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RESUMO GERAL

Inseticidas a base de virus t€m sido utilizados no controle biolégico de pragas em vdrias
regides do mundo, devido a sua especificidade e seguranga para organismos ndo-alvo.
No entanto, a sua aceitagdo como bioinsecticidas € limitada em funcao de seu tempo de
acdo relativamente lento. Para contornar essas limitagdes e melhorar o desempenho de
virus de poliedrose nuclear (NPV), agentes quimicos com potencial sinergista t€ém sido
estudados. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adi¢cdo de branqueadores
opticos na atividade viral Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus (ChinNPV) e
Helicoverpa zea nucleopoliedrovirus (HzNPV) em laboratério, casa de vegetacdo e
campo. Em laboratério, trés concentracdes (variando de 0,025% a 1,5%) de seis
produtos (Fluorescent Brightener 28 - FB 28, 4,4'-Diamino-2,2'-stilbenedisulfonic acid,
Calcofluor White Stain, dcido bdrico, clorfluazuron e Umbeliferona), em combinacdo
com isolados de NPV (5.000 CO.ml"' ChinNPV e 1.000 CO.ml" HzNPV) foram
incorporados na dieta artificial, sem formol. Os tratamentos foram oferecidos a lagartas
de terceiro instar de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera. Posteriormente,
FB 28 (0,1%) foi adicionado a sete concentracdes de ChinNPV em dieta artificial e
oferecido a lagartas de terceiro e quarto instares de C. includens. As lagartas foram
mantidas em BOD em bandejas plasticas (26 = 2 °C, 70 = 10%, fotofase de 14 h). A
influéncia de FB 28 (0,1%) no peso larval, sobrevivéncia e producdo de corpos de
oclusdo (CO’s) de ChinNPV foi avaliada em larvas de terceiro e quarto instares de C.
includens. Experimentos para avaliar o efeito da adicao de FB 28 (0,1%) em ChinNPV
e HzNPV foram realizados em casa de vegetacdo e campo. Plantas de soja foram
pulverizadas com duas concentracdes de cada isolado viral, ChinNPV e HzNPV, e as
mesmas concentragdes combinadas com FB 28 (0,1%). Foliolos de soja foram coletados
imediatamente e em diferentes periodos apds as aplicacdes e oferecidos as lagartas em
laboratério. A mortalidade foi avaliada diariamente até o 12° dia. Os dados foram
submetidos a Anélise de Sobrevida de Risco Competitivo, seguindo o modelo de Fine &
Gray, para comparar as curvas de incidéncia acumulada de morte. Os resultados obtidos
em laboratério indicam que a combina¢do NPV / FB 28 (0,1%) mostra efeito sinergista
tanto para ChinNPV quanto para HZNPV, aumentando a atividade viral e diminuindo o
tempo médio de mortalidade. A adicdo de FB 28 (0,1%) para ChinNPV reduziu a CLs
em lagartas de terceiro e quarto instares. Foi observada uma reducdo significativa no
rendimento de COs / mg de larvas em insetos tratados com FB 28 (0,1%), independente
da temperatura de incubagdo. Em casa de vegetacdo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as curvas da incidéncia acumulada de morte entre as maiores
concentragdes de virus com ou sem FB 28. Em condi¢des de campo, FB 28 (0,1%)
incrementou a atividade viral de ChinNPV e HzNPV, quando associado a concentracdes
mais elevadas de virus, em até 120h apds a aplicacdo. O uso do FB 28 ndo proporciona
beneficios para a produ¢dao em massa do ChinNPV. No entanto, a magnitude da reducdo
nas CLsy e a diminui¢do do tempo médio de mortalidade (TMM), indicam que FB 28
aumentou a viruléncia de ChinNPV e HzZNPV

Palavras-chave: Baculoviridae; branqueadores Oopticos; Chrysodeixis includens
(Walker); Helicoverpa armigera (Hiibner); sinergismo



