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RESUMO 

 

A soja, Glycine max (L.) Merrill, há décadas, apresenta crescimento em área e 
produção e, esta expansão mundial, é resultado da estruturação de um sólido 
mercado internacional. Com extensas áreas cultivadas, esta cultura está exposta ao 
ataque de insetos-praga que podem causar danos no estádio reprodutivo e vegetativo 
da planta. Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) destaca-se 
por atacar a cultura e comprometer sua produtividade. Portanto, o objetivo deste 
trabalho foi avaliar a diversidade genética e a suscetibilidade de A. gemmatalis a 
inseticidas biológicos utilizados no seu controle em aplicações conjuntas ou 
sequenciais com substâncias com prospecção sinérgica com a finalidade de aprimorar 
a eficiência de bioinseticidas e o manejo da resistência desta espécie. Concentrações 
variando de 0,025% a 1,5% de ácido bórico, Calcofluor White Stain, Fluorescent 
Brightener 28 - FB 28 e Umbeliferona, em combinação com isolados de AgMNPV e 
produtos à base de Bacillus thuringiensis (Dipel®, Xentari® e Agree®) foram 
incorporados na dieta artificial. Os tratamentos foram oferecidos a lagartas de A. 
gemmatalis suscetíveis e resistente à proteína Cry1Ac. Os dados indicaram resposta 
do branqueador óptico Fluorescent Brightener 28 na concentração 0,1%, que em 
mistura com os bioinseticidas, ocasionou incremento da mortalidade (sinergismo) na 
população resistente de A. gemmatalis. Os resultados deste estudo além de ser uma 
alternativa para tornar os produtos para o controle de A. gemmatalis mais eficazes e 
reduzir o custo de produção, também podem abrir caminhos para novas pesquisas e 
a descoberta de novas substâncias com ação sinérgica, o que permite as empresas 
melhorar a qualidade dos seus produtos. Por fim, avaliou-se a estrutura e diversidade 
genética de A. gemmatalis provenientes em diferentes regiões produtoras de soja no 
Brasil por meio de marcadores microssatélites. Foram analisados um total de 134 
alelos em 155 indivíduos amostrados. A heterozigosidade observada (Ho) global foi 
menor do que a heterozigosidade média esperada (He) global, o que indica desvio 
nas proporções do equilíbrio de Hardy-Weinberg para todas as populações 
amostradas. A maior parte da variação genética foi encontrada dentro das populações 
e o índice de diferenciação genética (FST) foi moderado entre as mesmas. A correlação 
entre distâncias geográficas e distâncias genéticas foi negativa, porém não 
significativa. Valores positivos e significativos de coeficiente de endogamia (FIS) foram 
encontrados para a maioria das populações. Não foi verificado efeito de gargalo 
recente nas cinco populações amostradas. A análise bayesiana de agrupamento 
genético, a Neighbor-Net e PCoA indicaram a formação de dois e quatro grupos 
genéticos, respectivamente. Na análise aplicando Neighbor-Net um cluster foi formado 
pelas populações de Bahia (LemBA) e Mato Grosso (NsjMT) e o segundo cluster 
composto pelas populações de Goiás (MoGO), Londrina (LonPR) e Rio Grande do Sul 
(CaRS). Para a análise de coordenadas principais (PCoA) o primeiro cluster formado 
por LemBA; o segundo cluster formado NsjMT; o terceiro cluster formado por MoGO 
e LonPR; e um quarto cluster formado por CaRS. As populações não encontram-se 
estruturadas, indicando fluxo gênico entre elas. Esses resultados enriquecem a 



 
 

biblioteca de microssatélites com a construção e validação de nove primers para A. 
gemmatalis, e ainda contribuem para o manejo regional da espécie trazendo dados 
sobre as taxas de fluxo gênico entre as populações, uma vez que, a eficiência da soja 
Bt depende da taxa de dispersão dos alelos suscetíveis entre a área de refúgio e 
campos transgênicos. Com aumento da área cultivada com soja e outras culturas 
hospedeiras, geneticamente modificadas, estes estudos visam contribuir para o 
manejo integrado de A. gemmatalis. 
 
 
Palavras-chave: Lagarta-da-soja 1. Branqueadores ópticos 2. Proteína Cry1Ac 3. 

Genética de populações 4. Manejo de Resistência 5. 
 
 



 
 

ABSTRACT 

 
Soy, Glycine max (L.) Merrill, has been showing an increase in area and production for 
decades, and this worldwide expansion is the result of the structuring of a solid 
international market. With extensive cultivated areas, this crop is exposed to the attack 
of insect pests that can cause damage in the reproductive and vegetative stages of the 
plant. Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) stands out for 
attack and compromise crop productivity. Therefore, the aim of this study was to 
evaluate the genetic diversity and the susceptibility of A. gemmatalis to biological 
insecticides used in its control in joint or sequential applications with substances with 
synergistic prospecting in order to improve the bioinsecticides efficiency and the 
management of this species resistance. Concentrations ranging from 0.025% to 1.5% 
of boric acid, Calcofluor White Stain, Fluorescent Brightener 28 - FB 28 and 
Umbeliferone, in combination with AgMNPV isolates and products based on Bacillus 
thuringiensis (Dipel®, Xentari® and Agree®) were incorporated into the artificial diet. 
The treatments were offered to A. gemmatalis caterpillars susceptible and resistant to 
the protein Cry1Ac. The data indicated the response of the optical brightener 
Fluorescent Brightener 28 at a concentration of 0.1%, which, when mixed with 
bioinsecticides, caused a mortality increase (synergism) in the resistant population of 
A. gemmatalis. The results of this study, in addition to being an alternative to make A. 
gemmatalis control products more effective and reduce production costs, can also 
pave the way for new research and the discovery of new substances with synergistic 
action, which allows the companies to improve the quality of their products. Finally, the 
genetic structure and diversity of A. gemmatalis from different soy producing regions 
in Brazil was evaluated using microsatellite markers. A total of 134 alleles were 
analyzed in 155 sampled individuals. The observed global heterozygosity (Ho) was 
less than the average global expected heterozygosity (He), which indicates deviation 
in the proportions of the Hardy-Weinberg equilibrium for all sampled populations. Most 
of the genetic variation was found within the populations and the genetic differentiation 
index (FST), was moderate among them. The correlation between geographical and 
genetic distances was negative, but not significant. Positive and significant values of 
inbreeding coefficient (FIS) were found for most populations. There was no recent 
bottleneck effect in the five sampled populations. Bayesian analysis of genetic 
clustering, Neighbor-Net and PCoA indicated the formation of two and four genetic 
groups, respectively. In the Neighbor-Net analysis a cluster was formed by the 
populations of Bahia (LemBA) and Mato Grosso (NsjMT) and the second cluster 
composed of populations of Goiás (MoGO), Londrina (LonPR) and Rio Grande do Sul 
(CaRS). For the principal coordinate analysis (PCoA) the first cluster was formed by 
LemBA; the second cluster formed by NsjMT; the third cluster formed by MoGO and 
LonPR; and a fourth cluster formed by CaRS. The populations are not structured, 
indicating gene flow among them. These results enrich the microsatellite library with 
the construction and validation of nine primers for A. gemmatalis, and also contribute 
to the regional management of the species by bringing data on gene flow rates among 



 
 

populations, since the efficiency of Bt soybeans it depends on the dispersion rate of 
susceptible alleles between the refuge area and transgenic fields. With an increase in 
soy cultivated area and other host crops, genetically modified, these studies aim to 
contribute to the integrated management of A. gemmatalis.  
 
Keywords: Velvetbean caterpillar 1. Optical brighteners 2. Cry1Ac protein 3. 
Population genetics 4. Resistance management 5. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO GERAL E REVISÃO DE LITERATURA  
 

1.1 INTRODUÇÃO GERAL 
 

 A soja, Glycine max (L.) Merrill, há décadas, apresenta crescimento em área e 

produção e esta expansão mundial é resultado da estruturação de um sólido mercado 

internacional relacionado com o comércio de produtos do complexo agroindustrial da 

soja, o que consolidou a oleaginosa como importante fonte de proteína (HIRAKURI; 

LAZZAROTO, 2014). Com extensas áreas cultivadas, essa cultura está exposta ao 

ataque de insetos-praga que podem causar danos no estádio reprodutivo e vegetativo 

da planta. As lagartas desfolhadoras destacam-se por atacar a cultura e causar níveis 

variáveis de desfolha, comprometendo sua produtividade devido à redução da área 

foliar fotossinteticamente ativa (MOSCARDI et al., 2012).  

 Entre as principais lagartas desfolhadoras que causam prejuízo na cultura 

estão: Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae), Chrysodeixis 

includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) e espécies do gênero Spodoptera. 

Anticarsia gemmatalis é comumente encontrada em lavouras de soja e ocorre no 

continente americano, desde as regiões da Argentina (39° S) até o sudeste e Estados 

do Golfo do México nos Estados Unidos (48° N) (SOSA-GÓMEZ, 2004). Uma das 

alternativas para diminuir as aplicações de inseticidas químicos, principal medida de 

controle até 2013, foi a introdução da soja transgênica, que expressa o gene sintético 

Cry1Ac, oriundo da bactéria Bacillus thuringiensis, no mercado brasileiro (RAHMAN 

et al., 2007).  A lagarta falsa-medideira C. includens que, até o final da década de 90, 

era considerada uma praga secundária (MOSCARDI, 1993), na safra de 2002/2003 

teve seus primeiros surtos populacionais e passou a ser uma das pragas mais 

importantes que atacam a oleaginosa devido sua abundância e dificuldade de controle 

(YANO et al., 2015).  

 O controle químico é a ferramenta mais utilizada no manejo de pragas 

(MARTINS & TOMQUELSKI, 2015), entretanto, aplicações constantes de agrotóxicos 

afetam o equilíbrio do agroecossistema por eliminar inimigos naturais (BUENO et al., 

2012), além de aumentar a pressão de seleção de populações de insetos resistentes 

(SOSA-GÓMEZ; OMOTO, 2012). Assim, falhas podem estar associadas à tecnologia 

de aplicação inapropriadas e/ou menor suscetibilidade ou resistência de pragas pela 

pressão de seleção imposta por poucas táticas de manejo em uma área de soja tão 
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extensa. Lagartas desfolhadoras podem tornar-se resistentes não somente pela 

pressão de seleção exercida por inseticidas com mesmo modo de ação, mas também 

por características evolutivas, presentes em todos organismos vivos, que permite os 

insetos estarem em constante adaptação ao ambiente e assim serem selecionados 

para resistir aos inseticidas mais frequentemente utilizados (PERINI, 2018). 

 Na literatura, tem sido mencionada a resistência a diversos inseticidas, tais 

como piretroides, organofosforados e carbamatos (SOSA-GÓMEZ; OMOTO, 2012; 

DURIGAN et al., 2017). Mesmo com a grande variedade de inseticidas disponíveis no 

mercado, observa-se em lavouras de soja baixa eficiência no controle de pragas 

(MARTINS; TOMQUELSKI, 2015). O uso indiscriminado de produtos não seletivos e 

de amplo espectro pode contaminar o solo e diminuir a incidência de inimigos naturais. 

Casos de falhas de controle em lepidópteros em outras grandes culturas como o 

algodão e o milho ocorrem em ritmo acelerado, como é o caso da lagarta-do-cartucho, 

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (DIEZ-

RODRÍGUEZ & OMOTO, 2001; BUSATO et al., 2006; MARTINELLI & OMOTO, 2006).   

 Implementações de estratégias para evitar a seleção de insetos resistentes 

e também a investigação da diversidade genética destas pragas nas regiões 

produtoras de soja são fundamentais para definir as bases do manejo de resistência 

de insetos no Brasil. A existência de diversidade genética nas populações de insetos 

com relação a quaisquer características fisiológicas e/ou comportamentais, que 

possibilitem os indivíduos superar as medidas de controle, implicam em um processo 

inevitável de seleção de pragas mais adaptadas e difíceis de serem controladas 

(GOULD, 1988 ab, 1991).  

  O uso de substâncias com ação sinérgica em aplicação simultânea com 

inseticidas tem sido uma alternativa na tentativa de  compreender os processos 

envolvidos na resistência (CASIDA, 1970). Além disso, esta combinação do inseticida 

a um sinergista pode diminuir efeitos de contaminação do ambiente e preservar 

insetos benéficos que contribuiem para o controle natural dessas pragas (RAFFA & 

PRIESTER, 1985).    

 Os sinergistas em mistura com inseticidas tem especial importância na 

determinação das enzimas envolvidas nos processos de detoxificação pelos insetos. 

Por exemplo, falhas no controle de Helicoverpa armigera (Hübner, 1808) (Lepidoptera: 

Noctuidae) com o uso de piretroides têm sido relatadas desde sua detecção no Brasil, 
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em 2013, estudos mostram que, especificamente, em H. armigera, a resistência aos 

piretroides foi associada ao aumento da desintoxicação de inseticidas pelas enzimas 

monooxigenase do citocromo P450, sendo considerado o principal mecanismo de 

resistência genético aos piretroides (DURIGAN et al., 2017).  Visando determinar as 

causas da resistência deste grupo químico, populações de H. armigera que foram 

tratadas com deltametrina ou fenvalerato e o sinergista butóxido de piperonila (PBO) 

apresentaram 100% de mortalidade, o que indica a alta frequência do gene da enzima 

quimérica P450 CYP337B3 nestas espécies que podem ser consideradas tolerantes 

a inseticidas piretroides, sugerindo que estes produtos não devem ser recomendados 

no Brasil (DURIGAN et al., 2017).   

 Portanto, tornam-se necessários estudos com inseticidas químicos e 

biológicos, para evitar a seleção de insetos resistentes, e também a investigação da 

diversidade genética nas regiões produtoras de soja para a implementação de um 

manejo de resistência de insetos no Brasil, visto que a caracterização precisa de 

populações geográficas permite inferir as taxas de fluxo gênico, as quais têm 

importância nos estudos de resistência (SOSA-GÓMEZ et al., 2004).  

 

1.2 OBJETIVOS  
 
1.2.1 Objetivo Geral 
 
 Avaliar a diversidade genética e a suscetibilidade de A. gemmatalis a 

inseticidas biológicos em aplicações conjuntas ou sequenciais com produtos que tem 

ação sinérgica, com a finalidade de aprimorar a eficiência dos bioinseticidas e o 

manejo da resistência destas espécies.  

 
1.2.2 Objetivos Específicos 
 

 Reunir a literatura de A. gemmatalis. 

 Quantificar a mortalidade larval de A. gemmatalis suscetíveis e resistentes a 

Cry1Ac expostas a concentrações de diferentes bioinseticidas isolados e, em 

aplicação simultânea ou sequencial com produtos sinergistas. 

 Desenvolvimento de uma biblioteca enriquecida de microssatélites para A. 
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gemmatalis, construção e validação dos primers. 

 Verificar a variabilidade genética em cinco populações de A. gemmatalis em 

diferentes regiões produtoras de soja no Brasil. 

