+0,00 b 0,26 + 0,01 100,00 + 0,00 81,07+ 3,15
p-valor 0,0906 <0,0001 15,0900 0,1818 0,0820
C.V. (%) 53,35 13,42 4,38 3,15 8,76

Médias seguidas de letras iguais na coluna e por ensaio ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.

- = pardmetro ndo avaliado.

! Concentragdes de HD-73 (ug.ml?), corpos de oclusdo VPN (CO.mlY) e M. rileyi (conidios.mm™).

3.3.2 Exposicao sequencial de lagartas de Spodoptera spp. a entomopat6genos

Nos estudos com aplicagdes sequenciais dos entomopatdgenos em lagartas neonatas,
a Unica diferenca significativa observada na mortalidade de S. eridania foi entre as causadas
pelas aplicacGes isoladas de M. rileyi (33,83%) e HD-73 (6,35%). Os tratamentos realizados
com HD-73, isoladamente e nas aplicacdes sequenciais, HD-73+VPN e HD-73+Nr10,
resultaram em menor peso larval de S. eridania, comparado & inoculagdo com VPN, Nr10,
VPN+Nrl10 e ao controle. Em todos os tratamentos, os entomopatdégenos ndo afetaram

estatisticamente o peso pupal e a viabilidade de lagartas e pupas (Tabela 3).
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Tabela 3. Mortalidade larval, peso larval (9 DAE a HD-73), peso pupal (>24 h), viabilidade larval e pupal (+EP)
de Spodoptera eridania apds exposi¢do sequencial aos entomopatogenos, Bacillus thuringiensis (HD-73),
Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (Spodoptera eridania VPN).

Tratamentos Mortalidade (%) Peso larval (g) Peso Pupal (g) Viab. Larval (%) Viab. Pupal (%)
(67 pg.ml e 5x10% CO.mlI"H)!

Controle 1576 +7,45ab  0,24+00la  0,31+0,01™ 96,74 + 1,90 51,92 + 3,33"
HD-73 6,35+372b  0,12+002bc  0,32+0,01 87,47+ 2,13 46,67 + 4,51
HD-73+VPN  1360+547ab  0,10+001c 0,31+ 0,00 94,58 + 1,85 51,14 + 8,82
VPN 20,61+225ab  024+00la 0,31+ 0,00 93,56 + 4,03 60,42 + 6,25
HD-73+Nr10  17,93+4,10ab  0,10+0,02¢ 0,29 +0,01 94,34 + 3,48 63,36 + 9,79
Nr10 3383+57la  0,22+002a 0,32 +0,01 100,00 + 0,00 57,50 + 7,83
VPN+Nr10 28,96 +4,03ab 0,18+0,02ab  0,31+0,01 97,22+ 2,78 71,82+ 12,00
p-valor 0,0135 <0,0001 0,2392 0,0747 0,3777
C.V. (%) 50,33 18,51 4,64 5,41 27,86

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.
! Concentracdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml?) e M. rileyi (aplicagdo topica).

Na exposicdo sequencial de S. cosmioides a 50 pg.ml* e 1,24x10* CO.mlI* ou 50
ug.mlt e 5x10% CO.ml* foi significativamente evidente a maior mortalidade ocasionada pelo
virus, isolado ou em combinacdo, comparada as infec¢des por bactéria e fungo isolados (Tabela
4).

Nas inoculagdes com 50 pg.ml?t e 1,24x10* CO.ml?, a interagdo entre HD-73 e M.
rileyi (23,61%) proporcionou mortalidade superior as aplicacdes isoladas destes dois patdgenos
(6,79% e 9,50%, respectivamente). A aplicacdo sequencial de HD-73+Nr10 resultou em maior
peso de pupa do que a infeccdo isolada e simultanea de VPN e M. rileyi, porém nao diferiu de
HD-73 isoladamente e controle (Tabela 4).

O peso larval de S. cosmioides foi estatisticamente inferior nas exposicdes isoladas ou
simultaneas de VPN e M. rileyi, em relagdo as aplicacbes com HD-73 isoladamente e o controle,

para as infecges com 50 pg.mi™ e 5x10° CO.ml* (Tabela 4).
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Tabela 4. Mortalidade larval, peso larval (9 DAE a HD-73), peso pupal (>24 h), viabilidade larval e pupal (+EP)
de Spodoptera cosmioides ap6s exposicdo sequencial aos entomopatdgenos, Bacillus thuringiensis (HD-73),
Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (Spodoptera cosmioides VPN).

Tratamentos Mortalidade (%) Peso Larval (g) Peso Pupal (g) Viab. Larval (%) Viab. Pupal (%)

(50 pg.mlte 1,24x10* CO.ml%)!
Controle 294+294c 0,14 £0,02"  0,49+0,00 ab 91,87 £4,22™ 53,92+259d
HD-73 6,79+2,72¢c 0,10+ 0,01 0,48 + 0,06 ab 96,67 + 3,33 86,81+1,85h
HD-73+VPN 98,44 £ 1,56 a 0,06 £ 0,01 - - -
VPN 95,31+3,00a 0,12 £ 0,04 0,45+0,02 b 100,00 + 0,00 -
HD-73+Nrl0  23,61+4,86b 0,09+0,01 0,54+001a 89,06 + 6,44 59,55+ 3,49d
Nr10 9,50+1,79¢c 0,13+0,03 0,47+0,01b 98,21 +1,79 73,46 +242c
VPN+Nr10 97,14 +1,69 a 0,13+0,02 0,48+0,02Db 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00 a
p-valor <0,0001 0,1304 0,0046 0,4266 <0,0001
C.V. (%) 10,74 35,65 4,01 8,35 6,82

(50 pg.mi? e 5x10° CO.ml?)

Controle 4,69+3,00b 0,44 £ 0,02 a 0,45 £ 0,01" 95,16 + 1,65™ 93,35 * 2,44"
HD-73 6,28 +2,73b 0,46 +£0,01a 0,46 + 0,01 94,74 + 3,25 83,09+ 6,81
HD-73+VPN 98,44 +1,56 a - - - B
VPN 93,33+4,71a 0,26 + 0,03 bc 0,44 +0,01 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
HD-73+Nr10 6,32+2,74b 0,37+£0,01 ab 0,44 £ 0,01 91,95+ 1,06 87,56 £ 7,22
Nr10 314+182b 0,31+0,03 bc 0,45+ 0,00 93,53 +2,56 86,81 + 9,07
VPN+Nr10 90,30+ 4,52 a 0,25+ 0,04 c 0,44 £ 0,02 100,00 £ 0,00 72,22 £14,70
p-valor <0,0001 <0,0001 0,6928 0,1339 0,4352
C.V. (%) 14,88 11,19 4,08 4,29 17,72

Médias seguidas de letras iguais na coluna e por ensaio ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.

- = pardmetro ndo avaliado.
! Concentracdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml?) e M. rileyi (aplicagdo topica).

Devido a elevada mortalidade provocada por virus, ndo foi possivel obter adultos para

realizar os ensaios de fecundidade, fertilidade e longevidade. N&o foram observados efeitos
negativos na oviposi¢do de S. cosmioides comparada ao controle, quando tratada com o0s
entomopatogenos, HD-73 e M. rileyi (Tabela 5). A exposicdo larval & HD-73 e M. rileyi,
isolados ou combinados, ndo interferiram na longevidade das fémeas e dos machos. Somente
no ensaio com 50 pg.ml?e 1,24x10* CO.ml, que foi registrado maior razdo sexual de fémeas
em S. cosmioides, quando ocorreu a aplicacdo sequencial de HD-73 e M. rileyi (Tabela 5).
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Tabela 5. Niumero de ovos por fémea, viabilidade dos ovos, longevidade de adulto fémea e macho (xEP) e razéo
sexual de Spodoptera cosmioides ap0s a exposicdo sequencial aos entomopatogenos, Bacillus thuringiensis (HD-
73), Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (Spodoptera cosmioides VPN).

Tratamentos N. ovos/fémea Viab. ovos Long._ femea Long._macho Razao sexual
(%) (dias) (dias)
(50 pg.mlte 1,24x10* CO.mlI%)?
Controle 3025,36 + 544,81™ 591+4,07" 1845+142™ 20,54 +1,22™ 0,49
HD-73 3903,33 + 534,76 12,11 +5,09 17,75+ 1,11 21,92 + 0,86 0,42
HD-73+VPN - - - - -
VPN - - - - -
HD-73+Nr10 2630,83 + 669,19 0,00 + 0,00 21,33+ 2,60 25,33 +2,85 0,63
Nr10 3065,08 + 422,13 9,99 +6,18 15,67 +2,01 19,42 +1,79 0,46
VPN+Nr10 - - - - -
p-valor 0,4206 0,4919 0,2369 0,1298 -
C.V. (%) 52,63 206,90 30,83 23,49 -
(50 pg.ml? e 5x10% CO.ml?)
Controle 1607,33 £ 309,85 b 0,00 + 0,00 18,50 + 2,44 19,25+ 1,75™ 0,45
HD-73 3422,00 + 252,49 a 7,35+577 16,25+ 1,12 16,92 + 0,10 0,51
HD-73+VPN - - - - -
VPN - - - - -
HD-73+Nr10 1888,83 £ 227,45 b 0,67 +0,60 22,50+ 2,29 18,42+ 1,34 0,43
Nr10 2098,67 + 465,66 b 0,02 +0,02 18,08 + 2,36 17,75+ 2,01 0,49
VPN+Nr10 - - - - -
p-valor 0,0015 - 0,2173 0,7560
C.V. (%) 50,29 - 39,01 30,13 -

Médias seguidas de letras iguais na coluna e por ensaio ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.