ABSTRACT

Virus-based insecticides have been used as biological pest control in several
countries/regions around the world, mainly due to their specificity and safety to non-
target organisms. However, their acceptance as bioinsecticides is limited because of
their relatively slow action. To circumvent these bottlenecks and improve nuclear
polyhedrosis virus (NPV) performance, synergistic agents were studied. This work
aimed to evaluate effective of optical brightener additions in Chrysodeixis includens
nucleopoliedrovirus (ChinNPV) e Helicoverpa zea nucleopoliedrovirus (HzZNPV) viral
activity in laboratory, greenhouse and filed. In laboratory, three concentrations (ranging
from 0.025% to 1.5%) of the six products (Fluorescent Brightener 28 - FB 28; 4,4'-
Diamino-2,2'-stilbenedisulfonic acid; Calcofluor White Stain; boric acid; chlorfluazuron
and umbeliferone), in combination with NPV isolates (5.000 CO.ml"" ChinNPV e 1.000
CO.mlI" HzNPV) were incorporated into the artificial diet, without formalin.
Fluorescent Brightener 28 (0.1%) was added to seven concentrations ChinNPV. Early
3rd instar soybean loopers feeding on the diet ad libitum were kept in trays in
environmental chambers (26 + 2°C, 70 £ 10%, 14-h photophase). The influence of FB
28 (0.1%) on the larval weight, survival and occlusion bodies (OB) yield on
Chrysodeixis includens third and fourth instar larvae was examined. Experiments on the
efficacy of optical brightener formulations of ChinNPV and HzZNPVwere conducted on
soybean in greenhouses and field. Soybean plants were sprayed with two concentrations
of each viral isolate, ChinNPV and HzNPV, and the same concentrations combined
with FB 28 (0.1%). Leaflets were collected immediately and at different periods after
applications and offered to soybean loopers. Mortality was assessed daily until the 12th
day. Data were submitted to the Competitive Risk Survival Analysis, following the Fine
& Gray model, to compare curves of cumulative incidence of mortality. Bioassays
indicate that NPV/FB 28 (0.1%) combination showed synergist effect and the infectivity
of ChinNPV and HzNPV, increased the activity viral and decreasing mean time to
mortality. Addition of the selected optical brightener FB 28 (0.1%) to ChinNPV
reduced the LCsg also enhanced mortality in third and fourth instar larvae. A significant
decreasing in the yield of OBs/mg larval weight was observed in FB 28 (0.1%) treated
insects, independent of temperature. In greenhouse, no significant differences were
observed among the curves of cumulative incidence of mortality among the highest
virus concentrations with or without FB 28. Under field conditions, FB 28 (0.1%)
promoted enhancement in viral activity of ChinNPV and HzZNPV when associated with
highest doses of NPV, in up to 120 h after application. We conclude that use of FB 28
did not provide benefits for the mass production of ChinNPV. However, the magnitude
of reduction in LCsps and the lower mean time to death (MTD) in C. includens indicated
that FB 28 greatly enhanced the virulence of the ChinNPV and HzZNPV.

Key-words: Baculoviridae; optical brighteners; Chrysodeixis includens (Walker);
Helicoverpa armigera (Hiibner); synergism
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INTRODUCAO GERAL

A soja € uma das principais commodities produzidas no Brasil e apresenta uma
ampla gama de artrépodes-praga, com grande destaque para lagartas desfolhadoras da
familia Noctuidae. Dentre as espécies de maior importincia no cendrio atual,
Chrysodeixis includens (Walker, [1858]) é uma espécie de grande poder destrutivo, cujo
habito de permanecer se alimentando em extratos mais baixos das plantas dificulta seu
controle (Moscardi et al., 2012). Helicoverpa armigera (Hiibner, 1809), espécie recém-
introduzida no Brasil, também vem causando considerdveis perdas de producdo ao
cultivo da soja (Sosa-Gémez, 2017), além de apresentar amplo potencial de distribuigdo,
representando grande risco para as lavouras (Kriticos et al., 2015).

O uso de inseticidas quimicos € o principal método de controle para estas
espécies. No entanto, aplicacOes constantes de agrotoxicos afetam o equilibrio do
agroecossistema por eliminar inimigos naturais (Bueno et al., 2012), além de aumentar a
pressao de selecao de populacdes de insetos resistentes (Sosa-Gémez; Omoto, 2012). O
uso de entomopatdgenos no controle biolégico de pragas se apresenta como alternativa
em areas que recebem frequentes aplicagdes de inseticidas quimicos (Rossi-Zalaf et al.,
2008), auxiliando no manejo de populacdes resistentes e, pelas suas caracteristicas
segue as premissas do manejo integrado de pragas (MIP).

Dentre os entomopatégenos que podem ser utilizados em programas de controle
bioldgicos, os virus entomopatogénicos destacam-se por sua viruléncia e especificidade
em relacdo ao hospedeiro, oferecendo assim segurangca a organismos ndo alvo,
vertebrados e ao meio ambiente (Moscardi, 1998). Os principais grupos utilizado em
programas de controle biolégico sdo os virus de granulose e poliedrose nuclear, que
pertencem a familia Baculoviridade, composta por quatro géneros: Alphabaculovirus,
Betabaculovirus, Deltabaculovirus e Gamabaculovirus (Jehle et al., 2006).

Um dos principais programas de controle biolégico j4 realizado envolvendo o
uso de baculovirus foi o Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) no Brasil, para controle da lagarta da soja (Moscardi, 1989). Também no
Brasil, outras espécies t€m sido estudadas, como o Erinnyis ello granulovirus, ErelGV)
(Bellotti, 2002) e Condylorrhiza vestigialis multiple nucleopolyhedrovirus (CvMNPV)
(Castro et al., 2009) e o baculovirus de Spodoptera frugiperda (Valicente et al.,2013).
Outros casos de grande importancia mundial sd3o o virus de poliedrose nuclear de

Helicoverpa spp., nos EUA, China e Austrédlia (Tang et al., 2011), além de virus de
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poliedrose nuclear de espécies do género Spodoptera na China, Japao, EUA,
Guatemala, Colombia, e Europa; e o Cydia pomonella granulovirus (CpGV) nos EUA,
Argentina e Europa (Haase et al., 2015).