 Estimar as taxas de fluxo gênico entre as cinco populações de A. 

gemmatalis que foram amostradas. 
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1.3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.3.1 Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) 

a inseticidas e bioinseticidas 

 

 A lagarta-da-soja, A. gemmatalis, é uma das pragas-chave mais 

importantes na cultura da soja, com ampla distribuição, esta espécie causa perdas na 

produção em todas as áreas onde a cultura está presente (BEL et al., 2017). Sua 

ocorrência é, desde o ínicio do desenvolvimento até o final da cultura, sendo maior 

incidência no período vegetativo permanecendo até o final da floração (SAVIO & 

PINOTTI, 2008). É considerada a principal praga desfolhadora da soja nos EUA, 

México, Colômbia, Venezuela, Brasil e Argentina (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).  

 Assim, esta espécie pode apresentar até seis gerações ou mais no ano, 

dependendo do local, e está presente, principalmente, em regiões mais quentes, 

resultando em uma maior exposição aos métodos de controle aumentando o risco de 

evolução de resistência, caso não sejam implementadas estratégias para o seu 

manejo. A introdução da soja Bt, que expressa à proteina Cry1Ac, no mercado 

brasileiro foi uma alternativa importante para diminuir as aplicações de inseticidas 

sintéticos (RAHMAN et al., 2007).  

 Entretanto, diante a tecnologia Bt, A. gemmatalis pode ser considerada 

uma das espécies com risco de seleção de populações resistentes a Cry1Ac, uma vez 

que populações se tornam resistentes em condições de laboratório após seleção 

através de quatro gerações (SOSA-GOMEZ & MIRANDA, 2011). As principais 

ferramentas utilizadas para retardar o aumento da frequência de alelos de resistência 

nas áreas cultivadas com plantas que expressam proteínas da bactéria B. 

thuringiensis são a piramidação de genes que diz respeito ao acréscimo de genes de 

Bt na planta (GOULD, 1998; MACRAE et al., 2005); alta dose da proteína Bt que tem 

como premissa garantir que a concentração de uma determinada proteína expressa 

na planta geneticamente modificada possibilite a mortalidade dos descendentes 

resultantes do cruzamento dos indivíduos resistentes, provenientes da área que está 

a cultuda Bt, com indivíduos suscetíveis, provenientes da área de refúgio (OMOTO & 

BERNARDI, 2015); e o refúgio que consiste no plantio de uma variedade sem a 

tecnologia Bt, de ciclo vegetativo similar ao da área cultivada com plantas Bt; ou seja, 
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é a área onde a praga não é exposta à pressão de seleção da proteína inseticida 

presente no campo Bt, na qual pode sobreviver e acasalar com os indivíduos 

sobreviventes da área de cultivo Bt com o objetivo de disseminar alelos suscetives 

(ANDOW, 2008). 

 

1.3.2 Mecanismos de resistência de insetos a inseticidas e bioinseticidas  

 

 A resistência pode ser comportamental e genética, transmitida de pais para 

filhos, quando insetos de uma geração adquirem mecanismos capazes de impedir que 

os inseticidas atuem no processo de intoxicação (ALVES, 1998). Assim a resistência 

relacionada aos produtos que são utilizados para controlar pragas e o modo de 

utilização destes, é afetada por fatores genéticos, relacionados a genética da praga 

alvo, bioecológicos, que estão associados a biologia e ecologia da praga alvo, e 

operacionais, que são todos ao fatores manipulados pelo homem, (GEORGHIOU & 

TAYLOR, 1977; ROUSH & McKENZIE, 1987). 

 Todo o processo evolutivo dos insetos ao longo de milhões de anos (MISOF 

et al., 2014), associado ao ambiente em que viveram, contribuiu para a evolução dos 

fatores genéticos que os tornam resistentes a certos inseticidas (PERINI, 2018). 

Assim, a evolução de populações resistentes pode ocorrer por alterações do 

comportamento do inseto, por redução da penetração cuticular, pelo aumento da 

expressão de enzimas metabólicas, por aumento da capacidade de expressão de 

genes ou por mutação alterando seus sítios de ação (MUTERO et al., 1994; JOUBEN 

& HECKEL, 2016). 

 A pressão de seleção, com a utilização de inseticidas que apresentam o 

mesmo modo de ação, e o uso de tecnologias sem as práticas de manejo de 

resistência recomendadas, podem conduzir a seleção de fenótipos resistentes 

(SOSA-GÓMEZ; OMOTO, 2012). O conhecimento das características genéticas e de 

fluxo gênico das espécies agrícolas é um aspecto importante no controle de pragas. 

Por meio de ferramentas moleculares, é possível sequenciar genes e caracterizar a 

ocorrência de alterações mutacionais, que podem fornecer importantes informações 

sobre processos evolutivos e de diferenciação de populações resistentes a inseticidas 

(MARTINS et al., 2005).  

 No controle químico, assim como no biológico, a resistência em uma 
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determinada praga-alvo pode ocorrer de forma cruzada, quando insetos são 

resistentes a dois ou mais produtos pertencentes a um mesmo mecanismo de ação, 

de grupos químicos diferentes, ou múltipla, que ocorre quando um indivíduo possui 

um ou mais mecanismos que conferem resistência a produtos com mecanismo de 

ação diferentes (CHRISTOFFOLETI & LÓPEZ-OVEJERO, 2008). Identificar estes 

mecanismos, como a produção de esterases que podem conferir resistência a 

organofosforados, por exemplo (OMOTO & SOSA-GÓMEZ, 2012) ou outras enzimas 

que estão envolvidas neste processo, resulta em informações sobre qual produto 

utilizar, quais devem ser evitados, se é recomendado optar por misturas e qual a 

melhor forma de controle. 

 Em relação a plantas geneticamente modificadas e a inseticidas biológicos, 

a resistência à bactéria B. thuringiensis tem origem genética. As mutações genéticas 

podem estar presentes, ou seja, o gene ou genes que conferem resistência podem 

estar numa população de insetos, mesmo antes da introdução de um novo agente de 

controle (FFRENCH-CONSTANT, 2007). No Brasil, a evolução da resistência foi 

reportada em S. frugiperda a tecnologias de milho Bt com as proteínas Cry1F e 

Cry1Ab (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2016).  

 

1.3.3 Controle de Lagartas Desfolhadoras 

 

1.3.3.1 Controle Químico  

 

 Durante o século passado, um grande número de inseticidas foi introduzido 

no mercado. Curiosamente, em cada década, foi realizada a introdução de pelo menos 

uma classe química nova (JEANGUENAT, 2012). O resultado foi que, até meados da 

década de 70, o controle químico foi adotado como única alternativa para controlar 

pragas e doenças no campo. Entretanto, os produtos utilizados eram de amplo 

espectro de ação, sendo altamente tóxicos aos insetos benéficos, que controlavam as 

pragas naturalmente, e ao homem (GAZZONI, 1994).  

 Com o incremento da área cultivada e uma maior diversidade de 

organismos se tornando pragas-chave da cultura da soja programas de manejo de 

monitoramento introduziram a utilização de outras técnicas de controle e 

possibilitaram o aumento de inimigos naturais, reduzindo o uso de químicos na lavoura 
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por décadas (BUENO et al., 2012). Porém, com a introdução de pragas, antes 

desconhecidas no Brasil, como H. armigera, a falta de informação sobre o inseto e 

produtos registrados para o controle ocasionou o acréscimo do uso exclusivo de 

agrotóxicos, levando novamente ao desequilíbrio (KUSS et al., 2016). 

 Apesar dos investimentos da indústria para sintetizar novas moléculas com 

potencial de controle de espécies de insetos-praga, apenas alguns grupos químicos 

de inseticidas apresentaram importância comercial a partir da década de 90, que são 

os organofosforados, carbamatos, piretroides e os neonicotinoides, que têm como via 

de interferência principal a transmissão colinérgica do sistema nervoso central do 

inseto (NAUEM, 2006). Posteriormente, o grupo das espinosinas apresentou o 

primeiro produto comercial em 1997, o spinosad (SALGADO, 1998) e, em 2007, o 

spinetoram (SPARKS et al., 2008). Considerando os últimos desenvolvimentos em 

química de inseticidas, publicados por cientistas das empresas Nihon Nohyaku no 

Japão (TONISHI et al., 1999), Bayer na Alemanha (KONZE et al., 2004) e DuPont nos 

Estados Unidos (LAHM et al., 2005), foram descobertas novas moléculas inseticidas, 

as diamidas que atuam em receptores de rianodina (RyRs) dos insetos, e que foi 

inaugurado pelas diamidas do ácido ftálico que inclui a flubendiamida (NAUEN 2006; 

TOHNISHI et al., 2005), e as diamidas antranílicas que abrange o composto 

clorantraniliprole (LAHM, 2005; 2009). Esse grupo se destaca por ser praticamente 

não-tóxicas para vertebrados terrestres e aquáticos, e, quando utilizadas de acordo 

com as recomendações de bula, os insetos benéficos também são pouco afetados 

(POZEBON, 2021). 

 

1.3.3.2 Controle Microbiano   

 

 O controle biológico consiste em controlar pragas agrícolas e outros insetos 

transmissores de doenças com uso de uma ou mais espécies de inimigos naturais que 

podem ser outros insetos benéficos, predadores, parasitoides e microrganismos, 

como fungos, vírus e bactérias. Assim, o controle biológico é a base do manejo 

integrado de pragas (MIP) (BUENO et al., 2012) que, além de diminuir o uso de 

agrotóxicos, se bem aplicado e monitorado, ele pode promover maior sustentabilidade 

ambiental e biodiversidade no agroecossistema, impedindo que os insetos-praga 

atinjam níveis capazes de causar dano econômico, tendo como principais vantagens, 
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não deixar resíduo no ambiente, ser atóxico para o homem e ser específico, 

preservando os inimigos naturais (HERZOG &TOOD, 1980).  

 Uma das vertentes é o controle microbiano, realizado por entomopatógenos 

(fungos, bactérias, vírus, protozoários e microsporídios) (BUENO et al., 2012). Dentre 

as principais vantagens do uso dos microrganismos, podemos citar a eficiência de 

controle, assim como a facilidade de multiplicação, dispersão e produção em 

laboratório, bem como sua aplicação no campo (SIMONATO et al., 2013).  

 Em testes com A. gemmatalis serão utilizados os bioinseticidas a base de 

B. thuringiensis e o vírus de poliedrose nuclear AgMNPV, que foram desenvolvidos a 

partir de microrganismos que tem potencial patogênicos sobre insetos-pragas. O uso 

dessa prática no Brasil com parasitoides, vírus, bactérias e fungos entomopatogênicos 

têm demonstrado sucesso no controle de pragas da soja, como é caso de baculovírus 

para A. gemmatalis e B. thuringiensis para lagartas desfolhadoras. Porém o 

surgimento de resistência de pragas aos entomopatógens também pode ocorrer assim 

como ocorre com uso o excessivo de agrotóxicos (FUXA et al. 1993; ABOT et al. 1996; 

ASSER-KAISER et al., 2011; GEBHARDT et al., 2014; REICHELDERFER & 

BENTON, 1974; FUXA et al., 1988; MILKS & MYERS 2003). 

 

1.3.3.2.1 Resistência ao Vírus de Poliedrose Nuclear (NPVs) 

 

 Os vírus de poliedrose nuclear (NPV) são excelentes candidatos a 

inseticidas microbianos (SOSA-GÓMEZ, 2017). Destacam-se por sua virulência e 

especificidade em relação ao hospedeiro, oferecendo, assim, segurança a organismos 

não alvo, vertebrados e ao meio ambiente (MOSCARDI, 1999).    

  O VPN de A. gemmatalis (AgMNPV), identificado pela primeira vez no 

Brasil na década de 70 e isolado de A. gemmatalis mortas (ALLEN; KNELL, 1977), foi 

o primeiro caso da utilização de um vírus entomopatogênico no país de forma aplicada 

(BUENO et al., 2012). O início do programa para controle da lagarta-da-soja com 

AgMNPV aconteceu na safra de 1982/1983 e, na safra de 1989/1990, a área tratada 

chegou a cerca de um milhão de hectares (MOSCARDI; SOSA-GÓMEZ, 1992, 1993) 

atingindo, aproximadamente, dois milhões de hectares em 2003/2004, cerca de 10% 

da área cultivada com soja em todo o país (MOSCARDI, 2007; MOSCARDI et al., 

2011).    



28 
 

 

 Mesmo com a eficácia do programa pelo controle de A. gemmatalis e a 

facilidade de aplicação (MOSCARDI, 1986), nos últimos anos, a área com baculovírus 

reduziu. Foi aplicado, anualmente, em apenas 100-200 mil hectares de soja, o que 

representa uma redução de baculovírus significativa da área total. Além da 

prevalência de C. includens nas lavouras de soja, a introdução da soja Bt que controla 

eficientemente a lagarta-da-soja e a falsa-medideira, contribuíram para a diminuição 

da área aplicada (SOSA-GÓMEZ, 2017). Bioinseticidas virais podem ser uma valiosa 

alternativa que pode era adicionado ao manejo integrado (CHIKHALYA et al., 2013). 

Como exemplo, os inseticidas à base de baculovírus podem ser uma escolha 

promissora para controlar pragas em áreas de refúgio, em campos com soja Bt, como 

parte de um programa de manejo de resistência para evitar a seleção de fenótipos 

resistentes à proteína Cry1Ac (SOSA-GÓMEZ, 2017).   

 No Brasil, o baculovírus de C. includens (ChinMNPV), Chrysogen®, foi 

registrado para o manejo da lagarta-falsa-medideira. Um estudo recente aponta que 

as populações brasileiras de C. includens provenientes do campo eram suscetíveis 

ao ChinNPV à população suscetível de referência (MURARO et al., 2018). No entanto, 

o processo de resistência envolve dois organismos, o hospedeiro e o patógeno que 

apresentam a capacidade de multiplicação. Assim um vírus que sofre algum tipo de 

alteração pode ter um acréscimo de sua virulência pelo processo de seleção repetida, 

porém, resultando em baixa virulência para seu hospedeiro (SOSA-GÓMEZ; OMOTO, 

2012) e, da mesma forma que inseticidas sintéticos ou toxinas Bt, os insetos também 

são capazes de desenvolver resistência a vírus entomopatogênicos, conforme 

relatado em uma população de A. gemmatalis em laboratório ao AgMNPV (FUXA et 

al. 1993, ABOT et al. 1996).   

 

1.3.3.2.2 Resistência a Bacillus thuringiensis  

 

 A bactéria entomopatogênica B. thuringiensis (Bt) está entre uma das 

alternativas utilizadas no controle de lepidópteros como A. gemmatalis e C. includens. 

Sua principal característica é que, durante a esporulação, ocorre a produção de um 

ou mais corpos cristalinos de natureza proteica, que são tóxicas para diversos 

invertebrados, especialmente larvas de insetos. Essas proteínas são chamadas Cry e 

são a base dos inseticidas biológicos mais utilizados no mundo, atualmente 
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(TABASHNIK et al., 2010). O desenvolvimento de novos produtos, como por exemplo 

Agree®, Dipel® e Xentari®, foi possível devido estas proteínas serem codificadas por 

genes Cry, o que facilita a manipulação de diferentes genes em processos 

biotecnológicos (CAPALBO et al., 2005). Esses bioinseticidas tem atraído atenção de 

pesquisadores em todo mundo devido a sua atividade inseticida. A eficácia e 

especificidade das cepas de Bt e suas toxinas no controle de insetos praga, favoreceu 

a formulação de bioinseticidas à base deste patógeno e, desde o primeiro produto 

lançado na França em 1938, mais de 300 produtos à base de Bt são responsáveis por 

53% do mercado mundial de bioinseticidas, gerando um faturamento anual de 210 

milhões de dólares (CAB INTERNACIONAL CENTRE, 2010).  