- = pardmetro ndo avaliado.

! Concentracdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml?) e M. rileyi (aplicagdo topica).

Lagartas de S. frugiperda apresentaram maior suscetibilidade a exposicdo simultanea
de VPN+Nr10 (41,42%), seguida pela infeccdo isolada de virus (28,06%), do que as interaces
entre HD-73+VPN (7,97%) e HD-73+Nr10 (5,96%), a acdo isolada de cada patdgeno, HD-73
(6,08%) e Nr10 (0,00%), e ao controle (0,00%) (Tabela 6).

O peso larval foi afetado na exposi¢do combinada dos patégenos, HD-73+VPN, HD-
73+Nr10, VPN+Nrl10, e de VPN isolado, comparado a aplicacdo isolada de M. rileyi e na
auséncia de patdgenos. O peso de pupa na interagdo VPN+Nr10 foi inferior ao VPN isolado,
porém ndo diferiu dos outros tratamentos. Semelhante aos resultados obtidos para S. cosmioides
e S. eridania, as aplicacdes isoladas ou em combinagdes dos entomopatdgenos nao provocaram

efeitos significativos na viabilidade larval e pupal de S. frugiperda (Tabela 6).
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Tabela 6. Mortalidade larval, peso larval (9 DAE a HD-73), peso pupal (>24 h), viabilidade larval e pupal (+EP)
de Spodoptera frugiperda apds exposicdo sequencial aos entomopatdgenos, Bacillus thuringiensis (HD-73),
Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (SfMNPV).

Tratamentos Mortalidade (%)  Peso larval (g) Peso pupa (g) Viab. Larval (%)  Viab. Pupal (%)
(50 pg.mi? e 5x10% CO.ml)!
Controle 0,00+ 0,00 c 0,57+0,01a 0,29 £ 0,00 ab 100,00 £ 0,00" 97,14 £ 1,65™
HD-73 6,08+241c 0,50+0,02ab 0,29 +0,00 ab 100,00 + 0,00 98,44 + 1,56
HD-73+VPN 7,97+190c 0,43+0,02b 0,28 + 0,00 ab 95,00 + 3,19 96,16 + 2,29
VPN 28,06 +2,33b 0,47+0,02b 0,29+0,01a 94,95 + 2,94 92,29+271
HD-73+Nr10 596+2,19¢c 0,44+0,00 b 0,28 £ 0,00 ab 98,21 +1,79 93,80 £ 2,42
Nr10 0,00+ 0,00 c 0,56 £ 0,02 a 0,29 £ 0,00 ab 100,00 £ 0,00 92,25 + 4,56
VPN+Nr10 41,42+ 4,17 a 0,43+0,02b 0,27+0,00 b 95,83 £ 4,17 93,94 £ 6,06
p-valor <0,0001 <0,0001 0,0169 0,3402 0,7146
C.V. (%) 35,57 7,11 2,77 4,39 6,46

Meédias seguidas de letras iguais na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.
1 Concentracdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml?) e M. rileyi (aplicagdo tépica).

O numero de ovos por fémea, assim como a viabilidade de ovos de S. frugiperda, ndo
foram afetados pelos entomopatdgenos aplicados na fase larval. No entanto, a inoculagdo
simultanea de VPN+Nr10 resultou na menor longevidade das fémeas, comparada a acao de M.

rileyi isoladamente, e na menor razao sexual, em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 7).

Tabela 7. Namero de ovos por fémea, viabilidade dos ovos, longevidade de adulto fémea e macho (+EP) e razdo
sexual de Spodoptera frugiperda apo6s exposicao sequencial aos entomopatogenos, Bacillus thuringiensis (HD-
73), Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (SfTMNPV).

Tratamentos N. ovos/fémea Vla?%(;vos Lon(%.i;;m ca Longj.i;nscho Razdo Sexual
(50 pg.mi? e 5x10% CO.ml%)!

Controle 2334,08 £ 287,50 38,76 +8,78ab 1542+ 1,70ab 15,25+ 0,95™ 0,58
HD-73 2450,25 + 224,32 3595+8,04ab 12,83+132ab  18,00+0,73 0,58
HD-73+VPN 2607,75 + 241,44 61,28 +6,35 a 12,82+0,86ab 16,50+ 1,30 0,52
VPN 2055,00 + 225,94 21,48+9,65b 1454+ 170ab 15,92+ 1,46 0,56
HD-73+Nr10 3026,30 + 262,49 60,19+ 6,23 a 14,18+ 1,02ab 16,08 + 0,93 0,47
Nr10 2549,75+261,91  46,47+1055ab  16,64+0,97a 16,58 + 1,27 0,54
VPN+Nr10 2229,92 + 331,39 69,10 + 4,62 a 10,83+0,92b 17,92 + 1,43 0,37
p-valor 0,2738 0,0024 0,0430 0,6138 -
C.V. (%) 37,02 55,15 30,96 24,65 -

Meédias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
ns= ndo significativo

- = pardmetro ndo avaliado
! Concentracdes de HD-73 (ug.ml™t), corpos de oclusdo VPN (CO.ml?) e M. rileyi (aplicagdo tépica).

3.3.3 Bioensaios com folhas de soja RR e BtRR

As taxas de mortalidades de S. frugiperda causadas apds a inoculagdo da dieta com
tecidos foliares desidratados dos gendtipos de soja, BRS 283 RR e BRS 283 BtRR, em
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combinagdo com 0s entomopatdgenos, ndo diferiram significativamente do controle (BRS 283
RR). Em todos os casos, 0 menor peso larval registrado foi encontrado nos tratamentos que
apresentavam tecidos de soja Bt incorporados a dieta. Diferente do observado para o peso larval,
0 peso pupal ndo foi afetado. A inoculacdo do VPN, apds 48h de alimentacdo da dieta com
tecidos de BRS 283 BtRR, proporcionou menor viabilidade larval (77,61%) e pupal (56,46 %),
este Gltimo, diferiu apenas dos tratamentos compostos com tecido foliar do genétipo BRS
283RR (Tabela 8).

Mortalidades larvais superiores foram obtidas ao fornecer folha “in natura” e posterior
inoculacdo com M. rileyi, BRS 283 BtRR+Nr10 (96,67 %) e BRS 283 RR+Nr10 (80,95 %), em
comparagao aos tratamentos com virus e na auséncia de patdégenos (Tabela 8).

O menor peso larval registrado foi nos tratamentos de lagartas alimentadas com soja
BtRR e soja RR inoculadas com M. rileyi, sendo também afetado em menor proporcao pelos
tratamentos com VPN, aplicados nos foliolos de ambos os genétipos. Por outro lado, o peso das
pupas foi estatisticamente inferior quando ofertadas folhas “in natura” do gendtipo BRS 283
BtRR, livre de patdgenos e na presenca de VPN, enquanto que a menor viabilidade pupal foi
verificada nos individuos provenientes do tratamento com soja ndo Bt (BRS 283 RR) e M.
rileyi. N&o se observou efeito significativo sobre a viabilidade larval (Tabela 8).

O ndmero de ovos por fémea, a viabilidade de ovos e a longevidade de fémeas e
machos, ndo apresentaram diferencas significativas em comparacgdo a testemunha, quando o
tecido foliar foi incorporado na dieta e 0s entomopatdgenos inoculados apds 48 h.
Predominéancia de machos foi registrada nos tratamentos com BRS 283 RR+VPN (0,32) e BRS
283 BtRR+Nr10 (0,39), enquanto o maior nimero de fémeas ocorreu na inoculagdo com BRS
283 RR+Nr10 (0,67) (Tabela 9).
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Tabela 8. Mortalidade larval, peso larval (9 DAE ao tecido foliar), peso pupal (>24 h), viabilidade larval e pupal
(xEP) de Spodoptera frugiperda ap6s exposicéo aos tecidos foliares, incorporado na dieta artificial ou “in natura”,
dos gendtipos de soja, BRS 283 RR e BRS 283 BtRR, e aos entomopatdgenos, Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10)
e virus de poliedrose nuclear (SFTMNPV).