A infeccdo por baculovirus ocorre via ingestdo dos corpos proteicos de oclusdao
(CO) pelos insetos em sua fase larval. A matriz proteica € dissolvida no intestino médio
devido ao pH fortemente alcalino, liberando virions no limen digestivo (Moore et al.,
1987). As particulas infectivas do virus em sua forma ndo-oclusa (BV) penetram nas
células epiteliais do intestino médio, os nucleocapsideos migram através do citoplasma
da célula e, no caso de NPV’s, penetram através dos poros nucleares, atingindo o
nucleo, onde ird ocorrer a transcricado dos genes do virus e a replicacdo do seu genoma
(Granados, 1980; Granados; Williams, 1986).

Nessa fase primdria de infeccdo sdo sintetizados no nucleo apenas
nucleocapsideos, que passam pelo nicleo e atravessam a membrana basal das células,
adquirindo um novo envelope, formando os budded virions” (BVs). Os BVs, espalham-
se e provocam infec¢des secunddrias em outros tecidos do hospedeiro, disseminando-se
de célula para célula (Granados, 1980; Granados; Williams, 1986). A forma oclusa é
produzida ao final da infeccdo, onde os virions sdo "envelopados" e sdo produzidos os
poliedros, ou corpos poliédricos de oclusao (CO) (Federici, 1997). Quando os niucleos
das células infectadas tornam- se repletos de COs, ocorre a ruptura das membranas
celulares e a liberagdo de grande quantidade de COs na hemolinfa do hospedeiro.

No entanto, apesar das vantagens apresentadas pela alternativa do uso de
baculovirus e de seu grande potencial de uso em programas de manejo integrado de
pragas, alguns gargalos ainda limitam sua expansdo como agentes de controle bioldgico.
Alguns destes aspectos limitantes envolvem fatores ambientais que interferem na
eficiéncia a campo, como temperatura, precipitacdo pluviométrica, pH, raios UV e
umidade (Ignoffo, 1992). Além disso, o tempo letal relativamente longo quando
comparado aos inseticidas quimicos € um dos fatores que geram resisténcia ao uso
bioinseticidas virais. Este aspecto se torna ainda mais preocupante em situagdes em que
a populacdo da praga estd num nivel de alta densidade populacional, a partir do qual s6
existe como opcao o controle quimico (Szewczik et al., 2006). O tempo entre a ingestao
dos poliedros, o inicio da infec¢do e a morte do inseto varia entre 4 a 14 dias, sendo que
o pico de mortalidade ocorre geralmente entre 6 e 8 dias, para virus de poliedrose
nuclear (NPV) (Federici, 1997). A lagarta permanece no campo se alimentando até 4

dias apds a aplicacdo, causando danos a lavoura. A ac¢@o de inseticidas quimicos é bem
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mais rapida, o que leva os produtores a adotarem preferencialmente o controle quimico
em detrimento do uso de baculovirus (Inceoglu et al., 2006).

Visando contornar esses gargalos e melhorar a eficiéncia de baculovirus como
bioinseticidas agentes quimicos tém sido estudados (Lasa et al., 2007; Okuno et al.,
2003; Martinez et al., 2010; Zamora-Aviles et 1., 2013). A interacdo de micro-
organismos com produtos quimicos pode resultar em efeitos sinérgicos, nulos ou
deletérios sobre os agentes de controle biolégico (Alves et al., 1998). Branqueadores
opticos derivados do &cido estilbeno podem aumentar a atividade viral, promovendo
assim efeito sinérgico na associacdo com baculovirus isolados de lepidépteros (Morales
et al., 2001; Shapiro, 2000). No entanto, resultados conflitantes sobre a acdo destes
produtos como agentes sinergistas t€ém sido encontrados na literatura, o que indica que a
acdo promovida pelos branqueadores Opticos depende do sistema de interagdo patdgeno-
planta- inseto (Black et al., 1997). Sendo assim, o uso destes produtos como agentes
sinergistas de baculovirus em controle de lagartas ainda requer estudos de validacdo de
seu uso em condicdes de campo.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo geral determinar se a atividade
viral de ChinNPV e HzNPV pode ser aumentada pelo uso de branqueadores 6pticos,
potencializando seu efeito inseticida no controle de C. includens e de H. armigera,
respectivamente.

Os seguintes objetivos especificos também foram foco deste estudo:

e Selecionar branqueadores 6pticos visando reduzir o tempo médio de mortalidade
(TMM) dos isolados de ChinNPV e HzNPV em lagartas de terceiro e quarto
instares de C. includens e de terceiro instar de H. armigera, respectivamente.

e Determinar o efeito da adicdo de um branqueador 6ptico na CLsy e CLgoy de
ChinNPV para o controle de C. includens.

e Auvaliar o efeito da adicdo de um branqueador dptico na produgdo de corpos
poliédricos de oclusdo, de ChinNPV inoculado em lagartas de terceiro e
quarto instares de C. includens, sob trés diferentes temperaturas em
laboratorio.

e Avaliar, em casa de vegetacdo, o efeito de um branqueador 6ptico ja testado em
laboratério e combinado com virus de poliedrose nuclear (NPV) visando controle

de C. includens e H. armigera.