 A maioria dos produtos, são baseados em preparações de esporos-cristal 

derivados de algumas estirpes de tipo selvagem, tais como B. thuringiensis var. 

kurstaki HD-1 e HD-73 que produz Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac e Cry2Aa; ou B. 

thuringiensis var. aizawai HD-137 que produz Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ca e Cry1Da 

(SOBERÓN et al., 2009). Quando ingeridas por um inseto suscetível, as proteínas Cry 

são solubilizadas no intestino médio do inseto e, em seguida, processadas por 

proteases específicas. Os produtos ativos das proteínas Cry resultantes de todos 

esses processos ligam-se de maneira irreversível a receptores da membrana das 

células epiteliais do intestino, ocasionando a formação de poros inespecíficos ou 

canais iônicos que alteram a permeabilidade das células provocando lise osmótica e 

a ruptura da integridade intestinal, e por fim a morte do inseto (CAPALBO et al., 2005). 

Ainda que formulações à base de B. thuringiensis se mostre, teoricamente, 

eficazes, aplicações em campo têm evidenciado efeito oposto, com menor eficácia e 

persistência de sua atividade bioinseticida, o que resulta em aplicações recorrentes, 

dependendo do produto e do inseto alvo (CAPALBO et al., 2005). Trabalhos 

realizados em laboratório, com populações suscetível e resistente de A. gemmatalis, 

demonstraram, inclusive, que os bioinseticidas Dipel®, Xentari® e Agree® 

apresentam variações em relação à mortalidade do inseto (GHOLMIE et al., 2018). 

Portanto, estudos que aperfeiçoem e, consequentemente, aumentem a eficácia de 

bioinseticidas, se fazem impreteríveis para o desenvolvimento de estratégias de 

manejo de resistência dentro do manejo integrado de pragas na cultura da soja. 
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1.3.4 Monitoramento e alternativas para o manejo de resistência de lepidópteros  

 

 Para iniciar um bom programa de manejo de resistência é necessário o 

desenvolvimento de dados da linha básica de suscetibilidade ou linhas 

discriminatórias que representam o primeiro passo para detectar mudanças na 

suscetibilidade, que podem resultar da exposição repetida e prolongada ao inseticida. 

As linhas discriminatórias são determinadas após a exposição das populações de 

campo aos inseticidas, neste caso, há a possibilidade da presença de indivíduos com 

alelos de resistências (YANO, 2012). 

 Alterações na suscetibilidade de populações praga, antes que a frequência 

crítica da resistência seja atingida, torna o monitoramento de pragas uma ferramenta 

fundamental para orientar a tomada de decisão de controle. O resultado é a 

implementação de estratégias proativas para gerenciar e manter a suscetibilidade, 

retardar a evolução da resistência e manter a vida útil dos inseticidas (ROUSH & 

MILLER, 1986). Para FFrench-Constant et al. (1990), a resistência a inseticidas deve 

ser detectada e monitorada mediante à caracterização das linhas-básicas de 

suscetibilidade de populações de campo obtidas por meio de ensaios dose-resposta, 

por exemplo. A caracterização das curvas de suscetibilidade em diversas populações 

geográficas permite comparações através do tempo das possíveis alterações nos 

níveis de suscetibilidade, sem a interferência da variabilidade geográfica.  

 Além da rotação de produtos químicos com modos de ação diferentes para 

o controle de pragas e aplicação na época correta com condições climáticas 

favoráveis, o uso de sinergistas em misturas com inseticidas pode ser uma alternativa 

para estudar estas interações na tentativa de aumentar a toxidade dos químicos já 

disponíveis no mercado.  Uma vez que, a quantidade necessária de inseticidas para 

o controle de lepidópteros e outros insetos, é minimizada pela ação destes produtos 

(CASIDA, 1970), podendo ainda colaborar para diminuir os efeitos de contaminação 

do ambiente e preservar insetos benéficos que podem contribuir para o controle 

natural dessas pragas (RAFFA & PRIESTER, 1985). Os sinergistas em mistura com 

inseticidas e bioinseticidas (vírus e bactérias), têm importância na determinação dos 

mecanismos envolvidos no processo de detoxificação dos inseticidas, e a identificação 

desses mecanismos podem contribuir para a identificação de espécies resistentes ou 

na definição de estrategias para a quebra dessa resistência .   
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 O uso de substâncias que sinergizam com entomopatógenos é diferente 

dos inseticidas químicos, porque o fenômeno de resistência a agentes biológicos é 

mais complexo por envolver dois organismos, o hospedeiro e seu patógeno que têm 

capacidade de multiplicação (replicar, no caso dos vírus) e, portanto, ambos com 

capacidade de sofrer alterações genéticas. É possível que os principais mecanismos 

de defesa contra a infecção das partículas virais envolvam as células do intestino 

médio, as quais intervêm nas etapas iniciais do processo antes da infecção sistêmica 

(BRIESE, 1986).  

Os métodos genotípicos também podem ser uma ferramenta importante para o 

manejo de resistência. Conhecimentos relacionados à diversidade genética entre 

populações da praga têm sido reconhecidos como informações de grande importância 

para o manejo integrado de pragas. Dependendo da taxa de dispersão e do genótipo 

dos indivíduos imigrantes, pode ocorrer o aumento da frequência dos alelos de 

resistência ou a diluição destes alelos em uma população de insetos (CAPRIO & 

TABASHNIK, 1992).  No Brasil, pouco se sabe sobre a separação das populações 

geográficas de A. gemmatalis. A soja é a principal cultura hospedeira, porém, outros 

hospedeiros alternativos e/ou nativos estão disponíveis durante o ano todo e é 

possível que as populações de lagartas possam se manter nestes locais. Pode 

ocorrer, também, que parte da população permaneça no local e parte dela seja 

migratória, como é o caso de A. gemmatalis, assim, é possível saber se os genótipos 

estão distribuídos em uma região específica (SOSA-GÓMEZ, 2004).  

 

1.3.4.1 Uso de marcadores moleculares no estudo de diversidade genética 

 

 A diversidade genética constitui o material básico para a evolução das 

espécies (SOLÉ-CAVA & CUNHA, 2012). Em populações naturais, a ocorrência de 

mutações e migração, aumentam a diversidade genética. Por outro lado, processos 

como deriva genética, cruzamentos endogâmicos e seleção natural contribuem para 

a redução da diversidade genética (COLE, 2003), podendo ter como resultado o 

aumento da suscetibilidade a diversos fatores bióticos e abióticos, perda de alelos por 

incompatibilidade, fixação de alelos deletérios e declínio na aptidão ecológica das 

espécies (AGUIAR et al., 2013). 

 Os marcadores moleculares têm sido destaque na investigação da 
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variabilidade genética em populações naturais (FERREIRA, 2013; RODRIGUES, 

2014; GODOY et al., 2019) visto que, a partir deles, é possível a discriminação 

genotípica de forma rápida e precisa, pois permite o estudo da variação genética em 

nível de DNA (SOUZA, 2015).  

 A técnica PCR, que surgiu na década de 80, foi o marco de uma 

revolução nas técnicas de biologia molecular, pois a partir daí, foi possível uma melhor 

compreensão de processos de especiação, padrões de biogeografia em nível da 

espécie, bem como a estrutura genética de populações, mapas genéticos, 

identificação de cultivares e paternidade de híbridos (GÓES, 2019). Os marcadores 

de DNA mais utilizados para inferir diversidade genética de populações foram o RAPD 

(Random Fragment Polymorphic) que envolve a detecção de polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso que consiste na amplificação de DNA genômico em PCR 

(SOUZA, 2015), o AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) que são 

marcadores gerados pela análise de polimorfismos de comprimento de fragmento 

amplificado que foram descritos por Vos et al. (1995) (SOUZA, 2015), o SSR (Simple 

Sequence Repeat) ou microssatélites que serão utilizados neste trabalho (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1998). 

 

1.3.4.1.1 Microssatélites no estudo de diversidade genética de populações e relação 

com a resistência de insetos  

 

Microssatélites ou sequência simples repetida (Simple Sequence Repeats - 

SSR) são repetições em tandem de um a seis nucleotídeos (OLIVEIRA et al., 2006) 

encontrados em todos os eucariotos e procariotos estudados (ZANE et al., 2002). São 

marcadores classificados quanto ao tamanho da sua repetição, sendo denominados 

mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleotídeos, para repetições de um, dois, três, quatro, 

cinco ou seis pares de bases, respectivamente. Eles também podem ser classificados 

quanto a estrutura da repetição, sendo designados como perfeitos, quando existe 

somente um motif de repetição, sem interrupções; imperfeitos, quando existem bases 

diferentes intercalando a repetição; e compostos, quando mais de duas repetições 

perfeitas ou imperfeitas estão separadas por no máximo 3pb (WEBER, 1990). 

Os microssatélites apresentam características intrínsecas que facilitam sua 

análise e classificação, como, por exemplo, o seu pequeno tamanho total em torno de 
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100 a 300pb, incluindo as regiões flanqueadoras, o que permite sua amplificação por 

PCR. Portanto, a análise de microssatélites tornou-se uma ferramenta poderosa para 

pesquisa em animais (SCHLÖTTERER et al., 1991). Segundo Heywood e Iriondo 

(2003), os SSR fornecem informações relevantes para a identificação dos processos 

genéticos que ocorrem nas populações, como padrões de fluxo gênico, geração de 

vizinhanças genéticas e incidência de deriva genética.  

Devido à elevada taxa de mutações dos SSR, estes marcadores são capazes 

de discriminar diferenças significativas entre populações e genótipos, além de detectar 

recentes alterações na história evolutiva das espécies (OLIVEIRA et al., 2006). 

Atualmente, marcadores microssatélites são comumente empregados para a análise 

da estrutura genética de espécies agrícolas (PINTO et al., 2003 a, b; CHEN; DORN, 

2010; CHAPUIS et al., 2011; FONTES et al., 2012; VALLE et al., 2013). Devido à sua 

natureza co-dominante e alta informatividade, diversos estudos têm utilizado com 

sucesso estes marcadores na análise de espécies pragas (DOMINGUES et al., 2012; 

KIRK et al., 2013; PAVINATO et al., 2013). Portanto, conhecer a composição genética 

de espécies de importância agronômica, como a estrutura populacional e o fluxo 

gênico, são informações relevantes e que servem de base para os estudos de manejo 

integrado de pragas (BUSATO et al., 2004; SOSA-GÓMEZ et al., 2004; DOMINGUES 

et al., 2012). 
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CAPÍTULO 2. ATIVIDADE DE BIOINSETICIDAS COMBINADOS COM AGENTES 
QUÍMICOS COM POTENCIAL SINERGISTA SOBRE POPULAÇÕES DE Anticarsia 
gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) SUSCETÍVEL E RESISTENTE 
À PROTEÍNA Cry1Ac. 

 
2.1 RESUMO 
 
Inseticidas à base de Bacillus turingiensis e vírus têm sido utilizados no controle 
biológico de pragas em várias regiões do mundo, devido à sua especificidade e 
segurança para organismos não-alvo. No entanto, a sua aceitação como 
bioinsecticidas é limitada. Para contornar essas limitações e melhorar o desempenho 
do vírus de poliedrose nuclear (NPV) e dos bioinseticidas Agree®, Dipel® e Xentari®, 
agentes químicos com potencial sinergista têm sido estudados. Este trabalho teve 
como objetivo determinar se a atividade viral de AgMNPV e produtos à base de Bt 
podem ser aumentadas pelo uso de branqueadores ópticos, potencializando o efeito 
inseticida no controle de Anticarsia gemmatalis suscetível e resistente à proteína 
Cry1Ac. Foram testados um isolado de NPV de A. gemmatalis (AgMNPV) e 
bioinseticidas a base de B. turingiensis, combinados com quatro produtos (Fluorescent 
Brightener 28 (FB 28); Calcofluor White Stain; ácido bórico; e umbeliferona) em 
concentrações de 0,025 a 1,5%. Os branqueadores ópticos foram adicionados a 
concentrações únicas dos bioinseticidas e incorporados a dieta artificial, sem formol e 
antibiótico, e oferecido a lagartas de terceiro instar. A análise dos dados de 
mortalidade de A. gemmatalis indica que a adição de FB 28 (0,1% m/v) apresenta um 
efeito sinérgico quando associado à todos os bioinseticidas testados, aumentando a 
mortalidade de A. gemmatalis resistente. Os outros compostos apresentaram efeitos 
negativo, aditivo ou neutro. Conclui-se que a inclusão de substâncias com atividade 
semelhante ao branqueador óptico FB 28 em formulações de AgMNPV e B. 
thuringiensis var. kurstaki cepa HD-1 (Dipel); var. aizawai GC-91 (Xentari e Agree) 
com o objetivo de aumentar a eficiência destes produtos pode ser uma opção de uso 
no controle de A. gemmatalis resistentes a Cry1Ac. 
 
 
Palavras-chave: lagarta-da-soja; inseticidas biológicos, branqueadores ópticos. 
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ABSTRACT 
 
Insecticides based on Bacillus turingiensis and viruses have been used in biological 
pest control in several regions of the world, due to their specificity and safety for non-
target organisms. However, their acceptance as bioinsecticides is limited. In order to 
overcome these limitations and improve the performance of the nuclear polyhedrosis 
virus (NPV) and the bioinsecticides Agree®, Dipel® and Xentari®, chemical agents 
with a synergistic potential have been studied. This work aimed to determine if the viral 
activity of AgMNPV and Bt-based products can be increased by the use of optical 
brighteners, potentiating the insecticidal effect in the control of Anticarsia gemmatalis 
susceptible and resistant to the Cry1Ac protein. An NPV isolate from A. gemmatalis 
(AgMNPV) and bioinsecticides based on B. turingiensis were tested, combined with 
four products (Fluorescent Brightener 28 (FB 28); Calcofluor White Stain; boric acid; 
and umbeliferone) in concentrations of 0.025 to 1.5%. The optical brighteners were 
added to unique concentrations of bioinsecticides and incorporated into the artificial 
diet, without formaldehyde and antibiotics, and offered to third instar caterpillars. The 
analysis of the mortality data of A. gemmatalis indicates that the addition of FB 28 
(0.1% w / v) has a synergistic effect when associated with all bioinsecticides tested, 
increasing the mortality of resistant A. gemmatalis. The other compounds showed 
negative, additive or neutral effects. It is concluded that the inclusion of substances 
with activity similar to the optical brightener FB 28 in formulations of AgMNPV and B. 
thuringiensis var. kurstaki strain HD-1 (Dipel); var. aizawai GC-91 (Xentari and Agree) 
aiming to increase the efficiency of these products may be an option of use in the 
control of A. gemmatalis resistant to Cry1Ac. 
 