Tratamentos Mortalidade (%) Peso larval (g) Peso pupal (g) Viab. Larval (%) Viab. Pupal (%)
Tecido foliar incorporado na dieta artificial
BRS 283 RR 3,12+£1,80™ 053+0,01a 0,28+0,00® 100,00+0,00a 96,97+175a
BRS 283 BtRR 1,67 +1,67 0,45+0,01b 0,26 £ 0,00 9567+144a 80,54+6,16 ab
BRS 283 BtRR +VPN! 4,69+ 3,00 0,44 £0,02b 0,27 £ 0,01 77,61+4,09b 56,46 + 9,07 b
BRS 283 RR+VPN 3,12+£1,80 0,55+0,03a 0,27 £ 0,00 96,67+1,92a 94,76 £ 1,75 a
BRS 283 BtRR+Nr10? 9,19+ 4,00 0,39+0,00 b 0,27 £ 0,01 91,15+349a 73,89+9,40ab
BRS 283 RR+Nr10 4,69+ 4,69 0,53+0,02a 0,27 £ 0,00 96,87 +1,80a 95,28+3,15a
p-valor 0,6146 <0,0001 0,6435 <0,0001 0,0010
C.V. (%) 138,60 7,09 5,62 5,41 14,75
Folhas “in natura”

BRS 283 RR 3,71+2,14b 0,28+0,0la 0,27+0,0la 100,00+0,00™ 86,54+5777a
BRS 283 BtRR 21,79+6,79b 0,12+0,01c 0,19%£0,00b 85,36 + 5,42 73,14+691a
BRS 283 BtRR+VPN®  20,24+4,61b 0,13+001c 0,19+0,00b 87,82 + 4,07 7341+573a
BRS 283 RR+VPN 13,00£091b 0,23+0,00b 0,26+0,00a 100,00 £ 0,00 85,26 £ 6,74 a
BRS 283 BtRR+Nr10* 96,67+1,92a 0,02+0,0le - - -

BRS 283 RR+Nr10 8095+558a 0,06+001d 025+001la 86,67 + 8,16 16,67 £ 16,67 b
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0942 0,0004
C.V. (%) 21,50 10,71 4,98 10,32 22,95

Médias seguidas de letras iguais na coluna e por ensaio ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.

- = parametro ndo avaliado;

! Tecido incorporado na dieta + 5x10% CO.ml* (STMNPV).

2Tecido incorporado na dieta + M. rileyi (aplicacdo topica).

3Folha “in natura” + 1x10* CO.ml* (STMNPV).

“4Folha “in natura” + M. rileyi (aplicacéo topica).

Tabela 9. Namero de ovos por fémea, viabilidade dos ovos, longevidade de adulto fémea e macho (+EP) e razdo
sexual de Spodoptera frugiperda apds exposicdo aos tecidos foliares, dos gen6tipos de soja, BRS 283 RR e BRS
283 BtRR, incorporados na dieta, e aos entomopatdgenos, Metarhizium rileyi (CNPSo0-Nr10) e virus de poliedrose
nuclear (STMNPV).

Tratamentos N. ovos/fémea Viab. ovos Long. fémea Long._macho Razéo
(%) (dias) (dias) Sexual
BRS 283 RR 2673,75+ 159,45 38,29+828a 12,75+055ab 15,67 +1,45™ 0,59
BRS 283 BtRR 234517+ 340,56 0,00+0,00a 17,00+1,48a 14,50+ 3,06 0,55
BRS 283 BtRR+VPN!  1542,80+399,32 8,12+8,12a 1660+2,69a 13,40+2,84 0,55
BRS 283 RR+VPN 2318,33+190,66 1197+567a 12,11+105ab 10,78+1,39 0,32
BRS 283 BtRR+Nr10? 1747,71+19758 17,75+9,00a 1529+2,20ab 14,14+ 1,26 0,39
BRS 283 RR+Nr10 2118,42+301,98 34,88+8,00a 9,75+0,95b  11,42+1,26 0,67
p-valor 0,0642 0,0180 0,0019 0,2331 -
C.V. (%) 34,70 100,81 28,93 38,01 -

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.

- = parametro ndo avaliado

1 Tecido incorporado na dieta + 5x10% CO.ml! (SFMNPV).

2Tecido incorporado na dieta + M. rileyi (aplicagéo topica).
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3.3.4 Efeito das interacdes

Nas aplicacdes simultaneas, a interacdo entre a bactéria HD-73 e os VPN provocaram
em ambos lepidopteros, S. eridania e S. frugiperda, efeito negativo (mortalidade observada
menor que a esperada), quando usadas as concentragdes de 10 pg.mL™t e 1x10° CO.mL™.
Entretanto, quando as concentracdes foram 50 pg.mL*e 5x10° CO.mL1, observou-se interagio
positiva (mortalidade observada maior que a esperada). Na aplicacdo de HD-73 com M. rileyi
o efeito foi positivo para as duas espécies, S. eridania e S. frugiperda (Tabela 10).

Por outro lado, a aplicacéo sequencial da bactéria HD-73 e 0 VPN provocaram efeitos
positivo e negativo, nos ensaios com S. cosmioides e de S. eridania e S. frugiperda,
respectivamente. Nos ensaios de interacdo entre HD-73 e M. rileyi foram observados casos de
interacdo positiva em S. cosmioides, e negativo nas trés especies, S. cosmioides, S. eridania e
S. frugiperda. J& a inoculacéo conjunta de VPN e M. rileyi resultou tanto em efeito positivo,
para S. cosmioides e S. frugiperda, quanto efeito negativo em S. cosmioides e S. eridania. No
controle de S. frugiperda fica evidente o efeito negativo das folhas de soja Bt na acdo de VPN,
e o efeito positivo na presenca do fungo M. rileyi. Em geral, os casos de efeito negativo e
positivo registrados para cada tipo de interacdo foram de 6 e 4 (Bt+VPN); 3 e 5 (Bt+Nr10); e 2
e 2 (VPN+Nr10), respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10. Tipos de interagGes [negativa (Neg.), positiva (Pos.) e aditividade (Add.)] entre bactéria HD-73 ou
genatipos de soja, BRS 283 RR e BRS 283 BtRR (Cry1Ac), os virus de poliedrose nuclear (Spodoptera cosmioides
VPN, Spodoptera eridania VPN e SFMNPV) e o fungo Metarhizium rileyi, determinada através da relacdo entre
a porcentagem de mortalidade observada (Mo) e a mortalidade esperada (Me) de Spodoptera cosmioides,
Spodoptera eridania e Spodoptera frugiperda.

HD-73+NPV HD-73+Nr10 NPV+Nr10
Tratamentos
Mo Me Int. Mo Me Int. Mo Me Int.
Exposicdo Simultanea

S. eridania!

Ensaio 01 5250 69,94  Neg. - - - - - -
Ensaio 02 40,69 34,71 Pos. 1190 11,19 Pos. - - -
S. frugiperda?

Ensaio 01 92,50 92,88  Neg. - - - - - -
Ensaio 02 7,28 2,22 Pos. 1,67 0,00 Pos. - - -

Exposigdo Sequencial
S. cosmioides®

Ensaio 01 98,44 95,63 Pos. 23,61 15,64 Pos. 97,14 95,76 Pos.
Ensaio 02 98,44 93,75 Pos. 6,32 9,22 Neg. 90,30 93,54  Neg.
S. eridania* 1360 25,65 Neg. 17,93 38,03 Neg. 2896 47,47 Neg.
S. frugiperda® 7,97 32,44  Neg. 5,96 6,08 Neg. 41,42 28,06 Pos.

Folhas de soja
S. frugiperda®
Tecido incorporado 4,69 4,74 Neg. 9,19 6,28 Pos. - - -
Folha “in natura” 20,24 31,95  Neg. 96,67 85,10 Pos. - - -
LEnsaio 01 (10 pg.ml* e 1x10° CO.ml) e Ensaio 02 (50 pg.ml; 5x10% CO.mlt; 40 conidios.mm);
2 Ensaio 01 (10 pg.ml? e 1x10° CO.mlY) e Ensaio 02 (50 pg.ml*; 5x10% CO.ml; 40 conidios.mm2);
3 Ensaio 01 (50 pg.mlte 1,24x10* CO.mlY) e Ensaio 02 (50 pg.mlt e 5x10% CO.ml2);
4(67 pg.mlt e 5x10° CO.mlY);
5 (50 pg.ml? e 5x10% CO.mlY);
¢ Tecido incorporado (5x10% CO.ml*e M. rileyi, topica) e Folha “in natura” (1x10* CO.mlt e M. rileyi, topica).
- = parametro ndo avaliado

3.4 DISCUSSAO

Estudos direcionados a aplicacdo combinada de entomopatdgenos para o controle de
insetos-praga tém se expandido nos ultimos anos, na tentativa de entender os possiveis
resultados destas interacdes. Uma vez que a inoculacdo combinada pode permitir a interacéo
entre os entomopatdgenos e aumentar a viruléncia, quando comparada ao efeito isolado de cada
organismo. Assim, pode contribuir com informag6es para 0 manejo integrado de pragas.

Na presente investigacdo, a exposi¢do simultanea de neonatas de S. eridania e S.
frugiperda a HD-73 e aos respectivos virus indica ser o melhor método para obter efeitos
positivos no controle destas espécies, mas ndo sendo viavel essa combinagdo em lagartas de
terceiro instar. De acordo com Knaak e Fiuza (2005), a inoculagdo simultdnea dos
entomopatogenos, HD-1 e AgMNPV, proporcionou maior mortalidade de A. gemmatalis,

comparada a infeccdo pelo virus isoladamente. Além disso, 0s mesmos autores destacam que a
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associacao dos patdgenos provocam mudancas no intestino larval 6 horas apds o tratamento,
enquanto que as primeiras alteragdes celulares nas inoculagdes de cada patégeno, isoladamente,
iniciam-se somente 12 h ap6s o tratamento. Reacdo similar pode ter ocorrido em ambas as
espécies de Spodoptera, devido a degradacdo da microvilosidade no intestino médio de S.
frugiperda, também iniciada 12 h apds o tratamento com HD-73 (KNAAK et al., 2010).