e Avaliar, a campo, o efeito de um branqueador Optico ja testado em laboratdrio e

combinado com NPV visando controle de C. includens e H. armigera.
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CAPITULO 1 -Avaliacao do potencial sinergista de agentes quimicos combinados
com isolados de ChinNPV e HzNPV e seu efeito um branqueador optico na
producio de corpos poliédricos de oclusao de ChinNPV em diferentes
temperaturas

RESUMO

Virus entomopatogénicos tém sido utilizados no controle bioldgico de pragas em
diversas regides do mundo. No entanto, seu uso tem sido limitado em funcio do tempo
letal relativamente lento. Este aspecto pode ser contornado com o uso de branqueadores
opticos em formulacdes de bioinseticidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da adicdo de agentes quimicos na atividade viral de ChinNPV e HzNPV. Em
laboratério, foi conduzido um foram testados isolados de NPV de Chrysodeixis
includens (ChinNPV) e de Helicoverpa armigera (HzZNPV), combinados com seis
produtos (Fluorescent Brightener 28 (FB 28); 4,4’-Diamino-2,2'-stilbenedisulfonic acid;
Calcofluor White Stain; 4cido boérico; chlorfluazuron e umbeliferona). O produto
selecionado nesta etapa foi utilizado nos bioensaios seguintes. FB 28 a 0,1% foi
adicionado a diferentes concentragdes de ChinNPV e oferecido a lagartas de terceiro e
quarto instares, visando a estudar seu efeito na CLsy, CLgy € no tempo médio de
mortalidade de C. includens. Para determinar o efeito de FB 28 (0,1%) na produgdo de
corpos de oclusdo (CO’s) de ChinNPV, foram conduzidos bioensaios em trés diferentes
temperaturas: 22° C, 26° C e 30° C. A adicao de FB 28 (0,1% m/v) apresenta um efeito
sinérgico quando associado a ChinNPV e HzNPV, aumentando a atividade dos isolados
de NPV ao reduzir o TMM além de promover a incremento da mortalidade. A adic¢do de
FB 28 (0,1%) a ChinNPV reduz a CLsy de 4.476,1 CO.ml"' para 23,1 CO.ml" em
lagartas de terceiro isntar de C. includens, e de 9.962,0 CO.ml™ para 749,8 CO.ml! em
lagartas de quarto instar, assim como também promoveu reducdo da CLyy de ChinNPV.
A producao de CO’s foi maior no tratamento controle que no tratamento com adig¢do de
FB28, em todas as temperaturas de incubagdo. Uma significativa reducdo na producio
de CO’s por peso larval (CO’s/mg) foi observada nos insetos tratados com FB 28
(0,1%). Conclui-se que o uso de FB 28 (0,1%) ndo promove beneficios para uso em
producdo massal de ChinNPV. Entretanto, a magnitude da reducdo da CLsj e reducdo
do TMM em C. includens, indica que FB 28 aumenta a eficiéncia de de ChinNPV.

Palavras-chave: Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus; Helicoverpa zea
nucleopoliedrovirus; fluorescent brightener 28; temperatura; produgdo viral
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ABSTRACT

Entomopathogenic viruses have been used as biological pest control in several
countries/regions around the world. However, their use has been limited because of their
relatively slow action. This bottleneck can be circumvented with synergistic chemical
agents, like optical brighteners. This work aimed to evaluate effective of chemical
agentsadditions in ChinNPV and HzNPV viral activity in laboratory. Three
concentrations (ranging from 0.025% to 1.5%) of the six products (Fluorescent
Brightener 28 - FB 28; 4,4'-Diamino-2,2'-stilbenedisulfonic acid; Calcofluor White
Stain; boric acid; chlorfluazuron and umbeliferone), in combination with NPV isolates
(ChinNPV e HzNPV) were incorporated into the artificial diet, without formalin.
Fluorescent Brightener 28 (0.1%) was added to seven concentrations of ChinNPV.
Early 3" instar larvae feeding on the diet ad libitum were kept in trays in environmental
chambers (26 + 2°C, 70 £ 10%, 14-h photophase). The influence of FB 28 (0,1%) on
the growth, survival and occlusion bodies (OB) yield of Chrysodeixis includens larvae
placed on treated diet in the third and fourth instar, incubated in 22°, 26° e 30° C, was
examined. Mortality was assessed daily until the 12" day. Data were submitted to the
Competitive Risk Survival Analysis, following the Fine & Gray model, to compare
curves of cumulative incidence of mortality. The most efficient brightener was FB28.
Laboratory bioassays indicate that NPV/FB 28 (0.1%) combination show synergist
effect and the infectivity of ChinNPV and HzNPV. The addition of FB28 (0.1%) greatly
increased the activity of NPV, decreasing mean lethal time and increasing mortality.
Addition of the selected optical brightener FB 28 (0.1%) to ChinNPV reduced the LCsg
from 4,476.1 OB.ml"' to 23.1 OB.ml"" in 3" instar larvae and from 9,962.0 OB.ml"' to
749.8 OB.ml"'  in 4" instar larvae, as well as reduced the LCyy of ChinNPV. The
addition of FB 28 (0.1%) to the virus also enhanced mortality in fourth instar larvae.
The total yield of ChinNPV OB per larva was greater in controls than FB 28 (0.1%) in
all incubation temperatures. A significant decreasing in the yield of OB/mg larval
weight was observed in FB 28 (0.1%) treated insects. We conclude that use of FB 28
did not provide benefits for mass production of ChinNPV. However, the magnitude of
reduction in LCsy and decreasing lethal time in C. includens indicated that FB 28 greatly
enhanced the virulence of the ChinNPV.