 
Keywords: velvetbean caterpillar; biological insecticides, optical brighteners. 
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2.2 INTRODUÇÃO 
 
 

A soja Glycine max (L.) Merrill está entre as principais commodities produzidas 

no Brasil e, por ocupar uma área em torno 36 milhões de hectares (CONAB, 2019), 
está sujeita ao ataque de uma vasta gama de artrópodes-praga, entre elas as lagartas 

desfolhadoras. Dentre as principais espécies está Anticarsia gemmatalis Hübner, 

1818 (Lepidoptera: Erebidae) amplamente distribuída no continente americano, 

causando perdas na produção em todas as áreas onde a soja é cultivada (SOSA-

GÓMEZ, 2004). 

O controle da lagarta-da-soja é realizado por inseticidas químicos, 

bioinseticidas e cultivares transgênicas que expressam a proteína Cry. No entanto, 

aplicações constantes de agrotóxicos afetam o equilíbrio do agroecossistema por 

eliminar inimigos naturais (BUENO et al., 2011), além propiciar a seleção de 

populações de insetos resistentes (SOSA-GÓMEZ; OMOTO, 2012). O uso de 

entomopatógenos como fungos, vírus e bactérias no controle biológico de pragas se 

apresenta como alternativa em áreas que recebem frequentes aplicações de 

inseticidas químicos (ROSSI-ZALAF et al., 2008), auxiliando no manejo de populações 

resistentes, seguindo as premissas do manejo integrado de pragas (MIP).  

Dentre as alternativas do controle biológico estão os vírus de poliedrose nuclear 

que destacam-se por sua virulência e especificidade em relação ao hospedeiro, 

oferecendo assim segurança a organismos não alvos, vertebrados e ao meio 

ambiente (MOSCARDI, 1998), produtos que contêm em suas formulações a bactéria 

gram-positiva e aeróbica Bacillus thuringiensis que, no processo de esporulação, 

produz inclusões cristalinas compostas por proteínas denominadas endotoxinas 

(MOHAN & GUJAR, 2001). Um dos principais programas de controle biológico já 

realizado, envolvendo o uso de baculovírus, foi o Anticarsia gemmatalis multiple 

nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) no Brasil, para controle da lagarta-da-soja 

(MOSCARDI, 1999). Vem sendo utilizado, em outros países da América Latina, como 

Argentina, Bolívia e Paraguai (HAASE et al., 2015). No entanto, alguns gargalos ainda 

limitam sua expansão como agentes de controle biológico. 

Os produtos à base de B. thuringiensis Dipel®, Xentari® e Agree® são 

formulados em preparações de esporos-cristal derivados de algumas estirpes de tipo 

selvagem, B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 com Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac e Cry2Aa; 
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ou var. aizawai HD-137 que produz Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ca e Cry1Da (SANAYUJA 

et al., 2011).  A vantagem, quando comparado ao vírus, é que por ser um inseticida 

biológico tem ação mais rápida e pode ser aplicado quando as populações da praga 

tenham ultrapassado as densidades recomendadas para o uso do baculovírus 

(BUENO et al., 2012). 

No entanto, a disponibilidade de toxinas Bt em grandes áreas traz uma grande 

preocupação, que é a seleção de genótipos de insetos resistentes a essas toxinas 

(GOULD, 1998), sendo que o mesmo pode acontecer com o baculovirus. Estudos 

relataram que Chloridea (= Heliothis) virescens (Fabricius, 1781) coletadas do campo 

desenvolveram resistência de 500 vezes à proteína Cry1Ac após 19 gerações em 

laboratório (GOULD et al., 1995). Após sete gerações de seleção, Helicoverpa zea 

(Boddie, 1850) desenvolveu resistência de até 100 vezes à toxina Bt (LUTTRELL et 

al., 1999), bem como a capacidade de C. virescens de adquirir resistência ao Bt 

(STONE et al., 1989). Espécies de lepidópteros podem ser ordenadas de modo 

crescente a tolerância à toxina Cry1Ac, sendo C. virescens, A. gemmatalis, 

Rachiplusia nu (Guenée, 1852), e Chrysodeixis includens (Walker, 1858) 

(ALBERNAZ, 2012; YANO et al., 2012).  

Visando melhorar a eficiência de bioinseticidas e reduzir a pressão de seleção 

de artrópodes-praga, agentes químicos têm sido estudados (LASA et al., 2007; 

OKUNO et al., 2003; MARTÍNEZ et al., 2010; ZAMORA-ÁVILES et al., 2013). A 

interação de microrganismos com produtos químicos pode resultar em efeitos 

sinérgicos, nulos ou danosos sobre os agentes de controle biológico (ALVES et al., 

1998). Fluorescent Brightener 28 (FB 28), também conhecido como Calcofluor 28, 

Tinopal UNPA-GX e Calcofluor M2R (JENSEN et al., 1998; TSUJI et al., 1995), é um 

branqueador fluorescente que se liga fortemente à quitina e celulose, muito utilizado 

como corante de parede celular em plantas superiores, algas e fungos, por apresentar 

fluorescência aumentada ao se ligar à quitina (HERTH & SCHNEPF, 1980). Outra 

opção são os branqueadores ópticos derivados do ácido estilbeno, que podem 

aumentar a atividade viral, ocasionando efeito sinérgico na associação com 

baculovírus em isolados de lepidópteros (MORALES et al., 2001; SHAPIRO, 2000). A 

umbeliferona também é conhecida por sua ação como branqueador óptico, uma 

substância orgânica natural pertencente à família das cumarinas. Assim, 

branqueadores ópticos atuam inibindo a síntese de quitina na membrana peritrófica, 
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tornando o intestino médio mais suscetível a agentes infecciosos (SHEPPARD & 

SHAPIRO, 1994; WANG & GRANADOS, 2000; REDDY et al., 2008), além de retardar 

significativamente o desenvolvimento larval (ZHU et al., 2007).   

No entanto, resultados opostos sobre a ação destes produtos como agentes 

sinergistas têm sido encontrados na literatura, o que indica que a ação promovida 

pelos branqueadores ópticos depende do sistema de interação patógeno-planta-

inseto (BLACK et al., 1997). Sendo assim, o uso destes produtos como agentes 

sinergistas de bioinseticidas no controle A. gemmatalis ainda requer estudos de 

validação de seu uso.  

Assim, o objetivo deste estudo foi determinar se a atividade viral de AgMNPV e 

produtos com Bt em suas composições podem ser aumentadas pelo uso de 

branqueadores ópticos, potencializando o efeito inseticida no controle de A. 

gemmatalis suscetível e resistente à proteína Cry1Ac. 

 

2.3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os experimentos foram conduzidos no ano de 2019, na Embrapa Soja, 

localizada em Londrina, PR, no laboratório de entomologia, com duas populações de 

A. gemmatalis, uma suscetível e outra resistente 391 vezes à proteína Cry1Ac, no 

período de montagem dos bioensaios. A população foi obtida a partir da seleção de 

uma população suscetível coletada na cultura de soja na região de Sertanópolis, PR, 

na safra de 1995/1996. A população resistente à toxina Cry1Ac foi obtida através da 

pressão de seleção realizada em condições de laboratório, através de 350 gerações, 

exercida com inoculações sucessivas da bactéria HD-73, que produz exclusivamente 

a toxina Cry1Ac. 

 

2.3.1 Colônias de Anticarsia gemmatalis 
 

Os insetos utilizados neste estudo foram obtidos a partir da criação de 

manutenção de lagartas da Embrapa Soja. Os adultos foram mantidos em gaiolas 

para oviposição e as lagartas foram criadas em dieta artificial de Greene et al. (1976), 

modificada por Hoffman Campo et al., (1985), mantidas em câmara climatizada a 26° 

C, 60% UR, e fotofase de 14 horas. As lagartas foram criadas em copos descartáveis 
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e os experimentos foram realizados com insetos da geração seguinte após pressão 

de seleção. 

 

2.3.2 Bioinseticidas  
 

O vírus de poliedrose nuclear (NPV) disponível na coleção de vírus 

entomopatogênicos da Embrapa Soja, armazenado a -20 °C. AgMNPV (CNPSo-

VPN79) foi obtido a partir da coleta de lagartas de A. gemmatalis na região de Londrina 

em 1979. E os produtos à base de B. thuringiensis foram os: B. t. var. kurstaki cepa 

HD-1 (Dipel®, SC 33,6 g/L); B. t. var. aizawai GC-91 (Xentari®, WG 540 g/L) e 

(Agree®, WP 500g/Kg) (Tabela 1). 
 

Tabela 1. Concentração do vírus AgMNPV e dos produtos Dipel®, Xentari® e Agree® 

utilizados nas populações resistente e suscetível a proteína Cry1Ac de Anticarsia 

gemmatalis. 

Bioinseticida 

Concentrações 

A. gemmatalis 
(suscetível) 

A. gemmatalis 
(resistente) 

AgMNPV (CNPSo-VPN79)  240 CO/mL 240 CO/mL 

Dipel® (var. kurstaki) 0,25 μg/mL 10,42 μg/mL 

Xentari® (var. aizawai) 2,36 μg/mL 25,75 μg/mL 

Agree® (var. aizawai) 2,88 μg/mL 52,09 μg/mL 

                  CO/mL: corpos de oclusão/mililitro. 

 

2.3.3 Produtos com potencial sinergista 
 

Quatro produtos, em diferentes concentrações, foram combinados com os 

bioinseticidas (Tabela 2). 
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Tabela 2. Relação de produtos com potencial sinergista utilizados em combinação 

com o vírus AgMNPV e os produtos Dipel®, Xentari® e Agree®. 

Produto  Fórmula Química Grupo Químico Empresa Concentração 

Ácido Bórico H BO  Ácido médio Quimidrol 0,05% e 0,1% 
(m/v) 

Calcofluor 
White Stain  

C H N O S  + 
C H N Na O S  

Derivado do ácido 
estilbeno (0,1%)  + 

corante (0,05%) 
Fluka 1,0% e 1,5% 

(v/v) 

Fluorescent 
Brightener 28 
(FB 28)  

C H N O S  Derivado do ácido 
estilbeno 

Sigma-
Aldrich 

0,025%, 
0,05% e 0,1% 

(m/v) 

Umbeliferona C H O  
Derivado de 

cumarinas: 7-
hidroxicumarina 

Sigma-
Aldrich 

0,1% e 0,5% 
(m/v) 

m/v: massa/volume; v/v: volume/volume 
 

 

2.3.3 Bioensaios com vírus de poliedrose nuclear de Anticarsia gemmatalis 
(AgMNPV) e os produtos comerciais de Bacillus thuringiensis combinados a 
agentes químicos com potencial sinergista 

Os bioensaios foram conduzidos de forma independente para cada população 

de A. gemmatalis (suscetível e resistente), sendo 20 tratamentos para cada 

bioinseticida, com 64 subamostras e três repetições com delineamento experimental 

inteiramente casualizado e os tratamentos em arranjo fatorial. 

 Concentrações únicas correspondentes a CL50 (Tabela 1) dos bioinseticidas 

foram diluídas em água destilada e, em seguida, a suspensão foi incorporada na dieta 

artificial a 50°C ± 1°C durante o processo de esfriamento. A dieta era livre de 

antibiótico, nipagin e formol (HOFFMANN et al., 1985). Os bioinseticidas foram 

incorporados de forma isolada e, em mistura com branqueadores ópticos, as 

testemunhas foram alimentadas com dieta contendo (testemunhas positivas) ou não 

(testemunha negativas) os sinergistas. Após a homogeneização com o auxílio de uma 

batedeira, a dieta contendo cada tratamento foi vertida em bandejas plásticas (32 

células de 27 ml; Advento do Brasil, Diadema, SP). Em cada célula da bandeja foi 

transferida uma lagarta de terceiro instar que foi mantida em B.O.D. (demanda 
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bioquímica de oxigênio) a 26 ± 2°C; 70 ± 10% e 14h de fotofase. Nos tratamentos com 

o vírus AgMNPV, a mortalidade foi avaliada diariamente do primeiro ao décimo dia e 

nos tratamentos com os produtos à base de B. thuringiensis, as avaliações do número 

de lagartas mortas foram até o sétimo dia. 

 

2.3.4 Análise Estatística 
 

Os métodos estatísticos utilizados foram o estimador não-paramétrico para a 

função de sobrevivência por Kaplan-Meier e as comparações de funções de 

sobrevivência pelo teste Logrank (PINTILIE, 2006). Os dados obtidos nos bioensaios 

foram submetidos à análise exploratória para avaliar as pressuposições de 

normalidade dos resíduos (SHAPIRO & WILK, 1965), e a homogeneidade de variância 

dos tratamentos por aplicação da ANOVA (BURR & FOSTER, 1972).  

O tipo de interação entre os agentes químicos com potencial sinergista e o 

isolado de AgMNPV e os produtos à base de B. thuringiensis foram determinadas em 

função do fator de cotoxicidade (CTF) calculado a partir da equação proposta por 

(MANSOUR et al., 1966):  

CTF   

 Onde: 

Oc: porcentagem de mortalidade observada na combinação entre o produto 

com potencial sinergista e o bioinseticida 

Oe: porcentagem da mortalidade esperada, isto é, a soma da porcentagem de 

mortalidade obtida em cada tratamento individualmente. 

Os resultados foram divididos em três categorias: CTF positivo, igual ou 

superior a 20 ocorreu sinergismo, CTF negativo, igual ou inferior a -20, o efeito foi 

antagônico e CTF entre -20 e +20, o efeito foi considerado aditivo ou neutro.  

O tempo médio de mortalidade foi calculado de acordo com a seguinte 

equação:   

TMM  

Onde:  

D= dia de avaliação  

N= número de lagartas mortas no dia D  
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N total= número total de lagartas mortas no tratamento. 

 

2.4 RESULTADOS 
 
2.4.1 Efeito da adição de branqueadores ópticos a AgMNPV na mortalidade de 
Anticarsia gemmatalis suscetível e resistente à proteína Cry1Ac 
 

Os efeitos ocasionados pelos agentes químicos adicionados ao vírus AgMNPV 

estão descritos na tabela 3. A mortalidade de lagartas de A. gemmatalis suscetíveis e 

resistentes nos tratamentos com a presença de produtos químicos, mas sem o 

baculovírus, foi superior à testemunha (somente dieta) na maioria dos casos. Porém, 

por apresentarem mortalidade de lagartas em taxas relativamente baixas, o efeito de 

toxicidade destes compostos nestas espécies mostra-se limitado, exceto o ácido 

bórico que ocasionou a mortalidade das lagartas acima de 50% na população 

resistente, chegando próximo a 100% na concentração 0,1%, demostrando a alta 

toxidade deste produto (Tabela 3). 
Fluorescent Brightener 28 (FB 28) foi o único produto que ocasionou interação 

sinérgica, quando combinado com AgMNPV (Tabelas 2 e 3). Quando o branqueador 

e o bioinseticida foram ingeridos de forma simultânea pelos insetos ocorreu efeito 

sinérgico em todas as concentrações na população resistente à Cry1Ac, enquanto que 

na população suscetível apenas ocorreu interação no tratamento AgMNPV + FB 

(0,1%), nas quantidades 0,025 e 0,05 %, as interações foram antagônicas. O 

tratamento com FB 28 (0,1%) adicionado ao vírus de poliedrose aumentou 

significativamente a mortalidade em ambas populações quando comparado ao 

tratamento que somente o vírus foi incorporado a dieta.  A mortalidade em larvas de 

3º instar de A. gemmatalis foi de 31,25% para 85,9% em lagartas suscetíveis e de 

6,25% para 46,8% em lagartas resistentes à Cry1Ac. O tempo médio de mortalidade 

foi menor nas três concentrações de FB 28 nas lagartas resistentes (Tabela 3). 
Com relação às demais combinações, foram observados efeitos aditivos, onde 

a mortalidade foi ocasionada apenas pelo efeito do vírus ou pela toxidade do produto 

como foi o caso do ácido bórico, salvo o produto umbeliferona que a interação foi 

antagônica para ambas as populações (Tabelas 3).
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2.4.2 Efeito da adição de branqueadores ópticos a bioinseticidas na mortalidade 
de Anticarsia gemmatalis suscetível e resistente à proteína Cry1Ac 
 

Os resultados das interações entre os agentes químicos e os produtos 

biológicos com a bactéria B. thuringiensis em suas formulações estão expostos nas 

tabelas de 4 a 6. Nos tratamentos com a presença dos agentes químicos isolados, 

sem os bioinseticidas, o ácido bórico registrou alta toxidade na concentração 0,1%, 

ocasionando mortalidade de ≥ 50% na população resistente paras os produtos Dipel 

e Xentari (Tabelas 4 e 5). Porém, no restante dos produtos químicos, na maioria dos 

tratamentos, a mortalidade de lagartas foi relativamente baixa em ambas as 

populações, indicando ter baixa toxidade para os insetos (Tabelas 4 a 6). 