Ao alimentar S. frugiperda com tecidos de soja Bt, fica evidente o efeito negativo na
doenca ocasionada pelo baculovirus, indicando que nao seria promissora a aplicacdo do agente
microbiano para o controle deste lepidoptero, quando ja exposto a proteina CrylAc. Os
principais efeitos ocasionados por Bt em insetos suscetiveis sdo de alteragdes citologicas,
histoldgicas e mudancas fisioldgicas, como mudanca na absorcao de nutrientes, transformacéo
degenerativa, perda de apetite, paralisia do intestino e desordens fisioldgicas, assim levando-o
a morte (SCHUNEMANN; KNAAK; FIUZA, 2014). Portanto, nos casos de infeccdo sequencial de Bt
e VPN, o efeito negativo pode estar ligado ao consumo alimentar da lagarta, que é reduzido na
presenca de Bt e, consequentemente, ocorre a menor ingestdo de corpos de oclusdo (FARRAR,;
SHAPIRO; SHEPARD, 2004) ou, dependendo do momento de infeccdo, a penetracdo dos virions
pode ser dificultada nas células do intestino médio danificadas por Bt (KALANTARI et al., 2013).

Embora ndo avaliada a aplicacdo simultanea dos patdégenos em S. cosmioides, HD-73
ndo interferiu negativamente sobre a atividade do virus inoculado em sucessdo, sugerindo que
esta espécie sofre menor impacto dos efeitos causados pelas concentragdes subletais de CrylAc,
comparada a S. eridania e S. frugiperda. A exposicao simultanea de S. eridania e S. frugiperda
a HD-73 e M. rileyi também apresenta melhor eficiéncia no controle destas pragas, em relacédo
a aplicacdo sequencial dos patdgenos. Por outro lado, diferente da interacdo observada entre
soja Bt e virus, lagartas de S. frugiperda, expostas inicialmente a tecidos de soja Bt,
apresentaram maior suscetibilidade a subsequente inoculagdo com M. rileyi, resultado
considerado um étimo indicativo no controle bioldgico, uma que vez ha grandes possibilidades
desse fungo causar epizootias, naturais ou induzidas, em diferentes espécies de lepiddpteros-
praga da soja (CORREA; SMITH, 1975; LIMA et al.,, 2015; MARUYA; PINTO; GRAVENA, 2001;
MORAES; LOECK; BELARMINO, 1991).

A aplicacéo sequencial de HD-73 e M. rileyi resultou tanto em efeito negativo como
positivo na mortalidade de S. cosmioides, confirmando a maior variabilidade na resposta das
interacdes desta espécie com o0s entomopatogenos, em relacdo as obtidas com S. frugiperda e
S. eridania. Algumas pressuposicdes sdo descritas sobre o efeito destes patdgenos. De acordo
com Mantzoukas et al. (2013), médias e baixas doses de B. thuringiensis subsp. kurstaki s&o

responsaveis por afetarem as funcOes vitais da lagarta, aumentando a suscetibilidade a
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penetracdo do fungo, assim favorecendo ao efeito aditivo quando usado de média a altas
concentragOes do fungo. Ja para a interagdo negativa, Polanczyk e Alves (2005) relataram que
pode ocorrer competicdo durante a colonizacao do hospedeiro pelo fungo, ao encontrar-se com
0s esporos de Bt. Em geral, ainda sdo desconhecidos 0s possiveis mecanismos de acao e reacdo
quando ocorre a interacdo entre Bt e M. rileyi no mesmo hospedeiro.

A tolerancia a CrylAc é uma caracteristica do género Spodoptera, previamente,
relatada na literatura (LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999; ADAMCZYK JR.; SUMERFORD, 2001;
GREENBERG; LI; LIU, 2010; SILVA, 2016; BERNARDI et al., 2014). Contudo, efeitos subletais desta
proteina ja foram observados em S. frugiperda, tais como peso larval, prolongacdo no tempo
para pupacdo e emergéncia dos adultos (ADAMCZYK JR. et al., 1998), e menor fecundidade
(BERNARDI et al., 2014), enquanto para S. cosmioides e S. eridania, apenas afeta o peso larval
(BERNARDI et al., 2014). Sabendo desses impactos ocasionados por CrylAc em Spodoptera spp.,
espera-se que a combinacdo com um segundo patdgeno possa intensificar os efeitos negativos
sobre os componentes bioldgicos destes lepiddpteros. Porém, no presente estudo, estes
resultados nas interacdes foram em geral nulos e, quando presenciado, geralmente ndo diferia
da acdo dos patdgenos isoladamente.

A maioria dos estudos visam lepidopteros-praga que apresentam maior suscetibilidade
a diferentes cepas ou produtos comercialmente formulados de B. thuringiensis, para elucidarem
as interacGes com virus, e com menor frequéncia, com fungos entomopatogénicos. Por isso,
existe uma proeminente necessidade de investigar como os patdgenos interagem em organismos
ndo-alvo utilizando uma Unica toxina, como o caso de lagartas de Spodoptera spp. e a proteina
CrylAc. No presente estudo foi possivel estimar as possiveis consequéncias da soja Bt, que
expressa CrylAc, em combinacdo com entomopatdgenos sobre Spodoptera spp. Os resultados
demonstraram que o principal pard@metro para avaliar as interacGes é a mortalidade, sendo
insignificantes as respostas dos componentes bioldgicos nas combinagcfes entre os agentes
microbianos. A utilizagéo desta tecnologia pode propiciar interacdo positiva entre CrylAc e M.
rileyi no controle de S. eridania e S. frugiperda, e com o virus, em S. cosmioides. A inoculacéo
simultanea configura a melhor alternativa para usar baculovirus no controle biolégico de S.
eridania e S. frugiperda. Trabalhos devem ser realizados em nivel de campo, para avaliar se 0
mesmo comportamento das interacGes serd expresso sob condi¢fes naturais. Estudos adicionais
sobre 0 mecanismo de toxicidade s&o necessarios para entender a acdo-reacao dos organismos

em interacao.
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CAPITULO 4 - EFEITO SUBLETAL DE HD-73 (CrylAc) NAS
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS ~DE PLUSIINAE E NA
ATIVIDADE DE SEUS ENTOMOPATOGENOS

4.1 INTRODUCAO

No Brasil, 0 algodédo (Gossypium hirsutum L.) (CTNBio, 2005) e 0 milho (Zea mays L.)
(CTNBiIo, 2007) foram as primeiras culturas Bt adotadas como estratégias para o manejo integrado
dos principais lepidopteros-chave. Da mesma forma, e por ser a cultura de maior importancia
econdmica do pais, desde 2013 foi liberado comercialmente a soja Bt [Glycine max (Merrill)
L.], que expressa a proteina CrylAc, para o controle das pragas lagarta-da-soja, Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), e das lagartas-falsas-medideiras, Rachiplusia nu (Gueneé,
1852) e Chrysodeixis includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae) (CTNBio,
2010).

Devido ao fato de C. includens ser amplamente distribuida nas regides produtoras do
pais, causar danos econdmicos (MOSCARDI et al., 2012) e apresentar suscetibilidade a CrylAc
(BERNARDI, 2012; YANO, 2012), a soja Bt tem sido rapidamente adotada pelos produtores, como
opcao para o controle desta praga e a supressao de outros noctuideos, como Chloridea virescens
(Fabricius, 1781), Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) e H. zea (Boddie, 1850) (MONSANTO,
2015). Como reflexo, em um periodo de dois anos, este evento ja foi semeado em
aproximadamente 6,3 milhdes de hectares, 0 que representa cerca de 20% de toda a area
cultivada com a oleaginosa (GALVAO, 2015).

Por outro lado, as lagartas-falsas-medideiras podem ser naturalmente controladas pela
“doenga-branca”, ocasionada pelo fungo Metarhizium rileyi (Farlow) Kepler, S.A. Rehner &
Humber (MORAES; LOECK; BELARMINO, 1991; MARUYA; PINTO; GRAVENA, 2001), que
eventualmente causa epizootias em periodos de temperatura e umidade relativa elevada (ALVES
et al., 2008). Em menor frequéncia, sdo encontrados os virus de poliedrose nuclear (VPN) que,
alem de proporcionarem eficiente controle das Plusiinae, também apresentam potencial para
utilizacdo em programas de controle biol6gico (MOSCARDI; SOSA-GOMEZ, 1992; ALEXANDRE et
al., 2010). Possiveis efeitos, negativos ou positivos, das relacbes entre entomopatdgenos e as
culturas Bt podem ser cruciais para adocdo de taticas no MIP (LUNDGREN et al., 2009).