Key-words: Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus; Helicoverpa zea
nucleopolyhedrovirus; fluorescent brightener 28; temperature; viral yield
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INTRODUCAO

Estratégias atuais para controle de lepidopteros praga na cultura da soja devem
incluir, além de inseticidas quimicos, uso de tecnologia Bt e inseticidas bioldgicos.
Bioinseticidas virais podem ser uma valiosa adi¢cdo ao conjunto de estratégias de
manejo integrado (Chikhalya et al., 2013).

Inseticidas a base de virus t€ém sido amplamente utilizados em programas de
controle biolégico em diversas regides do mundo (Moscardi et al., 2011). A familia
Baculoviridae é a mais pesquisada e utilizada no controle biolégico de lepiddpteros
praga (Jehle et al., 2006). Um das caracteristicas de baculovirus € a producdo de
estruturas denominadas corpos de oclusdao (CO’s), que sdo liberados no ambiente apds a
morte do inseto infectando e gerando uma fonte de indculo para outros insetos
sauddveis (Granados, 1980). Sdao considerados promissores agentes de controle
bioldgico, devido a sua especificidade e seguranca a organismos nao-alvo (Lacey et al.,
2015).

Apesar dos beneficios que podem ser obtidos com o uso de baculovirus em
controle bioldgico de lepiddpteros-pragas, alguns aspectos ainda limitam a expansdo de
seu uso na agricultura. Um dos fatores criticos relacionados a limitacdo do uso de
baculovirus é a agdo relativamente lenta desses agentes em matar o inseto alvo, que
permanece por mais tempo no campo, causando danos a lavoura (Moscardi, 1999) e
limitagdes no processo de producdo (Moscardi et al., 1997; Valicente et al, 2013).
Estratégias t€ém sido pesquisadas para melhorar a atividade dos baculovirus como a
adicdo de substancias quimicas ou bioldgicas com efeito sinergista as formulacdes de
virus (Shapiro, 2000; Morales et al., 2001; Wang: Granados, 2000). Os produtos mais
estudados sdo os branqueadores Opticos, principalmente os derivados do &cido
estilbeno, que sdo conhecidos por aumentar a atividade viral, sendo ferramentas
potencialmente uteis para o controle de uma grande nimero de lepiddpteros praga,
proporcionando aumento de eficacia e reducdo de tempo letal (Okuno et al., 2003;
Morales et al., 2001; Shapiro, 2000)

O Fluorescent Brightener 28 (FB 28) ¢ também conhecido como Calcofluor 28,
Tinopal UNPA-GX e Calcofluor M2R. E um branqueador fluorescente que se liga
fortemente a quitina e celulose, muito utilizado como corante de parede celular em
plantas superiores, algas e fungos, por apresentar fluorescéncia aumentada ao se ligar a

quitina (Herth & Schnepf, 1980). Outro produto conhecido por sua acdo como
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branqueador Optico € a umbeliferona, uma substincia organica natural pertencente a
familia das cumarinas, quimicamente descrita como o composto 7-hidroxicumarina. E
utilizada na composi¢cao de cosméticos de protecdo solar dada a sua forte capacidade de
absorver radiacdo ultravioleta. Assim como estilbenoides, cumarinas revelam uma
fluorescéncia a luz UV (Waksmundzka et al., 2006). Branqueadores &pticos atuam
inibindo a sintese de quitina na membrana peritréfica, tornando assim o intestino médio
mais suscetivel a agentes infecciosos (Sheppard & Shapiro, 1994; Wang & Granados,
2000; Reddy et al., 2008), além de retardar significativamente o desenvolvimento larval
(Zhu et al., 2007). Em termos de aumento de atividade viral, bons resultados também
tém sido obtidos com acido bérico (Morales et al., 2001; Cisneros et al., 2002), doses
subletais de inseticidas (Liao et al., 2016) e azadiractina (Zamora-Avilés et al. 2013;
Mascarin & Delalibera, 2012). No entanto, o resultado da interagdo entre esses agentes
quimicos e entomopatdégenos depende do inseto hospedeiro, da linhagem destes
patégenos, da natureza quimica dos produtos, de sua concentracdo e da viruléncia dos
CO’s (corpos de oclusao) (Rossi-Zalaf et al., 2008). A viruléncia dos COs (Liao et al.,
2016) é medida em termos concentracao-mortalidade, velocidade de morte e producio
de CO (Moscardi et al., 2011). O niimero de CO’s produzido por lagarta ¢ aspecto de
grande importancia para a producdo massal de baculovirus para bioinseticidas e para sua
dispersdao no campo. Diversas técnicas tém sido propostas para aumentar a producao de
virus (CQO’s), incluindo dose especifica de indculo, estdgio de inoculagdo (Narayanan &
Jayaraj, 2002), além de otimizacdo da temperatura de criacdo e tempo de colheita dos
insetos infectados (Cherry et al., 1997; Subramanian et al., 2006). Outros fatores que
afetam a producao de baculovirus sdo a duracio de infeccao (Takatsuka et al., 2007) e a
taxa de crescimento do hospedeiro durante o periodo entre inoculagdo e morte
(Subramanian et al., 2006), visto que prolongar a duracdo do estigio larval também
pode contribuir para o aumento da producdo de CO’s (Liao et al., 2016).