O Fluorescent Brightener 28 (FB 28) foi o único produto que ocasionou 

interação sinérgica na concentração 0,1% quando combinado com os três 

bioinseticidas na população resistente. A mortalidade no tratamento com Dipel foi de 

25 % e em sua combinação com FB 28 foi de 57,81%, o mesmo ocorreu para Xentari 

em que a mortalidade foi de 25 % para 46,87 % e com Agree de 21,87 % para 62,5 % 

de indivíduos mortos (Tabelas 4 a 6), uma vez que as lagartas suscetíveis à proteína 

Cry1Ac não tiveram incremento da mortalidade com nenhum dos agentes químicos, 

quando foram combinados com Xentari. Entretanto, na aplicação do Dipel combinado 

ao FB 28 (0,1%) a mortalidade apresentou incremento de 37,5 para 50 %.  As 

comparações das porcentagens de mortalidade de A. gemmatalis tratadas com Agree 

e sua aplicação com calcofluor (1,0%) e FB 28 (0,05 e 0,1 %) indicam sinergismo, com 

mortalidades entre 51,56 e 62,5 %.  

O tempo médio de mortalidade, calculado pela equação (TMM), nos 

tratamentos que ocorreram as interações sinérgicas, não foi menor quando 

comparados aos tratamentos em que os bioinseticidas foram aplicados isolados 

(Tabela 4 a 6). 

Com relação às demais combinações, foram observados efeitos aditivos ou 

neutros, onde a mortalidade foi ocasionada apenas pelo efeito dos bioinseticidas ou 

pela toxidade do produto e efeitos antagônicos, um vez que a mortalidade ficou abaixo 

quando os bioinseticidas estavam em mistura em relação aos que estavam isolados 

(Tabelas 4 a 6). 
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2.5 DISCUSSÃO 
  

O estudo evidencia que o FB 28 na concentração 0,1% foi o produto que 

com maior frequência proporcionou atividade sinérgica com os bioinseticidas. 

Isso fica evidenciado pelo expressivo aumento de mortalidade observada na 

população resistente de A. gemmatalis, quando este produto foi combinado com 

o vírus AgMNPV e produtos à base de B. thuringiensis. No caso de AgMNPV, foi 

observado sinergismo nas três concentrações de FB 28, sendo que a 

mortalidade de lagartas na dieta com a concentração 0,1% foi maior. Esse 

resultado é de grande importância, visto que a lagarta-da-soja pode desenvolver 

genótipos resistentes a produtos biológicos. No entanto, a maioria dos demais 

possíveis sinergistas não causaram efeito potencializador da atividade dos 

bioinseticidas testados, exceto a umbeliferona (0,5%) que, em mistura com 
B. thuringiensis var. aizawai (Xentari), ocasionou aumento na mortalidade.  

O ácido bórico apresentou efeito tóxico quando foi aplicado isolado na 

concentração 0,1%, o que difere dos resultados encontrados para espécies de 

A. gemmatalis (MORALES et al., 2001), Spodoptera frugiperda (CISNEROS et 

al., 2001) e Limantria dispar L. (SHAPIRO & BELL, 1982), que relatam a redução 

da CL50 de suas baculoviroses em combinação com ácido bórico, em 

concentrações que chegam a 1% e que isolado não causou mortalidade das 

lagartas. Frequentemente, é relatada uma grande variação de resultados obtidos 

na interação de diferentes produtos químicos, isolados virais e espécies de 

insetos hospedeiros. Assim, o sucesso da adição de branqueadores ópticos no 

aumento da atividade de bioinseticidas sofre influência não só da composição 

química do sinergista (BERNAL et al., 2014; OKUNO et al., 2003), como também 

da complexidade do sistema planta-vírus-hospedeiro ou vírus-hospedeiro 

(BLACK et al., 1997).  

É descrita na literatura, que a incorporação de certos branqueadores 

ópticos em formulações de baculovírus podem melhorar significativamente sua 

patogenicidade, porém pouco se sabe desta interação com B. thuringiensis 

(IBARGUTXI et al., 2008). Casos de sucesso em que ocorreu aumento da 

mortalidade com o uso de branqueadores ópticos foram encontrados para L. 

dispar (PHYLLIS, 2004) e larvas de H. armigera que apresentaram maior 

suscetibilidade a B. thuringiensis (LI et al., 2001). No entanto o uso de 
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branqueadores derivados do ácido estilbeno em mistura com a cepa HD-1 (Dipel) 

em testes com H. armigera não apresentaram resultados positivos quanto a 

melhor eficiência do bioinseticida (IBARGUTXI et al., 2008), resultado que difere 

deste trabalho em que foi detectado o efeito sinérgico em todos os bioinseticidas 

testados em mistura com FB 28 na concentração 0,1% na população resistente.  

O modo de ação dos branqueadores ópticos como potencializadores não 

é totalmente elucidado. O aumento da atividade viral parece estar relacionado à 

intensidade de fluorescência dos branqueadores ópticos, sendo que, quanto 

maior a fluorescência, maior a afinidade com quitina e mais significativo é o 

aumento da atividade viral (ARGAUER & SHAPIRO, 1997). A eficiência destes 

produtos como potencializadores da atividade de entomopatógenos está 

relacionada aos efeitos destes produtos observados no trato intestinal das 

lagartas e às alterações na resposta imunológica dos insetos. A resposta 

imunológica de lepidópteros-pragas depende de barreiras estruturais protetoras 

contra patógenos (BULET et al., 1999; LEVY et al., 2004; NEGREIRO et al., 

2004). A membrana peritrófica de lepidópteros, composta de quitina e proteínas, 

é uma barreira chave contra a infecção por agentes patogênicos, como vírus e 

bactérias, devido à sua permeabilidade seletiva (PLYMALE et al., 2008). 

Branqueadores ópticos atuam inibindo a síntese de quitina na membrana 

peritrófica, tornando-a mais porosa. Dessa forma a descontinuidade na formação 

da membrana permite a penetração de maior número de patógenos e tornam a 

infecção dos tecidos mais rápida e eficiente (WANG & GRANADOS, 2000). 

Acredita-se que a apoptose seja uma importante defesa celular do hospedeiro 

lepidóptero, sugerindo que sua inibição possa acelerar a velocidade da infecção 

(WU et al., 2016). Branqueadores ópticos inibem a apoptose de células do 

intestino médio de lagartas, tornando assim a ação viral mais eficiente na fase 

inicial da infecção (WASHBURN et al., 1998; DOUGHERTY et al., 2006). O 

mesmo não foi observado nas células do intestino médio de lepidópteros 

infectados com a cepa HD-1 de B. thuringiensis (Dipel) e, portanto, não se espera 

que a inibição da apoptose mediada por branqueadores tenha um efeito na 

potência das toxinas de B. thuringiensis (IBARGUTXI et al., 2008). 

Assim, mesmo com resultados opostos encontrados na literatura com 

outras espécies de lepidópteros, a inclusão de substâncias com atividade 

semelhante ao branqueador óptico FB 28 em formulações de AgMNPV e B. 
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thuringiensis var. kurstaki cepa HD-1 (Dipel); var. aizawai GC-91 (Xentari e 

Agree) com o objetivo de aumentar a eficiência destes produtos pode ser uma 

opção de uso no controle de população resistente de A. gemmatalis,  uma vez 

que o custo deste branqueador impossibilita seu uso como ferramenta de 

controle em culturas extensivas. Portanto a investigação de substâncias com 

atividade semelhantes, porém com custo inferior, é um indicativo para novos 

estudos. 

 

2.6 CONCLUSÃO   
  
 A adição de FB 28 (0,1%), no isolado AgMNPV e nos produtos Dipel 

Xentari e Agree resultou em aumento da mortalidade de lagartas resistentes de 

terceiro instar, porém o tempo médio de mortalidade das lagartas de A. 

gemmatalis não foi reduzido. FB 28 pode ser uma opção para uso em 

formulações de bioinseticidas no controle integrado de A. gemmatalis. Com os 

resultados apresentados neste trabalho é possível que empresas, com o objetivo 

de aumentar atividade dos seus produtos biológicos, busquem substâncias com 

ação sinérgica semelhante ao FB 28 em concentração igual ou menor, e que 

novos estudos comecem a serem realizados diretamente no campo. 
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CAPÍTULO 3: DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENÉTICA DE POPULAÇÕES 
DE Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) 
PROVENIENTES DE REGIÕES PRODUTORAS DE SOJA NO BRASIL 

 
3.1 RESUMO 
 
Neste estudo foram utilizados nove pares de locos microssatélites para avaliar a 
diversidade e estrutura genética de cinco populações de Anticarsia gemmatalis 
Hübner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) nas principais regiões produtoras de soja 
do Brasil (Bahia, Goiás, Mato Grosso, Paraná e Rio Grande do Sul). Foram 
analisados um total de 134 alelos em 155 indivíduos. A heterozigosidade 
observada (Ho) global foi menor do que a heterozigosidade média esperada (He) 
global.  Ocorreu desvio nas proporções do equilíbrio de Hardy-Weinberg para 
todas as populações amostradas. A maior diversidade genética foi encontrada 
dentro das populações e o índice de diferenciação genética (FST) foi moderado. 
Correlação entre distâncias geográficas e distâncias genéticas foi negativa, 
porém não significativa. Valores positivos e significativos do coeficiente de 
endogamia (FIS) foram encontrados para a maioria das populações. Não foi 
verificado efeito de gargalo recente nas populações amostradas. As populações 
não encontram-se estruturadas e apresentam taxa de fluxo gênico entre elas. Os 
resultados mostraram que as populações de A. gemmatalis, necessitam de 
programas de manejo, pois, informações da diversidade genética podem 
contribuir para um melhor entendimento da espécie e para o planejamento de 
ações futuras para implementação de programas de manejo integrado de pragas 
(MIP), uma vez que, o fluxo gênico pode disseminar características de maior 
adaptabilidade, particularmente alelos de resistência. Esse estudo também 
enriquece a biblioteca de microssatélites com a construção e validação de nove 
primers para A. gemmatalis. 
 

Palavras-chave: Lagarta-da-soja, Manejo de resistência, Genética de 

populações, SSR.  
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ABSTRACT 
 
In this study, nine pairs of microsatellite loci were used to evaluate the diversity 
and genetic structure of five populations of Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 
(Lepidoptera: Erebidae) in the main soybean producing regions of Brazil (Bahia, 
Goiás, Mato Grosso, Paraná and Rio Grande southern). A total of 134 alleles 
were analyzed in 155 individuals. The observed global heterozygosity (Ho) was 
less than the expected average global heterozygosity (He). There was a deviation 
in the proportions of the Hardy-Weinberg equilibrium for all sampled populations. 
The greatest genetic diversity was found within populations and the genetic 
differentiation index (FST) was moderate. Correlation between geographical and 
genetic distances was negative, but not significant. Positive and significant values 
of the inbreeding coefficient (FIS) were found for most populations. There was no 
recent bottleneck effect in the sampled populations. The populations are not 
structured and have a gene flow rate between them. The results showed that the 
populations of A. gemmatalis, need management programs, since information on 
genetic diversity can contribute to a better understanding of the species and 
planning future actions for the implementation of integrated pest management 
(IPM) programs, once, gene flow can disseminate features of greater adaptability, 
specially resistance alleles. This study also enriches the microsatellite library with 
the construction and validation of nine primers for A. gemmatalis. 
 
Keywords: Soybean caterpillar, Resistance management, Population genetics, 

SSR. 
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3.2 INTRODUÇÃO 
 
 
 Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) é 

considerada uma das pragas de maior prevalência na cultura da soja (Glycine 

max (L.) Merrill), sendo amplamente distribuída e causando perdas na produção 

em todas as áreas onde a leguminosa é cultivada (SOSA-GÓMEZ et al., 2004). 

A lagarta-da-soja é um inseto nativo e restrito às áreas tropicais e subtropicais 

do continente americano (FORD et a., 1975), podendo consumir até 100% das 

folhas das plantas (GAZZONI & MOSCARDI, 1998; HOFFMANN CAMPO et al., 

2000).  

 No Brasil, A. gemmatalis está presente em todas as regiões produtoras 

de soja, sendo, no Paraná, a praga mais frequente no decorrer da safra de 

2019/2020, com predominância de 68% (CONTE et al., 2020). E, uma vez que a 

dinâmica populacional e ecologia deste inseto variam entre regiões dentro de 

determinadas faixas de distribuição, pelo fato de ser uma espécie migratória e 

sobreviver em hospedeiros alternativos (HERZOG & TODD, 1980), o controle 

desta praga, até a introdução da soja Bt, foi realizado, principalmente, com o uso 

de inseticidas sintéticos. A introdução da soja transgênica, com o gene sintético 

Cry1Ac, no mercado brasileiro, tornou-se uma alternativa importante para a 

diminuição de aplicações de inseticidas químicos (RAHMAN et al., 2007), que 

hoje ocupa uma área de, aproximadamente, 65% da área total cultivada com 

soja (SPECHT et al., 2021). No entanto, o uso, ainda, recorrente desses 

inseticidas e a disponibilidade da toxina Cry1Ac em grandes áreas cultivadas 

trouxeram preocupações quanto à seleção de fenótipos resistentes (GOULD, 

1998). Para Georghiou (1983), a aplicação de inseticidas com modo de ação 

semelhante, antes que populações alcancem o nível de dano econômico, está 

entre os fatores mais comuns no desenvolvimento de resistência, a qual pode 

ser agravada com o isolamento geográfico, uma vez que este pode funcionar 

como uma barreira ao fluxo gênico, reduzindo, por consequência, a 

probabilidade de introdução de alelos de suscetibilidade nas populações. Por 

outro lado, a ocorrência de fluxo gênico pode distribuir variantes alélicas de 

suscetibilidade entre as populações, reduzindo a probabilidade de seleção de 

linhagens resistentes (GUSE et al., 2002), ou podem transmitir alelos de 

resistência e aumentar o número de insetos resistentes. Estes podem estimar o 
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grau de isolamento e a troca de material genético entre populações, ao longo do 

espaço e do tempo, fornecendo uma estimativa da taxa de invasão ou re-invasão 

de determinada área, e ainda inferir linhagens diferenciadas e isoladas que 

ocupam diferentes culturas (MARTEL et al., 2003) 

 Sabendo que a diversidade genética dentro de populações é uma 

condição fundamental para que a evolução ocorra, para os insetos, como é o 

caso de A. gemmatalis, a existência de diversidade genética entre e dentro de 

populações, implicam em um processo inevitável de seleção de pragas mais 

adaptadas ao ambiente, possibilitando que os indivíduos possam superar as 

medidas de controle (GOULD, 1988ab, 1991), uma vez que, dependendo da taxa 

de dispersão e do genótipo dos indivíduos imigrantes, pode ocorrer o aumento 

da frequência dos alelos de resistência ou a diluição destes alelos em uma 

população de insetos (CAPRIO & TABASHNIK, 1992).  Desta maneira, estudos 

voltados para a estimativa dos índices de diversidade e estrutura genética de A. 

gemmatalis se fazem relevantes na determinação de estratégias de manejo de 

resistência, podendo contribuir, significativamente, para a manutenção da 

suscetibilidade da espécie a métodos de controle (químico e/ou biológico).  