Diversos estudos elucidaram os efeitos das proteinas Bt na interacdo com
entomopatogenos, principalmente com baculovirus, em diferentes espécies de noctuideos, tais
como H. armigera (Hubner) (LIU et al., 2006; MARZBAN et al., 2009; KALANTARI et al., 2013),

Spodoptera spp. (LOPEZ LASTRA; BOUCIAS; SOARES JR., 1995; HATEM; AMER; VARGAS-OSUNA,
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2012); Sesamia nonagrioides (Lefebvre) (MANTZOUKAS et al., 2013) e Trichoplusia ni (Hibner)
(McVAY; GUDAUSKAS; HARPER, 1977; SARFRAZ; CERVANTES; MYERS, 2010). No entanto, 0s
resultados destas relacdes foram variaveis, tanto com efeito negativo quanto positivo ou aditivo.
De fato, as interacdes dependem da suscetibilidade, das concentracdes aplicadas e ingeridas
pelo hospedeiro e que os organismos diferem no modo de agao e reagéao.

Neste contexto, o conhecimento da interacdo dos organismos-alvo e ndo-alvo da
tecnologia expressa pela soja Bt é de grande importancia tedrica e pratica. E importante
salientar que as lagartas falsas-medideiras apresentam uma ampla gama de plantas hospedeiras
(SILVA et al., 1968 apud SPECHT et al., 2006; SPECHT; PAULA-MORAES; SOSA-GOMEZ, 2015). Como
consequéncia, essas pragas poderiam ingerir uma quantidade ndo letal de CrylAc expressa na
soja Bt, ou seja, ficando expostas apenas a uma concentracdo subletal da toxina. Em paralelo,
estas lagartas migrariam para outras espécies hospedeiras, sendo entdo, simultaneamente ou
sequencialmente, infectadas por agentes microbianos. Com base nessas possibilidades, as
possiveis hipoteses sdo: i) a exposicdo de espécies-alvo a concentracdes subletais de HD-73
(CrylAc) afetara a expressdo das doencas causadas por entomopatdgenos; e ii) a interacao entre
0s agentes microbianos afetara os componentes bioldgicos das pragas-alvo.

Neste estudo foi avaliado a interacdo entre concentracOes subletais de HD-73, que
expressa CrylAc, e os entomopatdgenos, baculovirus e M. rileyi, em duas espécies-alvo, C.

includens e R. nu.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencdo de noctuideos e entomopatdgenos

As espécies C. includens e R. nu foram criadas em dieta artificial conforme o protocolo
de Hoffmann-Campo, Oliveira e Moscardi (1985), a 26+1°C, 60£10% UR e 14:10 h (L:E) de
fotoperiodo, no laboratério de Entomologia da Embrapa Soja. Cultura liofilizada esporulada de
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, estirpe HD-73 produtora da toxina CrylAc, foi
produzida e fornecida pela Dra. Gislayne T. Vilas-Boas (Universidade Estadual de Londrina,
PR). Os virus de poliedrose nuclear (VPN), de C. includens (PsinSNPV) e R. nu (RanuMNPV),
e o fungo M. rileyi, isolado CNPSo - Nrl0, encontram-se disponiveis na colecdo de
entomopatogenos da Embrapa Soja.

Antes de realizar os ensaios, cada VPN foi multiplicado em lagartas de terceiro instar,
de sua respectiva espécie, e os individuos mortos pelo patégeno foram coletados e armazenados

em tubos de microcentrifuga a -20°C. Os virus foram diluidos em agua destilada autoclavada
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(H20d autoclavada) e filtrados atraves de um algodao hidrofilo, para remocéo dos detritos. O
fungo M. rileyi foi cultivado “in vitro”, em meio de cultura SMAY (caseina, 10g; extrato de
levedura, 10g; maltose, 40g; agar, 15g; e agua destilada, 1 L), com hemolinfa das espécies em
estudo diluida a 2% v/v. O meio foi vertido em placas de Petri estéreis (50 mm x 10 mm) e
mantido a 26+1°C, 60+10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo.

4.2.2 Caracteristicas gerais dos bioensaios

4.2.2.1 Inoculacdes dos entomopatdgenos na fase larval

Primeiramente, para obter as concentragdes desejadas, a bactéria HD-73 liofilizada foi
pesada e diluida em H>Od autoclavada, e os virus quantificados e diluidos em H.Od
autoclavada. A incorporacdo de ambos os entomopatogenos, HD-73 e VPN, na dieta artificial
(GREENE; LEPLA; DICKERSON, 1976) foi de acordo com o protocolo sugerido por Morales et al.
(1995). Uma concentracdo especifica do patdégeno foi adicionada quando a temperatura da dieta,
sem formaldeido e antibiotico (estreptomicina), atingiu aproximadamente 50°C.
Posteriormente, a dieta com patdgenos foi misturada com o auxilio de um agitador do tipo
Vortex (Agitador de Tubos Phoenix, Modelo AP 56) e entdo vertida (10 ml) em copos plasticos
de 50 ml (Copaza, Icara, SC). Ap6s a solidificacdo da dieta e a adicdo de uma lagarta
individualizada, os copos foram cobertos e selados com papel dupla face.

A inoculacdo de M. rileyi foi realizada via aplicacdo topica, com auxilio de uma alca de
platina de 1 pl, esporos secos da coldnia do fungo foram transferidos sobre o dorso das lagartas
(+2,5x10° conidios.larva). Na inoculacdo foram usadas col6nias entre 11 a 15 dias de cultivo
e previamente avaliada a germinagdo dos conidios. Para determinar a viabilidade, uma
suspensdo de conidios em 0,1% de Tween 80 (+1x10° conidios.ml™?) foi pulverizada, com
auxilio de um inalador compressor (NEC 801 — OMRON, S&o Paulo), sobre meio de cultura
SMAY, disposta em laminas de microscopia. Apos 48 horas de incubacéo, a 26x£1°C, 60+10%
UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo, quantificaram-se os conidios germinados e ndo germinados.
Cem conidios foram contados em trés campos microscopicos de observacdo. Em geral, a
germinacao dos conidios foi superior a 90%.

Na dieta sem patogenos foi adicionada H.Od autoclavada na mesma proporgdo das
suspensdes dos patogenos inoculados. Todos os ensaios foram mantidos a 26x£1°C, 60+10%
UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo.
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4.2.2.2 Conducdo dos ensaios na fase adulta

Os tubos foram vedados com tampa de gerbox, juntamente com papel filtro, e com filme
plastico, na extremidade inferior e superior, respectivamente. Os adultos foram alimentados
com solucéo de mel a 10% e mantidos em cdmara climatizada a 25+1°C, 50£10% UR e 14:10
h (L:E) de fotoperiodo. Papel sulfite branco, fixado na parede interna do tubo, foi utilizado
como substrato para oviposicao. Diariamente foram coletados e quantificados os ovos/fémeas,
de todos os casais de cada tratamento, até a mortalidade das fémeas. Além disso, uma postura
ou pelo menos 100 ovos, exceto para os ultimos dias de oviposi¢do, nos quais se coletou um
menor nimero de ovos, devido ao definhamento, foram separados, acondicionados em copos
plasticos (50 ml) e vedados com tampa de papel de dupla face. Os ovos foram incubados a
26+1°C, 60+10% UR e 14:10 h (L:E) de fotoperiodo, e avaliada a porcentagem de ecloséo
larval no quarto dia apds a data de postura.

4.2.3 Exposicao de Plusiinae aos entomopatgenos

Em geral, os ensaios diferiram entre as espécies em estudo, as concentracdes dos

patdgenos e 0 momento de inoculagdo, simultanea ou sequencial, e na fonte de alimentacéo.

4.2.3.1 Exposicdo simultanea de lagartas de Plusiinae a entomopatdgenos

Para avaliar os efeitos da bactéria HD-73, quando fornecida simultaneamente com
VPN em C. includens e R. nu, um ensaio para cada espécie foi realizado. Lagartas de quarto
instar foram inoculadas com HD-73 e VPN nas concentragdes de 2 g de HD-73 por ml de
dieta (ug.ml™?) e 3x102 corpos de oclus&o por mlde dieta (CO.ml?). As lagartas foram mantidas
em dietas com os patdgenos por 96 horas e posteriormente foi fornecida a dieta livre destes
organismos. Em ambas as espécies, os parametros registrados foram: mortalidade larval diaria,
peso larval 7 dias ap0s a exposicdo (DAE) aos patogenos, viabilidade larval e pupal. Os
tratamentos consistiram em: controle, inoculagdo com a cepa HD-73, VPN e HD-73+VPN,

totalizando 32 lagartas/tratamento. Os ensaios foram conduzidos até a obtengdo dos adultos.

4.2.3.2 Exposicao sequencial de lagartas de Plusiinae a entomopatdgenos

A fim de observar a interacdo dos entomopatdgenos aplicados sequencialmente em

Plusiinae, conduziram-se dois ensaios para cada espécie, C. includens e R. nu. Em todos os
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ensaios, neonatas foram mantidas em contato, por 48 horas, com dieta inoculada ou ndo com a
bactéria HD-73. Na sequéncia, as lagartas foram transferidas para dieta contendo VPN ou em
dieta livre de patdgenos, para inoculacéo topica com M. rileyi. As lagartas permaneceram por
96 horas até a substituicdo por dieta sem patdgenos. Em cada ensaio e espécie foram adotadas
as seguintes concentragdes de HD-73 e VPN: C. includens, 6 pg.ml? e 3x10° CO.ml?, para
primeiro e segundo ensaio, e para R. nu, 4 pg.ml! e 3x10® CO.ml* no primeiro ensaio, e 2
ug.mlte 3x10° CO.ml%, respectivamente, no segundo ensaio. As variaveis observadas nas duas
espécies foram: mortalidade larval diaria e peso larval — 9 DAE a HD-73, exceto no primeiro
ensaio, peso pupal - 24 h ap6s sua completa formacdo (>24 h), viabilidade larval e pupal.
Somente o segundo ensaio de ambos os lepidopteros foram conduzidos até a fase adulta, quando
foram avaliados a razdo sexual, niUmero de ovos/fémea, viabilidade de ovos e longevidade de
machos e fémeas. Cada tratamento foi composto por 60 lagartas e os tratamentos consistiram
em inoculagdo com HD-73, VPN, Nr10, HD-73+VPN, HD-73+Nr10, VPN+Nr10 e controle,
sem inoculagdo de patdgenos.