O efeito de produtos sinergistas na produgdo de corpos de oclusdo tém sido
investigado por Zamora-Aviles et al. (2013), que estudaram o efeito da adicdo de
azadiractina a um isolado de NPV de S frugiperda. Porém, o efeito da adicdo de
branqueadores Opticos sinergistas na produgdo de CO’s carece de investigagao.

Este trabalho teve como objetivo determinar o efeito da adi¢do de branqueadores
Opticos como agentes sinergistas associados a ChinNPV e HzNPV, além de investigar o efeito
da interac¢@o do produto selecionado na CLsg e CLgg € na producao de corpos poliédricos de

oclusdo de ChinNPV em diferentes temperaturas de incubagao.
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Portanto, as hipoteses testadas neste estudo foram:

1. A atividade viral de ChinNPV e HzNPV pode ser aumentada em fungao
da adi¢@o de agentes quimicos com potencial sinergista relatados na literatura?

2. O branqueador 6ptico testado pode causar reducdo da CL50 e da CL90
de ChinNPV em lagartas de Chrysodeixis includens de terceiro e quarto instares?

3. A adicdo de branqueador 6ptico a ChinNPV pode afetar o peso larval e
da producdo de corpos de oclusdo em lagartas de Chrysodeixis includens de terceiro e
quarto instares?

4. A temperatura de incubacdo de lagartas de Chrysodeixis includens
infectadas com ChinNPV, com e sem adi¢do de branqueador Optico, afeta varidveis

como tempo e porcentagem de mortalidade, peso larval e producao de poliedros?

MATERIAL E METODOS

Colonia de insetos

Os insetos utilizados neste estudo foram obtidos a partir da criacdo de
manuten¢do de lagartas da Embrapa Soja. Inicialmente, as colnias de C. includens e H.
armigera utilizadas foram provenientes de coletas realizadas a campo e multiplicadas
no em laboratério. Os adultos foram mantidos em gaiolas para oviposicao e as lagartas
foram criadas em dieta artificial baseada em Greene et al. (1976), modificada por
Hoffman Campo et al., (1985), mantidas em camara climatizada a 26° C, 60%UR, e

fotofase de 14 horas.

Obtencao dos isolados de virus de poliedrose nuclear

Foram testados dois isolados de virus de poliedrose nuclear (NPV) disponiveis
na colecdo de virus entomopatogénicos da Embrapa Soja, armazenados em freezer a -20
°C. ChinNPV (CNPSo-VPN168) foi obtido a partir da coleta de lagartas de C. includens
infectadas em drea de cutivo de soja em Iguaracu, PR, durante a safra 2005/2006. Em
todos os bioensaios, foram utilizados isolados a partir de corpos de inclusdo ja
purificados (Alexandre et al., 2010). HzNPV (CNPSo-VPN 172) foi o isolado e

caracterizado anteriormente por Ardisson-Araujo et al., (2015).
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Procedimentos para realizacao dos bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos incorporando-se 10 ml da suspensdo viral a 90
ml da dieta artificial, resfriada a 50° C (Morales; Moscardi, 1993), com o auxilio de
uma batedeira. As concentragdes utilizadas dos isolados foram 1x10° CO.ml'1, para
HzNPV, e 5x10° CO.ml'l, para ChinNPV, com base na CLsy de cada isolado
estabelecida em testes anteriores (Alexandre et al., 2010; Ardisson-Araujo et al., 2015).
Apds a homogeneizagdo, a dieta contendo a suspensdo viral foi vertida em bandejas
plasticas (32 células de 27 ml; Advento do Brasil, Diadema, SP). Em cada célula da
bandeja foi transferida uma lagarta de terceiro instar. O delineamento experimental em
todos os procedimentos em laboratério foi inteiramente casualizado, com 3 repeticoes
no tempo e numero de subamostras (insetos) varidvel (32 a 64). As bandejas de
bioensaios foram mantidas em B.O.D. a 26 + 2°C; 70 + 10% e 14h de fotofase. A

mortalidade foi avaliada diariamente do primeiro ao décimo segundo dia.