 A caracterização genética de populações geográficas de A. 

gemmatalis, além de evidenciar os clusters genéticos existentes, também 

permitiu inferir as taxas de fluxo gênico entre as populações (SOSA-GÓMEZ et 

al., 2004). Dentre os marcadores moleculares utilizados em estudos 

populacionais, os marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence 

Repeats) mostram-se altamente eficazes para este propósito, visto que são 

multi-alélicos e amplamente distribuídos no genoma, promovendo, assim, 

resolução adequada para estudos de variabilidade intraespecífica (OLIVEIRA et 

al., 2006). Por essa razão, tais marcadores estão entre os mais utilizados em 

estudos que estimam a estrutura e diversidade genética de populações de 

diferentes organismos, especialmente, os de importância agrícola (CHEN & 

DORN, 2010; CHAPUIS et al., 2011; DOMINGUES et al., 2012; FONTES et al., 

2012; PAVINATO et al., 2013; KIRK et al., 2013; VALLE et al., 2013; HUSCH et 

al., 2018). 

Assim, considerando a escassez de informações genético-populacionais 

para a espécie, e a importância agrícola que possui, foram analisados nove loci 

de microssatélites em cinco populações de A. gemmatalis, com o objetivo de 
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estimar a diversidade e estrutura genética, além do fluxo gênico. As informações 

obtidas com esse estudo serão fundamentais para a compreensão da dinâmica 

populacional da espécie e, servirão de base para o desenvolvimento de 

estratégias de manejo desta praga. 

 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.3.1 Amostragem 
 
 Populações de A. gemmatalis, provenientes de cinco localidades do Brasil 
(Tabela 1), foram coletadas em campos com produção de soja, no estádio 

adulto, sendo que para cada localidade, foram separados em média 32 

indivíduos para extração de DNA. 

 

Tabela 1. Localização, código e tamanho amostral (n) de cinco populações de 

Anticarsia gemmatalis. 

População Data Código Coordenadas Altitude n 
Luís Eduardo Magalhães 
(Faz. Triunfo), Bahia - Brasil 

Jan/2009 [LemBA] 11°58'39.6''S 
46°00'24.9''W 682 m 32 

Novo São Joaquim (Faz. 
Cristalina), Mato Grosso - 
Brasil  

Dez/2008 
[NsjMT] 15°03'27.3''S 

53°22'02.6''W 569 m 32 

Morrinhos, Goiás - Brasil Jan/2010 [MoGO] 17°42'17.3''S 
49°08'35.0''W 686 m 27 

Londrina (Distrito da Warta), 
Paraná - Brasil 

Dez/2017 
Jan/2018  [LonPR] 23°11' 17.4''S 

51°10'59.6''W 509 m 32 

Cruz Alta, Rio Grande do 
Sul – Brasil 

Dez/2010 
Jan/2011 [CaRS] 28°38'40.0''S 

53°38'15.8''W 490 m 32 
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Figura 1. Localização das cinco populações de Anticarsia gemmatalis 

amostradas em regiões produtoras de soja do Brasil. 

 

3.3.2. Prospecção in silico e desenho dos primers microssatélites 
 
 

 Para obtenção de primers específicos para regiões microssatélites a 

serem utilizados neste estudo, foram acessados dados de transcriptomas de 

espécimes suscetíveis e resistentes à Cry1Ac de A. gemmatalis, coletados no 

Brasil, disponíveis no banco de dados NCBI (The National Center for 

Biotechnology Information) (números de acesso: PRJNA308354 e 

PRJNA387150).  

O transcriptoma sob número de acesso PRJNA308354 foi baixado e 

montado, utilizando o software Trinity versão 2.8.4 (GRABHERR et al., 2011), 

enquanto os dados disponíveis para o acesso PRJNA387150 precisaram passar 

por trimagem. Assim, para realizar a análise, o acesso PRJNA387150 foi obtido 
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por meio de download de vários arquivos FastQ (números de acesso: 

SRX7178191, SRX7178337, SRX7178365, SRX7178453, SRX7178783, 

SRX7179013, SRX2981932, SRX2981933, SRX2981934, SRX2981935, 

SRX2981936 e SRX2981937), os quais foram trimados com o auxílio do 

Trimmomatic versão 0.36 (BOLGER et al., 2014) e, em seguida, dois 

transcriptomas foram montados, utilizando o software Trinity versão 2.8.4 

(GRABHERR et al., 2011). 

Os três transcriptomas foram, então, submetidos a uma varredura para 

detecção de sequências curtas repetidas em tandem (1 a 6 nt), com a utilização 

da ferramenta MISA (THIEL et al., 2003). Os pares de primer que flanqueiam os 

elementos de repetição foram desenhados pelo software Primer3 

(UNTERGASSER et al., 2012). 

 
3.3.3 Extração e quantificação do DNA 
  
 O DNA genômico de A. gemmatalis foi obtido por meio do protocolo de 

Rogers e Bendich (1988), com algumas modificações. Foram usadas apenas a 

cabeça e as pernas de cada indivíduo adulto para evitar possível contaminação 

(SOSA-GÓMEZ et al., 2002). A integridade do DNA foi verificada por eletroforese 

em gel de agarose 1%, conduzida em tampão TBE 1X, a 120V por 1 hora. Após 

a corrida, o gel foi corado com 10 mg.ml-1 de brometo de etídio e visualizado em 

transiluminador L-PIX- ST e L-PIX IMAGE 7.1 M Pixel, no programa de captura 

de imagem L-PIX IMAGE 1.0.1 (Loccus Biotecnologia, São Paulo, SP).  A 

concentração do DNA foi estimada por espectrômetro Nanodrop 8000 (Thermo 

Scientific, Wilmington, DE) e as amostras diluídas para a concentração de 10 

ng/μl. 

 

3.3.4 Amplificação e Eletroforese Capilar 
  
 Após a varredura dos transcriptomas de A. gemmatalis, foram 

desenhados 41 pares de primers, dos quais nove apresentaram amplificação 

satisfatória (Tabela 2), sendo, portanto, aplicados a 155 indivíduos adultos da 

espécie. 
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As amplificações dos nove loci SSR foram conduzidas de acordo com a 

metodologia proposta por Schuelke (2000), cuja marcação dos fragmentos com 

fluoróforos, para posterior resolução por eletroforese capilar automatizada, é 

realizada durante a própria reação de PCR. Para esse propósito, foi adicionado 

à extremidade 5’ de cada um dos primers forward uma cauda M13 (5’- 

TGTAAAACGACGGCCAGT-3’). A mesma sequência M13 foi sintetizada e 

marcada com quatro fluorescências distintas, 6-FAM, VIC, NED e PET.  

As reações de amplificação foram ajustadas para um volume final de 10μl 

contendo 4,5 μl de GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI), 0,10 μl de 

primer forward (10 pM), 0,40 μl de primer reverse (10 pM), 0,40 μl de primer M13 

(5 pM), marcado com um dos fluoróforos (6-FAM, VIC, NED, PET), 0,40 μl de 

DMSO (dimethylsulphoxide), 4 μl de DNA (10 ng/μl) e 0,20 μl de água livre de 

nucleases.  As condições de ciclagem foram as mesmas para cada um dos 

primers utilizados, sendo constituídas de uma desnaturação inicial a 95°C for 4 

min; 15 ciclos de 94 °C for 30 s, 65 °C for 30 s e 72 °C for 30 s, com decréscimo 

de 1 °C na temperatura de anelamento por ciclo; 30 ciclos de 94 °C for 30 s, 50 

°C for 30 s, e 72 °C por 30 s; e uma extensão final a 72 °C por 15 min. 

Para otimizar a eletroforese capilar, as amostras amplificadas, 

provenientes de cada par de primer marcado com uma das fluorescências (6-

FAM, VIC, NED e PET), foram combinadas em um único mix, composto por 2 μl 

de PCR de cada. Em seguida,1 μl do mix, contendo quatro primers, foi 

adicionado a 0,2 μl de marcador de peso molecular GS-600 LIZ (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) e 8,8 μl de formamida HI-DI (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) para ser submetido à eletroforese capilar em sistema 

automatizado ABI 3500 xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, 

CA). Os eletroferogramas gerados foram analisados e os alelos determinados 

manualmente com o auxílio do software GeneMarker versão 2.6.3 (SoftGenetics, 

State College, PA).
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3.3.5 Análise Estatística  
 
3.3.5.1 Diversidade e estrutura genética de populações 
 

Para verificar o poder de discriminação dos loci de microssatélites 

utilizados, uma curva de acumulação genotípica com 1.000 iterações foi 

realizada e plotada no ambiente R v. 4.0.1 (R Core Team, 2020) com o pacote 

“poppr” (KAMVAR et al., 2014; KAMVAR et al.; 2015). O mesmo pacote foi 

utilizado para calcular o total de dados faltantes. Para estimar a presença de 

alelos nulos, foi utilizado o software FreeNA (CHAPUIS & ESTOUP, 2007). 

Os números de alelos (A), riqueza alélica (RA) rarefeita, heterozigosidade 

observada (HO), heterozigosidade esperada (HE) (diversidade genética; Nei 

1987), e coeficiente de endogamia (FIS), para cada população, além do HO e HE 

total, foram estimados utilizando o pacote “hierfstat” (GOUDET & JOMBART, 

2020) no ambiente R v. 4.0.1 (R CORE TEAM, 2020). A partir das estimativas de 

frequências alélicas realizadas por meio do pacote hierfstat, foi inferido o número 

de alelos privados (AP) e raros (AR) nas populações, considerando “raros” alelos 

com frequência ≤0,05. O número efetivo de alelos (AE) foi calculado usando a do 

software Popgene versão 1.31 (YEH et al., 1999).  

Para verificar desvios significativos do equilíbrio de Hardy-Weinberg, para 

todas as populações, foi utilizado o teste exato de Fisher, calculado pelo pacote 

“Genepop'007” (ROUSSET, 2008), implementado no ambiente R v. 4.0.1 (R 

CORE TEAM, 2020), utilizando parâmetros padrão da cadeia de Markov (10.000 

“step dememorization”, 20 “batches”, e 5.000 “interations per batch”). Também o 

pacote Pegas v 0.8.1 (Paradis 2010), foi utilizado para estimar desvios 

significativos do equilíbrio de Hardy-Weinberg, para cada locus em todas as 

populações, sendo a significância do teste verificada pelo método de Monte 

Carlo baseado com 10.000 permutações. O pacote “poppr” (KAMVAR et al., 

2014; KAMVAR et al., 2015) foi utilizado para calcular o índice de associação 

padronizado (rbarD), o qual verifica a presença de desequilíbrio de ligação entre 

todos os loci. Para determinar a significância dos índices, foram estimados os 

intervalos de 95 % de confiança, a partir de 10.000 permutações.  

A análise de variância molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992) foi 

realizada para estimar o particionamento da variância genética dentro e entre as 
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populações de A. gemmatalis no software Arlequin 3.5.1.3 (EXCOFFIER et al., 

2005). Com base na AMOVA, foram estimados os índices FST global e par a par 

(WEIR & COCKERHAM, 1984), no mesmo software. O FST global foi estimado, 

ainda, por meio do método ENA (Excluding Null Alleles) implementado no 

software FreeNA (CHAPUIS & ESTOUP, 2007). O método ENA estima valores 

de FST a partir de dados corrigidos para o viés induzido pela presença de alelos 

nulos nas inferências de estruturação populacional.  

Como forma de verificar o número de possíveis agrupamentos genéticos 

existentes na amostragem, foi realizada uma análise Bayesiana de agrupamento 

no software Parallel Structure 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000; BESNIER & 

GLOVER, 2013) disponível no portal CIPRES v.3.3 (MILLER et al., 2010). Foram 

realizadas 20 corridas independentes para valores de K = 1 até K = 8, seguindo 

o modelo de mistura (admixture) e sem “prior” de localização das populações. 

Cada corrida teve um burn-in de 250.000 iterações na Cadeia de Markov e Monte 

Carlo (MCMC), seguido por 1.000.000 iterações. O número de clusters (melhor 

K) foi determinado pelo método de Evanno (EVANNO et al., 2005), 

implementado no software CLUMPAK (KOPELMAN et al., 2015). O software 

Clumpak foi utilizado, ainda, para sumarizar e gerar o gráfico de barra resultante 

das iterações realizadas para o melhor K. 

Como forma de visualizar as relações filogenéticas entre as populações 

de A. gemmatalis, foi construída uma Neighbor-Net (BRYANT & MOULTON 

2004), a partir da distância de Prevosti (PREVOSTI et al. 1975), a qual foi 

escolhida por sua eficiência quando na presença de dados faltantes (HANSEN 

et al., 2016; KAMVAR et al., 2015). A matriz de distância par a par, entre 

indivíduos, foi calculada no pacote “poppr” (KAMVAR et al., 2014; KAMVAR et 

al., 2015), e a Neighbor-Net construída pelo software SplitsTree v.4.14.2 

(HUSON & BRYANT, 2006). A partir da matriz de distância para a par de 

Prevosti, foi realizada, também, uma Análise de Coordenadas Principais (PCoA), 

por meio da função “cmdscale” do R v. 4.0.1 (R CORE TEAM, 2020).  

Para verificar a possível correlação entre as distâncias genéticas e 

geográficas das populações, foi realizado o teste de Mantel implementado por 

Legendre e Legendre (2012). A matriz de FST par a par foi construída no Arlequin 

3.5.1.3. (EXCOFFIER et al., 2005), enquanto a matriz de distância geográfica foi 

obtida por meio do software QGIS 2.14.0 (QGIS DEVELOPMENT TEAM, 2016). 



81 
 

 

O coeficiente de correlação de Mantel (r) foi calculado pelo método Pearson, 

usando o pacote “Vegan” (OKSANEN et al., 2016) implementado no ambiente R 

v. 4.0.1 (R CORE TEAM, 2020), sendo a significância avaliada por meio de 

10.000 permutações. 