4.2.4 Andlises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente ao acaso, com quatro
repeticdes, para os ensaios na fase larval, e 12 repeticdes para fase adulta, sendo cada casal uma
repeticdo. Os dados foram submetidos a uma analise exploratéria para verificar se atendem as
pressuposicGes da andlise de variancia, incluindo o modelo de aditividade (TUKEY, 1949),
distribuicdo normal (SHAPIRO; WILK, 1965), homogeneidade de variancias (BURR; FOSTER, 1972;
HARTLEY, 1940) e independéncia entre os residuos. Os dados que ndo apresentaram distribuicao
normal foram submetidos a andlise ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis (SIEGEL, 1975). O teste
de comparacdo multipla de medias utilizado foi de Tukey, ao nivel de significancia de 5%
(p<0,05), analisado pelo pacote cientifico SAS-Statistical Analysis System, versao 9.2 (2009).

A razdo sexual foi determinada pela férmula: rs= fémea / (fémea + macho) (SILVEIRA
NETO et al., 1976). O tipo de interacéo foi determinado pela equagédo de Abbott (LEVY etal., 1986),
a qual determina a raz&o entre a mortalidade observada (Mqns%) na combinagéo dos patégenos
e a respectiva mortalidade esperada (Mesp%), Mobs/Mesp. A mortalidade esperada é obtida pela
formula Mesp= a+b — (ab/100), em que “a” ¢ % de mortalidade ocasionada pelo patogeno 1
isolado e “b”, % de mortalidade pelo patogeno 2 isolado. Se a razdo Mobs/Mesp for igual a 1,
indica aditividade na interacdo entre ambos patdgenos, se a razdo for <1 ou >1, a interacdo €

negativa ou positiva, respectivamente (LEVY et al., 1986).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Exposicao simultanea de lagartas de Plusiinae a entomopatdgenos

A mortalidade de C. includens provocada pela inoculacdo do virus isoladamente
(82,14%) e pela aplicacdo simultanea de HD-73+VPN (73,02) foi estatisticamente superior a
HD-73 isoladamente (29,76%) e ao controle (13,49%). A presenca de entomopatdgenos afetou
consideravelmente o peso larval, exceto no tratamento com VPN isolado, que nédo diferiu do
controle. Lagartas de C. includens expostas ao virus isoladamente apresentaram menor
viabilidade larval (75,00%) e pupal (75,00%), porém a diferenca ndo foi significativa entre os
tratamentos (Tabela 11).

A aplicacdo simultdnea em R. nu com HD-73+VPN (79,46%) proporcionou maior
mortalidade do que cada patdgeno isoladamente, HD-73 (17,41%) e VPN (30,56%) e ao
controle (34,82%). Ndo foram observadas diferencas significativas nas comparacdes entre o
peso larval, viabilidade larval e pupal (Tabela 11).

Tabela 11. Mortalidade larval, peso larval (7 DAE aos patdgenos), viabilidade larval e pupal (xEP) apds a
exposicdo simultdnea de lagartas de quarto instar de Chrysodeixis includens e Rachiplusia nu aos
entomopatdgenos, Bacillus thuringiensis (HD-73) e aos respectivos virus de poliedrose nuclear (PsinSNPV e
RanuMNPV).

Tratamentos Mortalidade (%) Peso larval (g) Viab. Larval (%) Viab. Pupal (%)
C. includens (2 pg.ml e 3x10° CO.ml%)?
Controle 13,49+5,89b 0,07+ 0,00 a 95,83 £ 4,17™ 100,00 + 0,00
HD-73 29,76 £595 b 0,04 £0,00 b 88,75 £ 6,58 95,83 £ 4,17
HD-73+VPN 73,02+ 6,04 a 0,04+£0,01b 100,00 £ 0,00 87,50 + 12,50
VPN 82,14 +8,99 a 0,06 £ 0,01 ab 75,00 £ 25,00 75,00 £ 25,00
p-valor <0,0001 0,0126 0,5692 0,6220
C.V. (%) 27,59 19,50 29,13 31,55
R. nu (2 pg.ml* e 3x10% CO.ml?)

Controle 34,82+9,49b 0,07 £ 0,02 100,00 £ 0,00 93,75 £ 6,25™
HD-73 17,41+ 13,57 b 0,06 £ 0,01 100,00 £ 0,00 92,86 + 4,12
HD-73+VPN 79,46 + 3,68 a 0,08 £ 0,01 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00
VPN 30,56 £ 9,33 b 0,12 £ 0,02 96,43 £ 3,57 79,52 £ 7,36
p-valor 0,0038 0,0891 - 0,0932
C.V. (%) 47,73 37,73 - 11,47

Médias seguidas de letras iguais na coluna e por espécie nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.

- = pardmetro ndo avaliado.

! Concentracdes de HD-73 (ug.ml?) e corpos de oclusdo VPN (CO.ml2).
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4.3.2 Exposicao sequencial de lagartas de Plusiinae a entomopat6genos

Variabilidade foi observada nas interac6es, quando exposta C. includens as mesmas
concentragdes dos patdgenos, 6 pg.ml?, 3x10° CO.mlt e M. rileyi por aplicagdo topica. No
primeiro ensaio, a mortalidade de C. includens ndo diferiu entre os tratamentos. O peso larval
foi estatisticamente afetado nos tratamentos com HD-73, tanto na aplicacédo isolada (0,05 g),
guanto em combinacdo com M. rileyi (0,04 g) e VPN (0,10 g) (Tabela 12).

Em contraste, diferencas significativas foram observadas na mortalidade de C. includens
entre os tratamentos no segundo ensaio, com maior proporcao nas associagoes de HD-73+Nr10
(59,52%) e HD-73+VPN (52,35%), em relacdo a inoculacdo de cada patdgeno isoladamente,
HD-73 (28,53%), Nr10 (13,02%) e VPN (8,89%). Similar ao resultado do primeiro ensaio, as
lagartas expostas a HD-73 estatisticamente apresentaram menor peso larval. As exposi¢des
sequenciais de lagartas de C. includens aos entomopatdgenos ndo proporcionaram efeitos
negativos no peso de pupa, na viabilidade larval e pupal (Tabela 12).

A interacdo entre os entomopatdgenos ndo afetou significativamente a fecundidade das
fémeas comparada ao controle, exceto para a combinagdo HD-73+Nr10 que teve fecundidade
nula. Considerando os tratamentos com adultos férteis, somente a viabilidade de ovos
resultantes da inoculacdo sequencial de HD-73+VPN (6,35%) foi significativamente inferior
ao controle (51,14%). A aplicacdo sequencial ou isolada dos patdgenos ndo afetou a
longevidade de fémea e macho em relagéo ao controle, no entanto maior proporc¢édo de fémeas

alcangou a fase adulta no tratamento com HD-73+Nr10 (Tabela 13).
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Tabela 12. Mortalidade larval, peso larval (9 DAE a HD-73), peso pupal (> 24 h), viabilidade larval e pupal (+EP)
apos a exposicdo sequencial de neonatas de Chrysodeixis includens aos entomopatogenos, Bacillus thuringiensis

(HD-73), Metarhizium rileyi (CNPSo0-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (PSinSNPV).

Tratamentos Mortalidade (%) Peso larval (g) Peso pupal (g) Viab. Larval (%) Viab. Pupal (%)
(6 pg.mlt e 3x10° CO.mlI%)!
Controle 14,01+ 3,32 ab 0,15+£0,01b - - -
HD-73 18,25+ 2,85 ab 0,05+0,00d - - -
HD-73+VPN 9,39+£526D 0,10+x0,01c - - -
VPN 1587+3,33ab  0,18+0,01b - - -
HD-73+Nr10 28,04+538ab  0,04+0,00d - - -
Nr10 35,42+591a 0,14+0,01b - - -
VPN+Nr10 28,96 + 5,87 ab 0,24 +0,00 a - - -
p-va|0r 0,0097 <0,0001 - - -
C.V. (%) 42,25 14,01 - - -
(6 pg.mlt e 3x10% CO.ml?)
Controle 0,00+0,00d 0,26 £0,02a 0,27 + 0,00™ 100,00 + 0,00™ 95,56 + 2,72"™
HD-73 28,53+7,89bc  0,07+0,01b 0,25+ 0,00 95,00 £ 2,89 97,22 +£2,78
HD-73+VPN 52,35+579ab  0,08+0,02b 0,26 £ 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
VPN 8,89+ 5,44 cd 0,25+0,02a 0,27 £ 0,00 96,55 £ 2,00 98,21+£1,79
HD-73+Nr10 59,52+9,78 a 0,06+0,01b 0,27 £0,01 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00
Nr10 13,02 £ 0,67 cd 0,25+ 0,00 a 0,26 £ 0,00 98,44 £+ 1,56 100,00 £ 0,00
VPN+Nr10 8,00 3,77 cd 0,25+ 0,00 a 0,26 £ 0,01 100,00 £ 0,00 98,61 +1,39
p-valor <0,0001 <0,0001 0,1397 0,1727 0,5079
C.V. (%) 47,47 15,63 2,76 3,10 3,53

Médias seguidas de letras iguais na coluna e por ensaio ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.