Selecao de produtos com potencial sinergista associados a virus de poliedrose
nuclear

Em laboratério, seis produtos, em diferentes concentracdes, que foram
combinados com concentragdes padronizadas de ChinNPV (5,0 x 10° CO.mL’l) e
HzNPV (1,0 x 10* CO.mL™") (Tabela 1). Estes foram incorporados em dieta artificial
sem formol, resfriada a 50° C (Morales; Moscardi, 1993) e oferecidos a lagartas de

terceiro instar de C. includens e H. armigera, respectivamente.
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Tabela 1. Relagdo de produtos com potencial sinergista utilizados em combinag@o com ChinNPV (5,0 x
10’ CO.mL") e HzNPV (1,0 x 10° CO.mL™).

Produto Férmula Quimica Grupo Quimico Empresa Concentragdo
¢ L o 1 o 0,025% e
Acido Boérico H;BO; Acido médio Quimidrol 0.05% (m/v)

Regulador de Sppme

Chlorfluazuron C,oHyCl3FsN;05 Sigma-Aldrich

crescimento de insetos 10ppm (m/v)
Acido 4,4'-
Diamino-2,2'-
estilbeno C4H14N,O6S, Sal dissodio Sigma-Aldrich
dissulfonico 0,5%, 1.0% e
(DES) 1,5% (m/v)
Calcofluor White  CyoHuN1,0yS,+  Derivado dodcido 0,5%, 1,0% e
Stain CaHpNeNaO,s, ~ ostilbeno (0.19%) +  Fluka 1.5% (V/v)
3TT2NETEAT1404 corante (0,05%) 7
Fluorescent Derivado do 4cido 0,025%,
Brightener 28 C40H44N12010$2 estilbeno Slgma-AldrlCh 0,05% (S 0,1%
(FB 28) (m/v)
Derivado de
Umbeliferona CoHgO4 cumarinas: 7- Sigma-Aldrich O,l‘?ns‘(/)),S%
hidroxicumarina

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

Efeito de Fluorescent Brightener 28 na concentracao letal dos isolados de virus de
poliedrose nuclear e tempo de sobrevivéncia

A CLsp do isolado viral foi determinada a partir de seis concentragdes de
ChinNPV para lagartas de 3° instar de C. includens (250; 750; 2.250; 6.750; 20.250;
60.750 CO.ml'l) e seis concentragdes para lagartas de 4° instar (1.875; 3.750; 7.500;
15.000; 30.000; 60.000 CO.ml'l). Mesmo procedimento foi utilizado para determinar o
efeito de FB 28 (0,1%) na CLsy concentracoes de ChinNPV para lagartas de 3° instar de
C. includens (10; 20; 40; 80; 160; 320 CO.ml'l) e para lagartas de 4° instar (440; 660;
980; 1.480; 2.230; 3.330 CO.ml'l). As lagartas foram inoculadas em dieta artificial a
50°C (Morales e Moscardi, 1993) e vertidas em bandejas plasticas de 32 células. Em
cada célula foi adicionada uma lagarta (40 lagartas/concentra¢do). A mortalidade das

lagartas foi avaliada diariamente.

Efeito de Fluorescent Brightener 28 na producao de corpos poliédricos de oclusao
de ChinNPV em lagartas de Chrysodeixis includens
O efeito de Fluorescent Brightener 28 (FB 28) na produg¢ao de corpos de oclusao

de ChinNPV foi determinado através de bioensaios conduzidos em trés temperaturas:



27

22° C, 26° C e 30° C. Larvas de C. includens de 3° e 4° instares foram alimentadas com
dieta artificial inoculada com NPV na concentraciao 5x10° CO.ml! e 4x10* CO.ml'l,
respectivamente, combinados com FB 28 a 0,1% (0,1g/100ml). Foram utilizadas
lagartas de terceiro e quarto instares, individualizadas em bandeja plédstica com tampa
(32 células de 27 ml, Advento do Brasil, Diadema- SP) e mantidas em BOD. Os
bioensaios foram repetidos quatro vezes, sendo utilizadas em média 30 lagartas por
repeticdo. A mortalidade foi avaliada diariamente. A coleta de lagartas mortas por virus
e a contagem de CO foi feita conforme metodologia descrita por Lasa et al. (2007).
Larvas moribundas, que apresentavam sinais claros de infec¢cdo por ChinNPV, foram
transferidas individualmente para tubos tipo eppendorf (1,5ml), num total de 30 lagartas
por tratamento Quando foi registrada a mortalidade, as larvas foram pesadas e,
posteriormente, congeladas a -20 °C. Foi adicionado 1 ml de &4gua destilada e
esterilizada a cada eppendorf. Esta suspensdo foi descongelada e submetida a agitacao
em agitador de tubos tipo vortex (2.800 rpm). A suspensdo resultante foi diluida e
ajustada em uma suspensao final com volume de 10 ml, que foi utilizada para contagem
de CO. O nimero de CO em cada larva foi determinado através de contagem em cimara
de Neubauer espelhada (Boeco, Alemanha), sob microscopio de contraste de fase com
aumento de 400X, sendo realizadas duas amostragens para cada larva. A relacdo entre a
producdo e CO e o peso das lagartas (CO’s/mg) foi estimado baseado no peso larval

registrado no dia da morte.