 

 
3.3.5.2 Análise demográfica e fluxo gênico 
 
 

Com base em nove loci SSR, a história demográfica das populações de 

A. gemmatalis foi avaliada pelo teste estatístico Wilcoxon, utilizando o programa 

BOTTLENECK v.1.2.02. (PIRY et al., 1999). O teste de Wilcoxon examina se as 

populações exibem um maior nível de heterozigosidade do que o previsto em 

uma população em equilíbrio de mutação-deriva e foi escolhido por trazer 

estimativas mais acuradas, quando o conjunto de dados possui menos de 20 loci 

(PIRY et al., 1999). Foram realizadas 10.000 simulações com 95% de mutações 

em passo único e 5% de mutações em múltiplos passos e uma variância de 12, 

conforme recomendado por Piry et al. (1999). Apesar do modelo mutacional Two-

Phase Mutational Model (TPM) ser mais apropriado para dados de 

microssatélites, o Modelo Infinite Alleles Model (IAM) e Stepwise Mutation Model 

(SMM) também foram testados. Os P-valores do teste de Wilcoxon foram usados 

como evidência para os gargalos e foram avaliados quanto à significância no 

nível 0,05.  

O fluxo gênico contemporâneo e a direção da migração entre as 

populações foram estimados por meio de abordagem Bayesiana, implementada 

no software BayesAss v3 (BA3) (WILSON & RANNALA, 2003). Inicialmente, 

foram utilizados parâmetros padrão de corrida para verificar a necessidade de 

ajuste. Em seguida, os valores dos parâmetros de mistura MCMC da taxa de 

migração (-m), frequência alélica (-a) e coeficiente de endogamia (-f) foram 

ajustados (-m0,15; -a0,40; -f0,4) para obter as taxas de aceitação ótima para 

mudanças propostas entre as cadeias no final da corrida (entre 40 % e 60 % do 

comprimento total da cadeia) (WILSON & RANNALA, 2003). Após obtidas as 

taxas de aceitação ótima, foram realizadas duas corridas independentes com 

100.000.000 iterações MCMC cada, com burn-in de 10.000.000, sendo 
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amostradas a cada 500 interações. A convergência das corridas foi verificada no 

software Tracer v.1.6 (RAMBAUT et al. 2014).  

 

3.4 RESULTADOS  
 
3.4.1 Diversidade e Estrutura Genética 
 

 Os resultados mostram que dos 41 locos disponíveis, nove mostraram 

boas condições de amplificação e ótimos níveis de polimorfismo, tendo sido 

suficientes para discriminar 100% dos genótipos multilocus únicos presentes na 

amostragem, como pode ser observado pela curva de acumulação genotípica 

(Figura 2). Os locos Agem619 e Agem661 apresentaram maiores valores de 

conteúdo de informação polimórfica (PIC), enquanto os locos Agem621 e 

Agem647 apresentaram as menores valores (Tabela 2). 
 

 
Figura 2. Curva de acumulação genotípica para nove loci microssatélites 

aplicados a cinco populações de Anticarsia gemmatalis. A formação de um platô 
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na curva mostra a eficiência dos marcadores utilizados em discriminar os 

genótipos multilocus únicos que compõem a amostragem. 

 

 Para os nove locos de SSR utilizados em A. gemmatalis, foi observado 

um total de 134 alelos em 155 indivíduos que foram amostrados nas cinco 

populações. Os locos apresentaram grande número de alelos entre as 

populações, variando de 60 (NsjMT) a 87 (MoGO), com uma média de 72 alelos 

por população. Já o número de alelos efetivos (Ae) variou de 3,37 (LemBA) a 

5,31 (MoGO). O número de alelos privados (Ap), ou seja, exclusivos de 

determinada população, variou de 4 (LemBA) a 18 (MoGO) (Tabela 3). O número 

de alelos raros (Ar) foi relativamente alto, variando de 23 (NsjMT e CaRS) a 45 

alelos (LonPR) com média de 32,2. A riqueza alélica (Ra), por sua vez, variou de 

6,37 (NsjMT) a 9,63 (LonPR), com média de 7,77 entre as populações. A 

heterozigosidade observada (Ho – 0,48) global foi menor do que a 

heterozigosidade esperada (He – 0,68) global. A heterozigosidade observada 

apresentou variação entre 0,44 (LemBA) a 0,54 (NsjMT), enquanto que a 

heterozigosidade esperada ficou entre 0,62 (NsjMT) e 0,75 (MoGO) (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Parâmetros intrapopulacionais de diversidade genética de Anticarsia 

gemmatalis, estimados a partir de nove loci de SSR. 
População n A RA AE AR AP HE HO FIS rBarD 
LemBA 32 63 6,72 3,37 31 4 0,63 0,44* 0,30† 0,01 
NsjMT 32 60 6,37 3,50 23 6 0,62 0,54* 0,12 0,03 
MoGO 27 87 9,63 5,31 39 18 0,75 0,50* 0,33† 0,02 
LonPR 32 86 9,04 4,79 45 15 0,70 0,45* 0,35† 0,00 
CaRS 32 66 7,10 3,99 23 6 0,70 0,44* 0,37† 0,02 
Média 31 72 7,77 4,19 32,20 9,80 0,68 0,48 –  

n = número de indivíduos genotipados; A = número de alelos; RA = riqueza 
alélica; AE = alelos efetivos; AR = alelos raros; AP = alelos privados; HE = 
heterozigosidade esperada; HO = heterozigosidade observada; FIS = coeficiente 
de endogamia; rBarD = índice padronizado de associação, utilizado para 
verificar a presença de desequilíbrio de ligação entre os loci. 
*Desvio significativo do Equilíbrio de Hardy–Weinberg (P < 0,01, calculado a 
partir de 5.000 interações na cadeia de Markov). 
†Valores cujo intervalo de 95 % de confiança não se sobrepõe ao zero (calculado 
a partir de 10.000 permutações). 
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 Com exceção de Mato Grosso (NsjMT) com FIS= 0,12, todas as outras 

populações apresentaram valores significativos para o índice de endogamia FIS. 

Da mesma forma, desvios significativos (P < 0,001) do equilíbrio de Hardy-

Weinberg (HWE) foram observados para todas as populações, variando de 

quatro (NsjMT e MoGO) a cinco (LemBA, LonPR e CaRS) locos de SSR por 

população (Tabela 3). 
 A presença de alelos nulos foi calculada pelo software FreeNa, e apontou 

que os locos agem 621 e agem 696 foram os que apresentaram maior frequência 

de alelos nulos em todas as populações de A. gemmatalis com média de 0,22 e 

0,29, respectivamente. A menor frequência de alelos nulos foi observada em 

Agem633 com média 0,03, seguido por Agem 661 (0,05). A média de alelos 

nulos foi maior para as populações CaRS (0,15) e LemBA (0,14), com MoGo e 

LonPR apresentaram o mesmo valor (0,13) e NsjMT com a menor frequência 

(0,07) (Tabela 4). 
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 Os resultados da análise de variância molecular (AMOVA) apontam uma 

maior variação genética dentro das populações A. gemmatalis (85,96%) do que 

entre elas (14,04%). O índice de diferenciação populacional, FST global (0,14), 

não apresentou diferença do índice FSTENA (0,13), o qual foi corrigido pelo 

software FreeNa. Ambos índices, indicam que as populações apresentaram nível 

de diferenciação genética moderado, segundo Hartl & Clark (2006), que 

consideram valores de FST menores que 0.05, de 0.05 a 0.15, de 0.15 a 0.25 e 

acima de 0.25, indicativos de diferenciação genética baixa, moderada, alta e 

muito alta entre populações, respectivamente (Tabela 5). 
 

Tabela 5. Análise da variância molecular estimada a partir de nove loci SSR, para 

cinco populações de Anticarsia gemmatalis. 

Fonte da variação g.l. SQ CV PV (%) FST global FST ENA 
Entre populações 4 133,35 0,49 14,04* 0,14* 0,13† 
Dentro das 
populações 305 914,56 3,00 85,96*   

Total 309 1047,92 3,49    
g. l.  = grau de liberdade; SQ = soma dos quadrados; CV = componente de variação; 

PV (%) = percentual de variação; FST ENA = Índice de fixação corrigido pelo 

software FreeNA para a presença de alelos nulos. 

* P< 0,01 (significância estimada a partir de 10,100 permutações). 

†Intervalo de 95 % de confiança que não se sobrepõe ao zero (calculado a partir 

de 10.000 permutações). 

 

 O teste de Mantel, que verifica a correlação entre as distâncias 

geográficas e genéticas (FST par a par), apresentou correlação negativa (-0.20), 

porém, não significativa (P-valor = 0,70), o que é esperado quando se tem fluxo 

gênico (Tabela 6). 
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Tabela 6. Distâncias geográficas (Km) e genética (FST) par a par, estimadas a 

partir de nove loci SSR para cinco populações de Anticarsia gemmatalis. 

 LemBA NsjMT MoGO LonPR CaRS 

LemBA – 1.356,52 643,27 652,53 928,83 

NsjMT 0,15 – 717,91 2.008,39 866,48 

MoGO 0,15 0,15 – 1.295,62 537,98 

LonPR 0,15 0,16 0,06 – 1.504,76 

CaRS 0,21 0,21 0,09 0,04 – 
diagonal superior = Valores de distância geográfica entre pares de populações; 

diagonal inferior = valores de distância genética entre pares de populações. 

**Todos os valores de FST   par a par são significativos a um P > 0,01 (significância 

estimada a partir de 10,100 permutações). 

 

 A inferência bayesiana indicou alto nível de fluxo gênico do estado do 

Paraná para Mato Grosso, sendo que a estimativa de indivíduos migrantes de 

LonPR para MoGO foi de 28%, seguido de CaRS em direção a LonPR com 8% 

e LonPR para CaRS com 3% de migrantes. A maior parte da diversidade 

genética, nas populações LemBA, NsjMT e CaRS, é resultado de indivíduos não 

migrantes. Enquanto em MoGO e LonPR os indivíduos migrantes contribuem, 

relativamente, com a diversidade populacional, tendo essas populações os 

menores percentuais de indivíduos não migrantes (68% e 88%, 

respectivamente) (Tabela 7). 
 
Tabela 7. Taxas médias de fluxo gênico contemporâneo entre cinco populações 

de Anticarsia gemmatalis, estimadas a partir de nove loci SSR, pelo software 

BayesAss. A proporção de não migrantes se encontra na diagonal em negrito. 

Destino do fluxo gênico 
Origem do fluxo gênico 

LemBA NsjMT MoGO LonPR CaRS 
LemBA 0,96 0,01 0,01 0,01 0,01 
NsjMT 0,02 0,94 0,01 0,02 0,01 
MoGO 0,01 0,01 0,68 0,28 0,02 
LonPR 0,01 0,01 0,01 0,88 0,09 
CaRS 0,01 0,01 0,01 0,02 0,95 
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 De acordo com a análise realizada pelo Bottleneck, foi observado que, 

apenas para o modelo IAM encontrou um possível efeito de gargalo genético 

para a população CaRS de Cruz Alta, RS com valor de P < 0,01% (Tabela 8). 

 

Tabela 8. P-valores do teste de Wilcoxon, para eventos de gargalo genético, 

estimados pelo software Bottleneck, a partir de nove loci SSR em cinco 

populações de Anticarsia gemmatalis. 

 IAMa TPMb SMMc 
LemBA 0,13 0,88 1,00 
NsjMT 0,08 0,54 0,92 
MoGO 0,02 0,75 1,00 
LonPR 0,37 0,98 1,00 
CaRS 0,01* 0,33 0,99 

a = modelo evolutivo Infinite Allele Model; b = modelo evolutivo Two-Phase 

Mutational Model; c = modelo evolutivo Stepwise Mutation Model. *Valores 

significativos a um P < 0,01 (significância estimada a partir de 10.000 

permutações). 

 

 A análise de agrupamentos Bayesianos realizada pelo programa 

Structure, indicou que o valor mais provável de K (número de agrupamentos), a 

partir de delta K (ΔK) foi K = 2, sendo o segundo melhor valor de delta K para K 

= 4 (Figura 3).  
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Figura 3. Valores de Delta K (ΔK) estimados pelo Structure Harvester para as 

análises de agrupamento Bayesiano (Structure) de populações de Anticarsia 

gemmatalis em cinco estados do Brasil.  

 

 Para o K = 2, foi formado um cluster composto pelas populações LemBA 

e NsjMT e um segundo cluster formado por MoGO, LonPR e CaRS, de forma 

que a população de Cruz Alta (RS) é mais homogênea dentro deste grupo. Para 

o segundo melhor valor de delta K (K = 4) formaram-se quatro grupos: o primeiro 

cluster formado por LemBA; o segundo cluster formado NsjMT; o terceiro cluster 

formado por MoGO e LonPR; e um quarto cluster formado por CaRS (Figura 4). 
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Figura 4. Estrutura genética e relações filogenéticas de cinco populações de 

Anticarsia gemmatalis estimadas a partir de nove loci SSR. A) Análise de 

agrupamento Bayesiano, realizada pelo software Structure, mostrando o bar plot 

de K = 2, designado pelo método de Evanno (ΔK = 495.510998) como número 
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ótimo de K agrupamentos para a amostragem, e o bar plot de K = 4, designado 

pelo método de Evanno (ΔK = 17.007028) como segundo melhor K. B) Neighbor-

Net, inferida pelo software SplitsTree, mostrando as relações filogenéticas entre 

cinco populações de Anticarsia gemmatalis, a partir da distância de Prevosti. 

Cores de fundo codificadas de acordo com os dois grupos genéticos designados 

pelo software Structure. 

 O resultado da Neighbor-Net construída no software SplitsTree a partir da 

distância de Prevosti não mostrou uma estruturação genética clara para as 

populações amostradas, à exceção de LemBA e NsjMT. Essas populações, 

inclusive, se mostraram mais geneticamente relacionadas (Figura 4), 
corroborando, com os dados apresentados pelo Structure (K = 2). Porém, a 

análise da Coordenada Principal (PCoA), inferida a partir da distância de 

Prevosti, sugere a formação de quatro grupos, onde LemBA e NsjMT se 

apresentam como grupos genéticos distintos (cluster 1 – LemBA, 2 – NsjMT, 3 – 

MoGO e LonPR, e 4 – CaRS) (Figura 5), reafirmando o segundo melhor K (K =  

4) designado pelo programa Structure (Figura 3). 
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Figura 5. Análise de Coordenadas Principais (PCoA), inferida a partir da 

distância de Prevosti, para cinco populações de Anticarsia gemmatalis. 

 
 
3.5 DISCUSSÃO 
 
3.5.1 Diversidade genética em Anticarsia gemmatalis 
 
 Marcadores SSR são considerados excelentes ferramentas para se 

estimar a diversidade e estrutura genética populações (AHMAD et al., 2018; 

POWELL et al., 1996). Diferente do observado em Spodoptera frugiperda (JE 

Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) que, dentre nove locos SSR testados, 

apenas seis mostraram produtos de PCR satisfatórios (PAVINATO et al., 2013), 

os resultados obtidos neste estudo, revelam a eficácia dos marcadores em 

estimar os índices de diversidade e estrutura genética de A. gemmatalis, uma 

vez que, os nove locos utilizados mostraram-se altamente informativos, como 

observado através dos altos valores obtidos de conteúdo de informação 
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polimórfica (PIC) (BOTSTEIN et al., 1980). Além de apresentarem bons padrões 

de amplificação e altos valores de PIC, a ausência de desequilíbrio de ligação, 

observado nos nove loci de SSR, evidencia o alto potencial desses marcadores 

para análise da dinâmica populacional de A. gemmatalis, possibilitando 

recuperar informações úteis para a compreensão do potencial adaptativo e 

evolutivo da espécie (FRANKHAM et al., 2010), além de contribuir para o 

desenvolvimento de alternativas que visem o seu manejo integrado.  