- = parametro ndo avaliado.
! Concentracdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml1) e M. rileyi (aplicagdo tdpica).

Tabela 13. Numero de ovos por fémea, viabilidade dos ovos, longevidade de adulto fémea e macho (£EP) e razéo
sexual apds a exposicdo sequencial de neonatas de Chrysodeixis includens aos entomopatdgenos, Bacillus
thuringiensis (HD-73), Metarhizium rileyi (CNPS0-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (PSinSNPV).

Tratamentos N. ovos/fémea Vla?%(;vos Lon?di?)mea Longgair:)a cho geaXZ:;
(6 ug.mlt e 3x103 CO.ml%)!

Controle 1471,50 £ 204,72 a 51,14+ 7,38 a 14,75+ 1,29"™ 19,42 + 2,25™ 0,43
HD-73 971,09 £196,25ab 19,91 + 6,46 abc 15,00 + 0,79 18,55 + 1,83 0,48
HD-73+VPN 703,92 + 240,71 ab 6,35 + 2,59 bc 12,75+ 1,12 17,75+ 1,51 0,50
VPN 840,33 £216,17ab 30,14 + 9,45 abc 14,25+ 1,12 18,00 + 1,45 0,46
HD-73+Nr10 0,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 c 13,75+ 1,44 13,25 + 2,59 0,71
Nr10 629,83 £188,84ab 25,42 + 8,07 abc 15,67 + 0,86 19,67 + 1,30 0,57
VPN+Nr10 703,17 £ 192,00 ab 36,58 £ 8,41 ab 14,91 +1,40 16,25 + 1,88 0,48
p-valor 0,0117 0,0007 0,6386 0,5035 -
C.V. (%) 83,31 92,95 26,09 32,90 -

Meédias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.
- = pardmetro ndo avaliado.

! Concentracdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml?) e M. rileyi (aplicagdo tdpica).
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Nos estudos com as concentragdes 4 pg de HD-73.ml?, 3x10® CO.ml* e M. rileyi por
aplicacdo topica, a exposicdo sequencial de R. nu a cepa HD-73 seguida por M. rileyi (47,16%)
proporcionou mortalidade superior a aplicacdo de HD-73 isoladamente (17,50%), no entanto
ambos os tratamentos nao diferiram do controle (20,00%). A mesma associa¢do, HD-73+Nr10,
afetou significativamente o peso larval comparado as inoculagdes de M. rileyi, isoladamente e
em combinagdo com virus, VPN+Nr10, e ao controle (Tabela 14).

Por outro lado, nas inocula¢tes com 2 pg de HD-73.ml%, 3x10° CO.ml e M. rileyi por
aplicacdo tdpica, as lagartas expostas as aplicacfes de virus apresentaram significativamente
maior mortalidade, VPN (72,29%), VPN+Nr10 (70,59%) e HD-73+VPN (66,67%). A
inoculagdo sequencial de HD-73+VPN e a simultanea de VPN+Nr10 proporcionaram o menor
peso larval e pupal, respectivamente, apesar de ndo diferirem do controle. Diferencas
estatisticas ndo foram observadas na viabilidade larval e pupal (Tabela 14).

Embora os entomopatogenos tenham apresentado efeitos negativos sobre a mortalidade
e peso larval de R. nu, as concentracfes adotadas destes organismos ndo prejudicaram a
fecundidade, a viabilidade larval e a longevidade de fémeas e machos comparados ao controle.
Entretanto, lagartas inoculadas com HD-73 isoladamente proporcionaram maior numero de

machos do que fémeas, razdo sexual de 0,37 (Tabela 15).
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Tabela 14. Mortalidade larval, peso larval (9 DAE a HD-73), peso pupal (>24 h), viabilidade larval e pupal (xEP)
apos a exposicdo sequencial de neonatas de Rachiplusia nu aos entomopatégenos, Bacillus thuringiensis (HD-73),

Metarhizium rileyi (CNPSo-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (RanuMNPV).

Tratamentos Mortalidade (%) Peso larval (g)  Peso pupal (g) Viab. Larval (%) Viab. Pupal (%)
(4 pg.ml e 3x10% CO.mlIH)!
Controle 20,00 £ 6,67 ab 0,16 +0,01a - - -
HD-73 1750+1,88b  0,13+0,01 abc - - -
HD-73+VPN  30,72+954ab  0,11+0,01 bc - - -
VPN 2431+161ab 0,12+0,01 abc - - -
HD-73+Nr10 47,16 £6,91 a 0,08+0,01c - - -
Nr10 36,00+3,07ab 0,15+0,01ab - - -
VPN+Nr10 42,66 + 7,82 ab 0,16 +0,01a - - -
p-va|0r 0,0156 0,0002 - - -
C.V. (%) 39,07 16,05 - - .
(2 ug.ml* e 3x10% CO.ml?)
Controle 490+3,17h 0,20£0,01ab 0,17 £0,00 ab 98,08 £ 1,92 89,76 = 4,37™
HD-73 20,94+1,39b 0,05+0,01ab 0,18+0,00a 96,00 + 2,32 93,75+ 6,25
HD-73+VPN 66,67 £ 0,00 a 0,14+£0,01b 0,18 £ 0,00 a 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00
VPN 72,29+250a 0,19+001lab 0,17 0,00 ab 90,00 £ 5,77 100,00 + 0,00
HD-73+Nr10 22,75+357D 0,21+0,00 a 0,19+ 0,00 a 91,96 £ 3,41 100,00 £ 0,00
Nr10 15,83+1,69b 0,21+0,01a 0,18+0,00 a 100,00 + 0,00 92,58 +2,92
VPN+Nr10 7059+7,16a 0,19+0,02ab 0,15+0,01b 100,00 £ 0,00 94,44 £ 5,56
p-valor <0,0001 0,0085 0,0013 - 0,5062
C.V. (%) 19,81 14,02 3,83 - 8,25

Médias seguidas de letras iguais na coluna e por ensaio ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo.

- = pard@metro ndo avaliado.
! Concentracdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml?) e M. rileyi (aplicagdo tdpica).

Tabela 15. Numero de ovos por fémea, viabilidade dos ovos, longevidade de adulto fémea e macho (+EP) e razéo
sexual apds a exposicdo sequencial de neonatas de Rachiplusia nu aos entomopatégenos, Bacillus thuringiensis
(HD-73), Metarhizium rileyi (CNPSo0-Nr10) e virus de poliedrose nuclear (RanuMNPV).

Tratamentos N. ovos/fémea Vla?%(;vos Lon(%'i:z)m ca Long. macho geaXZ:;
(2 pg.mlt e 3x10% CO.mlI %!

Control 732,00 + 137,12™ 24,93 £ 7,28™ 17,00 £ 1,98™ 19,00+ 1,11™ 0,52
HD-73 992,10 + 167,95 11,08 £ 5,27 15,60 £ 1,15 18,56 + 1,62 0,30
HD-73+VPN 1021,20 + 205,02 40,18 + 12,51 13,60+ 1,78 17,00 + 1,22 0,54
VPN 782,00 + 210,99 39,98 + 11,88 15,00 £ 0,84 15,80 £ 1,24 0,47
HD-73+Nr10 967,91 + 139,30 17,62 £ 5,48 17,36 £ 0,94 16,64 + 0,74 0,48
Nr10 935,00 + 121,17 32,73 £ 6,85 12,92 +1,48 17,33+ 1,18 0,53
VPN+Nr10 677,67 + 385,60 15,11 £ 15,11 14,33 + 3,18 13,33+2,91 0,58
p-valor 0,7585 0,1301 0,2834 0,2638 -
C.V. (%) 53,85 89,71 30,22 21,65 -

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns= ndo significativo
- = pardmetro ndo avaliado

! Concentragdes de HD-73 (ug.mlt), corpos de oclusdo VPN (CO.ml 1) e M. rileyi (aplicagdo tdpica).
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4.3.3 Efeito das interacdes

Quando lagartas de quarto instar de Plusiinae foram expostas simultaneamente a HD-
73+VPN, nas concentragdes 2 pg.ml? e 3x10® CO.ml?, respectivamente, observou-se efeito
negativo e positivo para C. includens e R. nu, respectivamente (Tabela 16).

Do mesmo modo, a inoculacdo de lagartas neonatas de C. includens com HD-73, por 48
h, seguida por VPN, nas concentracdes 6 pg.ml™? e 3x10° CO.ml, respectivamente, resultou
em efeito negativo e positivo, no primeiro e segundo ensaio, respectivamente (Tabela 16).