 Os 134 alelos, recuperados a partir de 155 amostras distribuídas em cinco 

populações de A. gemmatalis, evidenciaram níveis moderados de diversidade 

genética. Resultados estes que diferem de estudos previamente realizados com 

a espécie, nos mesmos estados brasileiros, a partir DNA mitocondrial, onde foi 

observada baixa diversidade genética em A. gemmatalis (YANO, 2012). 

Também estudos realizados a partir de marcadores RAPD mostraram uma alta 

similaridade entre as populações de A. gemmatalis brasileiras, além de uma 

maior ligação entre as populações do Brasil e dos Estados Unidos do que entre 

populações do Brasil e Argentina (SOSA-GÓMEZ, 2004). Porém, de um modo 

geral, diversos trabalhos com insetos praga das ordens hemíptera e lepidóptera, 

têm evidenciado elevados níveis de diversidade genética nas populações 

estudadas (FONTES et al., 2012; DOMINGUES et al., 2012; DICKEY et al., 2013; 

KIRK et al., 2013; SUN et al., 2015; TANG et al., 2015; LEITE et al., 2017; 

HUSCH et al., 2018; ARIAS et al., 2019). 

 A média de alelos (A) por população foi superior (A = 72) (Tabela 3) ao 

encontrado em outros estudos com espécies de importância agrícola, como 

Chloridea (= Heliothis) virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae) 

(DOMINGUES et al., 2012) e S. frugiperda (ARIAS et al., 2019), porém, a média 

de alelos efetivos (Ae) por população foi 4,19. A diferença entre o número de 

alelos efetivos e o número médio de alelos, é devido a presença de alelos raros 

(frequência ≤ 0,05) (CARVALHO et al., 2010). 

 O número de alelos raros (Ar) foi relativamente alto, com média de 32 por 

população, sendo maior em LonPR (45) e menor em NsjMT e CaRS (23) (Tabela 

3). Alelos raros, que, usualmente, são esperados ocorrerem em baixa 

frequência, tendem a ser perdidos por deriva genética, em detrimento da fixação 

de outros alelos nas populações (GANDARA & KAGEYAMA, 1998). Portanto, a 

presença de níveis elevados de alelos raros nas população de A. gemmatalis, 
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sugere que a diversidade encontrada na espécie pode não se manter por muito 

tempo, devido à baixa frequência desses alelos nas populações que tendem a 

serem perdidos por deriva genética. 

 Com relação à média da heterozigosidade observada (Ho = 0,48), os 

resultados mostram que foi menor que a heterozigosidade esperada (He = 0,68) 

(Tabela 3), sendo esses índices superiores aos encontrados por Domingues et 

al. (2012) para C. virescens, que também apresentaram estruturação genética 

moderada. A diferença observada entre HE e HO é evidenciada pelo teste exato 

do Equilíbrio de Hardy e Weinberg, o qual indica desvio nas proporções do 

equilíbrio para todas as populações de A. gemmatalis. Segundo Hartl (2008), 

diferenças significativas entre HO e HE podem ser influenciadas por eventos que 

alteram a frequência dos genótipos homozigotos em relação a frequência dos 

genótipos heterozigotos, aumentando, inclusive, o valor de FIS (coeficiente de 

endogamia). Resultado que se confirma neste trabalho, em que a maioria das 

populações foram significativas para o FIS positivo, o qual evidencia uma maior 

proporção de homozigotos em relação aos heterozigotos. Somados aos alelos 

raros, os valores de FIS apontam para uma diminuição da diversidade genética. 

 A presença de alelos nulos, em proporção considerável, em A. 

gemmatalis, também foi reportada por outros autores em diferentes espécies de 

lepidópteros (PAVINATO et al., 2013; DOMINGUES et al., 2012). A frequência 

de alelos nulos parece ser maior em lepidópteros quando comparado a outras 

ordens de insetos (JI et al., 2003), sendo comum, provavelmente, pela alta taxa 

de mutação que ocorre nestes marcadores (DAKIN & AVISE, 2004). A 

consequência é uma diminuição da frequência de heterozigotos na população 

resultando na superestimação dos valores de endogamia (PEMBERTON et al., 

1995), fator que, também, pode alterar o equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

Entretanto, mesmo a frequência dos alelos nulos nas populações de A. 

gemmatalis sendo relativamente alta, não houve diferenças significativas entre 

os valores de FST global com correção para alelos nulos e o valor estimado sem 

correção, indicando que presença de alelos nulos não afeta a estimativa de 

diferenciação genética entre as populações (Tabela 5). 

 O teste para o efeito de gargalo genético indicou que apenas a população 

CaRS experimentou uma redução recente do seu tamanho populacional, no 

modelo de alelos infinitos (IAM) (Tabela 8), que pressupõe que cada mutação 
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cria um novo alelo (MEIRMANS & HEDRICK, 2011). Entretanto, este modelo não 

é o mais apropriado para microssatélites, de maneira que, podemos considerar 

ausência de eventos de gargalo genético atuando nas populações de A. 

gemmatalis. Este possível efeito de gargalo estar relacionado a táticas de 

manejo que alteram as frequências de alelos ao longo do tempo, uma vez que, 

podem reduzir drasticamente a densidade populacional do inseto e determinar a 

ocorrência de eventos de gargalo genético (DOMINGUES et al., 2012). 

  

3.5.2 Estrutura genética de populações em Anticarsia gemmatalis 

 
 A análise da variância molecular (AMOVA) para as populações de A. 

gemmatalis indica que a maior parte da diversidade genética está distribuída 

dentro das populações (85,96%) e aponta menor diversidade entre populações 

(14,04%). Resultados semelhantes foram encontrados para A. gemmatalis com 

uso de sequencias de DNA mitocondrial (YANO, 2012) e outras espécies de 

importância agrícola utilizando microssatélites, RAPD e AFLP (MARTINELLI et 

al., 2006; MARTINELLI et al., 2007; ALBERNAZ, 2012; PAVINATO et al., 2013; 

DOMINGUES et al., 2012). A elevada diversidade genética dentro de populações 

indica a possibilidade de ocorrerem novas combinações genotípicas, mantendo 

o potencial evolutivo e a capacidade de adaptação das espécies a possíveis 

mudanças ambientais ou agrícolas (FUTUYAMA, 1992). 

 A análise bayesiana de agrupamento genético, realizada pelo 

software Structure (Figura 4; Figura 5), indicou um melhor valor de delta K para 

K = 2, que foi o mais congruente com as análises de agrupamento da Neighbor-

Net (Figura 5), que separa as populações de LemBA e NsjMT das populações 

MoGO, LonPR e CaRS, porém, com menor estruturação. O segundo melhor 

delta K foi K = 4 que também pode representar os dados, coincidindo com a 

análise de coordenadas principais (PCoA) (Figura 6), que permite visualizar as 

populações LemBA e NsjMT como duas populações distintas e isoladas. Mais 

ao sul, CaRs se mostrou como terceiro um agrupamento e LonPR e MoGO 

permaneceram em um quarto grupo, onde as populações se encontram menos 

estruturadas. Estas diferenças entre as populações podem estar relacionadas à 

forte seleção e deriva genética, causada por diferentes práticas de manejo, como 

a aplicação excessiva de inseticidas e safras geneticamente modificadas que 
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expressam a proteína B. thuringiensis, como exemplo a soja Bt (DOMINGUES 

et al., 2012; BEHERE et al., 2013; CORRÉA et al., 2017). Nesta análise de 

agrupamento foi possível observar que as populações de LemBA e NsjMT 

encontram-se mais homogêneas dentro de si, enquanto que, as populações de 

MoGo e LonPR apresentaram maior porcentagem de indivíduos migrantes entre 

elas, o que explica a maior diversidade genética dessas populações. Para 

Freeland (2005), altos níveis de fluxo gênico e grandes populações, como pode 

ser o caso de A. gemmatalis, são determinantes para manutenção de altos níveis 

de diversidade genética e baixa diferenciação populacional. Leite et al. (2017), 

estudando a diversidade genética em populações de Helicoverpa armigera 

(Hübner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa zea (Boddie, 1850) 

(Lepidóptera: Noctuidae) encontraram resultados semelhantes para as 

populações de H. zea, com alta diversidade intrapopulacional, mas baixa 

diferenciação genética, que justifica que os imigrantes anuais provavelmente 

vêm do mesmo local, misturando populações de grandes áreas geográficas (por 

exemplo, sul dos Estados Unidos, México e América Central). 

Portanto, a ocorrência de indivíduos migrantes nessas populações 

(MoGO = 32%/ LonPR = 12%) poderia ser explicada pela alta taxa de fluxo 

gênico entre as mesmas no sentido sul – centro-oeste. De acordo com a análise 

realizada pelo software BayesAss, as maiores taxas de migração ocorreram de 

Londrina para Goiás (28%) e Rio grande do Sul para Londrina (8%), a segunda 

pode ter ocorrido por se tratar de populações pertencentes à região sul do Brasil 

(Tabela 7). Estas altas taxas de fluxo gênicos estão relacionadas com a época 

que foram coletadas (dezembro e janeiro), período de maior presença de A. 

gemmatalis nas lavoras de soja, comprovado com monitoramento através de 

armadilhas luminosas. Sosa-Gómez et al. (2004), utilizando marcadores RAPD 

encontraram menor variabilidade na população de Londrina dentre as 

populações de A. gemmatalis, com apenas uma larva de Passo Fundo (RS) 

sendo incluída neste agrupamento, o que não foi observado no presente estudo. 

Diversos trabalhos sugerem que a possível rota de migração das mariposas de 

importância agrícola podem estar sendo influenciadas por correntes de ventos. 

Nagoshi et al. (2017) relataram que a dispersão de S. frugiperda é de norte a sul 

na América do Sul, consistente com o padrão de vento predominante em baixas 

altitudes, o qual promove a dispersão de mariposas por centenas de quilômetros. 
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Este padrão de dispersão de norte a sul na América do Sul pode ser comum a 

outras pragas polífagas, o que explica o fluxo gênico desses insetos entre as 

Américas do Sul e do Norte (NAGOSHI et al., 2016, 2017). Insetos praga 

migrantes são uma grande preocupação em relação ao risco de alelos de 

resistência se espalharem rapidamente por uma ampla área (ARIAS et al., 2019), 

uma vez que, se a resistência ao Bt ou aos inseticidas surgir em uma área ou 

cultura, a migração e a dispersão podem espalhar os alelos de resistência 

rapidamente (LEITE et al., 2017). 

 Independentemente da moderada estruturação observada na AMOVA e 

análises de agrupamento, o teste de Mantel não mostrou correlação significativa 

estatisticamente entre as distâncias genéticas e distâncias geográficas (Tabela 

8) para as populações de A. gemmatalis. Estudos realizados com a mesma 

espécie coletadas na Florida, Brasil e Argentina, porém com marcadores RAPD, 

apresentam as populações geograficamente distintas (SOSA-GÓMEZ et al., 

2004). 

 Diante do cenário agrícola atual, com aumento da área cultivada com soja 

e outras culturas hospedeiras, geneticamente modificadas, a cada ano, tornam-

se necessário estudos moleculares que permitam compreender como 

populações das principais pragas se comportam no decorrer dos anos. 

Informações de populações de A. gemmatalis, podem contribuir para um melhor 

entendimento da espécie, uma vez que, o fluxo gênico intenso pode aumentar 

em determinadas épocas do ano.  

 Com a maioria das áreas agrícolas do território brasileiro sendo cultivadas 

com plantas Bt, o foco tem sido a estratégia de áreas de refúgio, com plantas 

hospedeiras que não expressam as proteínas de B. thuringiensis (GOULD, 

1998). Entretanto, a eficiência dessa estratégia depende da taxa de dispersão 

dos alelos suscetíveis entre a área de refúgio e campos transgênicos, uma vez 

que, os efeitos do fluxo gênico podem ter reflexos em diferentes dimensões 

(DOMINGUES, 2012).  Em relação a populações locais, ou seja, quando os 

efeitos são em pequena escala, espera-se que ocorra a diluição da resistência 

levando o cruzamento de insetos resistentes e não resistentes. Sendo que a 

capacidade de dispersão de um inseto praga é relevante para definição do 

tamanho e distribuição das áreas de refúgio, uma vez que, estas são os locais 

para a manutenção de insetos suscetíveis, tornando possível o fluxo de genes 
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não-resistentes a insetos resistentes nas áreas de plantas Bt (VACHER et al., 

2006). Quando os efeitos do fluxo gênico se dá em grande escala, tem a 

possibilidade dos genes que determinam a resistência se espalharem ao longo 

da área de distribuição geográfica da espécie. Esse fenômeno intervém na 

velocidade com que uma adaptação que surge em uma população local pode se 

disseminar (MACHADO & FIÚZA, 2010) 

 

3.6 CONCLUSÃO 
 

 Os locos microssatélites foram eficientes para caracterizar a diversidade 

e estrutura dentro e entre as populações de A. gemmatalis no Brasil. As 

populações apresentaram níveis moderados de diversidade genética, não 

havendo diferença significativa estatisticamente entre elas. Foi encontrada uma 

maior variação genética dentro de populações do que entre populações. A alta 

diferenciação genética entre as populações e a alta taxa de migrantes indica 

fluxo gênico elevado, que podem influenciar no manejo integrado de pragas. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 Diante da ocorrência de A. gemmatalis em campos de soja no Brasil, os 

estudos realizados neste trabalho contribuíram para o manejo resistência dentro 

do manejo integrado de pragas (MIP) da espécie. No capítulo II, com efeito 

sinergista observado, Fluorescent Brightener 28 pode ser uma alternativa para 

uso em formulações de bioinseticidas para o controle de A. gemmatalis 

resistente a proteína Cry1Ac, resultado relevante caso a espécie apresente 

genótipos resistentes a tecnologia Bt. No entanto, sua interação com estes 

produtos a campo deve ser estudada, bem como seu comportamento em 

situações de infestação natural, a fim de determinar concentrações que sejam 

viáveis economicamente em formulados comerciais. Portanto, o estudo abre 

novas perspectivas para investigar as interações fisiológicas que ocorrem frente 

a quebra de resistência nas populações de Cry1Ac resistentes, além de instigar 

empresas a pesquisar substâncias semelhantes ao FB 28, com ação sinérgica e 

custo inferior. 

 Por fim, o capitulo III, desenvolveu uma biblioteca enriquecida de 

microssatélites para A. gemmatalis quanto a construção e validação dos primers 

e mostrou diversidade genética moderada, baixa estruturação e elevado fluxo 

gênico de populações de A. gemmatalis distribuídas em cinco estados brasileiros 

com alta produtividade de soja no decorrer dos anos. Esses resultados 

comprovam que estes insetos-pragas podem trocar alelos de resistência entre 

eles e dificultar a eficácia de medidas de controle. 
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