Em contraste, a exposi¢do sequencial de R. nu & HD-73 e VPN resultou na interagdo
negativa em ambas as combinacdes dos patdgenos, 4 pg.ml?t e 3x10° CO.mlte 2 ug.ml? e
3x10° CO.ml%, respectivamente (Tabela 16).

A inoculagdo sequencial de C. includens com HD-73+Nr10 também resultou em efeito
negativo e positivo, no primeiro e segundo ensaio, respectivamente (Tabela 16).

Em R. nu, efeito aditivo e negativo foi observado na aplicacdo sequencial de HD-
73+Nr10, quando usado HD-73 nas concentragdes de 4 pg.ml? e 2 pg.ml?, respectivamente
(Tabela 16).

Interacdo negativa foi predominante sobre ambas as Plusiinae, C. includens e R. nu,

guando inoculadas simultaneamente com VPN e M. rileyi (Tabela 16).

Tabela 16. Tipos de interacBes [negativa (Neg.), positiva (Pos.) e aditividade (Add.)] entre bactéria HD-73
(CrylAc), os virus de poliedrose nuclear (PsinSNPV e RanuMNPYV) e o fungo Metarhizium rileyi, determinada
através da relagdo entre a porcentagem de mortalidade observada (Mo) e a mortalidade esperada (Me) de
Chrysodeixis includens e Rachiplusia nu.

Data HD-73+VPN HD-73+Nr10 VPN+Nr10
Ensaios Mo Me Int.* Mo Me Int. Mo Me Int.
Exposi¢do Simultanea
(2 pug.mlt e 3x10% CO.mlI%)*

C. includens 73,02 87,46 Neg. - - - - - -
R. nu 79,46 42,65 Pos. - - - - - -
Exposi¢do Sequencial

C. includens (6 pg.mlt e 3x10° CO.ml?)

Ensaio 01 9,39 31,22 Neg. 28,04 47,20 Neg. 28,96 45,67 Neg.

Ensaio 02 52,35 34,88 Pos. 59,52 37,83 Pos. 8,00 20,75 Neg.

R. nu (4 pg.mlt e 3x10° CO.ml?)

Ensaio 01 30,72 37,55 Neg. 47,16 47,20 Add. 42,66 51,55 Neg.
(2 pg.ml* e 3x10% CO.ml?)

Ensaio 02 66,67 78,09 Neg. 22,74 33,46 Neg. 70,59 76,68 Neg.

- = pardmetro ndo avaliado
! Concentracdes de HD-73 (ug.ml?), corpos de oclusdo VPN (CO.ml?) e, quando inoculado, M. rileyi (aplicacdo
topica).
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4.4 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou gue 0os componentes bioldgicos das Plusiinae sdo pouco
afetados pela exposicdo das lagartas a concentracdes subletais de HD-73 (CrylAc), e na
interagdo com agentes entomopatogénicos, M. rileyi e os virus de poliedrose nuclear. Sabe-se
que ambas as espécies, C. includens e R. nu, ttm como natural caracteristica a suscetibilidade
a CrylAc, o que reflete em altas taxas de mortalidade quando infectadas com esta toxina
(BERNARDI et al., 2012; YANO, 2012). Contudo, quando expostas a uma concentracdo subletal de
CrylAc e por um curto periodo, geralmente as lagartas sobreviventes apresentam prolongado
periodo larval e reducdo no peso (ASHFAQ; YOUNG; McNEW, 2001), 0 gque aumentaria a
oportunidade para acao de outros patdgenos (KALANTARI et al., 2013). Embora ndo observado o
periodo larval, fica evidente que a exposi¢do a HD-73 (CrylAc) afetou negativamente o peso
das lagartas e ndo houve efeito da coinfeccdo de M. rileyi com o virus.

Variabilidade nas interacGes entre HD-73 e virus foram observadas entre as espécies,
C. includens e R. nu, e os métodos de inoculacdo. Sendo que a aplicacdo simultanea dos
patdégenos ofereceu melhor controle de R. nu, enquanto que a exposi¢do sequencial,
proporcionou ambos os efeitos, positivo e negativo, sobre a mortalidade de C. includens.
Contudo, ao analisar as interacdes destes patdgenos em ambas as espécies, observou-se maior
namero de casos em que HD-73 afetou negativamente a mortalidade causada por virus. Nos
experimentos realizados com outros lepidopteros-alvo de Bt, fica evidente a prevaléncia de
efeito negativo ou aditivo, e raramente efeito positivo sobre a mortalidade causada por virus
(KALANTARI et al., 2013; LIU et al., 2006; MARZBAN et al., 2009), resultados que corroboram com a
presente pesquisa.

A interacdo entre HD-73 e M. rileyi confere tanto efeito positivo como negativo no
controle de C. includens, e efeito aditivo e negativo, para R. nu. Estes resultados indicam menor
eficiéncia da interacdo desses patogenos na mortalidade de R. nu e a variavel probabilidade de
sucesso contra C. includens. Este Gltimo caso é de maior transcendéncia, devido ao fato dessa
praga estar distribuida em todas as regides produtoras de soja (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000),
e frequente alvo das epizootias ocasionadas por M. rileyi. Embora ndo avaliado neste trabalho,
existe a possibilidade de obter favoraveis respostas de interagdo com a inoculacdo simultanea
de HD-73 e M. rileyi, como observado para S. eridania e S. frugiperda (Capitulo 3, p. 61).

Os estudos das interagdes entre 0s agentes microbianos sao importantes, tanto na teoria
como na pratica, o que auxilia nas tomadas de decisdes para controle bioldgico. Apesar de ndo

pesquisada a interacdo mais complexa, HD-73 + M. rileyi + VPN, a aplicacdo simultanea de M.
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rileyi e virus, em ambas as Plusiinae, mostrou-se predominantemente negativa, sendo a maior
mortalidade provocada pelo virus nesta associacdo (dados ndo mostrados). Nos estudos com
Trichoplusia ni (Hibner, [1803]) (Lepidoptera: Noctuidae), em que lagartas de terceiro instar
foram expostas ao TnSNPV, seguido por Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, a mortalidade por
virus foi negativamente afetada pela coinfeccdo com fungo, em contrapartida, a interacdo
provocou um aumento de 10% na mortalidade total comparada ao virus isoladamente
(SCHOLEFIELD, 2015). Com base nas observacdes deste estudo e das encontradas na literatura,
ha evidéncias de que o virus de poliedrose nuclear ndo responda favoravelmente as interacfes
com outros patdgenos.

Conclui-se que as concentracdes subletais de HD-73 (CrylAc) ingeridas por Plusiinae
ndo potencializam a mortalidade causada por virus, sendo imprecisos os efeitos nas interacdes
com aplicacdes sequenciais de M. rileyi contra C. includens. A utilizacdo de um segundo
patdgeno ndo se tornaria uma alternativa viavel para o controle bioldgico de Plusiinae em areas
com soja Bt, exceto em éareas de reflgio. Estudos adicionais devem ser direcionados para as
interacdes em progénies de Plusiinae, devido a elevada capacidade de reproducdo, alta
suscetibilidade e frequente exposicdo a CrylAc. Em consequéncia, poderia conduzir a
alteracbes no sistema imunolégico e favorecer a “memdria adquirida ou efeitos
transgeracionais”, o que pode refletir na suscetibilidade aos entomopatdgenos, como observado

por Shikano et al. (2015) em T. ni.
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CONCLUSAO GERAL

Entre os aspectos mais relevantes observados, é possivel ressaltar que a exposicao a
bactéria HD-73 (CrylAc) ndo proporcionou alteracdes evidentes no sistema imunolégico de S.
frugiperda, assim como ndo induziu memoria adquirida na progénie. As exposic¢des subletais
da bacteria afetaram negativamente os parametros biologicos de S. frugiperda, reduzindo o peso
larval, de pupas, a fecundidade das fémeas e fertilidade dos ovos. Uma vez que a mesma toxina
é expressa pela soja Bt, é esperada a ocorréncia de alteragdes semelhantes.

Implicacdes do ponto de vista epizootildgico foram observadas na interacdo de HD-73
sobre a producéo de corpos de oclusdo do virus entomopatogénico STMNPV, causando impacto
negativo significativo. H& evidéncias do efeito negativo sobre a viruléncia, porém,
aparentemente, esse resultado foi dependente da dose. Em soma, esses efeitos poderiam afetar
a ocorréncia de epizootias ou aplica¢bes do virus como agente de controle. Os tecidos de soja
gue expressam a toxina CrylAc também afetaram a mortalidade ocasionada pelo virus em S.
frugiperda. Entretanto, esta interacdo com M. rileyi pode ser promissora no controle natural
desta espécie.

De maneira geral, os parametros bioldgicos das espécies-alvo, da subfamilia Plusiinae
(C. includens e R. nu), e ndo-alvo, pertencentes ao género Spodoptera (S. cosmioides, S.
eridania e S. frugiperda), ndo foram afetados pelas intera¢fes entre HD-73, virus e M. rileyi.

Em conclusdo, as interacGes de HD-73/CrylAc e virus ndo parecem ser promissoras
no manejo destas espécies, mas propicio a interacdo resultante com o fungo M. rileyi sobre S.

eridania e S. frugiperda, na aplicacdo simultanea.
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