Analise de dados
O tipo de interacdo entre os produtos e os isolados de NPV foram determinadas
em funcdo do fator de cotoxicidade (CTF), calculado a partir da equagcdo proposta por

(Mansour et al., 1966):

CTF

0c-0
:M*IOO
Oe

Onde:

Oc: porcentagem de mortalidade observada na combinagdo entre produto e NPV

Oe: porcentagem da mortalidade esperada, isto €, a soma da porcentagem de
mortalidade obtida em cada tratamento individualmente.

Os resultados foram divididos em trés categorias: quando CTF foi positivo, igual

ou superior a 20, o efeito foi considerado sinergista; para o CTF negativo igual ou
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superior a 20, foi considerado efeito antagbnico; e para o CTF entre -20 e +20, o efeito
foi considerado aditivo.

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

Y(D4*N4+ D5*N5+..+Dn*Nn)
N total

TMM =

Onde:

D= dia de avaliagcao

N= nimero de lagartas mortas no dia D

N total= niimero total de lagartas mortas no tratamento

Os dados de mortalidade foram submetidos ao método de Andlise Sobrevivéncia
de Riscos Competitivos (ASRC) (Colosimo; Giolo, 2006), visto que, além da
mortalidade causada pelos isolados de NPV (causa 1), também foi observada
mortalidade ocasionada por causas desconhecidas (causa 2). Todas as varidveis de
tempo até a ocorréncia de um evento foram analisados sob a abordagem ndo
paramétrica na ASRC e os testes para comparar as curvas dos tratamentos foram o teste
de Gray (1988) e o de Fine-Gray (1999), que leva em conta todos os tempos ¢. Na
presenca de riscos competitivos tem-se que: a) os individuos estdo sob risco de falha
por k causas diferentes; e b) a ocorréncia de uma das k causas impede que se observe a
ocorréncia de qualquer outra. Portanto, k= /,2 denota as causas de falha (1 = morte por
virus e 2 = morte por causa desconhecida). O tempo ¢ denota os dias, ou seja, t=0, 1, 2,
3, ..., 12 dias. Assim a falha, F(t| x)=P(T<t |x), é que denota a probabilidade de um
individuo sob risco, e com vetor de covaridveis x, apresentar o desfecho até o tempo z.
A varidvel resposta no modelo de sobrevivéncia € o tempo e as covaridveis sdo 0s
tratamentos, as datas e as temperaturas estudadas.

Demais varidveis resposta, como peso de lagartas (mg) e nimero de poliedros
(CO/mg e CO/ lagarta) foram analisados por Andlise de varidncia (ANOVA), apds
serem submetidos aos testes que verificam as pressuposi¢des de normalidade e
independéncia dos residuos (Shapiro; Wilk, 1965;), a homogeneidade de variancia dos
tratamentos (Burr & Foster, 1972), nao-aditividade do modelo (Tukey, 1949). Apdés as
andlises exploratérias e atendidos os pressupostos, foram realizadas Andlises de
Variancias (ANOVA) e a comparacdo multiplas de médias pelo teste de Tukey (p <

0,05) (Steel & Torrie, 1960). Quando necessario, os dados foram transformados por log
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(x+1) e entdo submetidos a ANOVA. Dados de mortalidade referentes a determinagao
da CLsp e CLgy foram analisados utilizando a classe modelos Weibull-2 (Ritz, 2010),
que na parametrizacio utilizada corresponde ao modelo linear generalizado com fungao
de ligacdo complemento log-log.

Todas as andlises e ajustes de modelos foram realizados utilizando o software R,

versdo 3.4.1 (R CORE TEAM, 2014), por meio dos pacotes cmprsk (Gray, 2014).

RESULTADOS

Selecio de produtos com potencial sinergista associados a ChinNPV e HzZNPV

Os efeitos dos diferentes agentes adicionados a ChinNPV e HzNPV estao
descritos nas tabelas 2 e 3. O Fluorescente Brightener 28 (FB 28), nas concentracdes
0,05% e 0,1%, foi o unico produto que apresentou interagdo sinérgica quando
combinado com NPV (Tabelas 2 e 3). O tratamento com FB 28 (0,1%) adicionado a
ambos os isolados foi superior a todos os demais tratamentos, promovendo o aumento
da porcentagem de mortalidade em larvas de 3° instar de C. includens e H. armigera, de
45,9% para 98,6% e de 53,1% para 97,8%, respectivamente, além da redu¢do do tempo
médio de mortalidade de 8,45 dias para 5,93 dias em C. includens e de 7,47 dias para
5,30 dias em H. armigera (Tabelas 2 e 3).

A mortalidade de lagartas de C. includens e H. armigera nos tratamentos com a
presenca de produtos, mas sem NPV, foi superior a testemunha (somente dieta) em
todos os casos. Porém, por apresentarem mortalidade de lagartas em taxas relativamente
baixas, o efeito de toxicidade destes compostos nestas espécies mostra-se limitado
(Tabelas 2 e 3).

A mortalidade foi significativamente diferente entre as combinagdes, tanto em
termos de porcentagem, tempo médio de mortalidade e interacdes entre virus e produtos
quimicos. Um efeito sinérgico foi observado apenas na combinacdo entre FB 28 a
0,05% e 0,1%, em ambos os isolados. Ja para FB 28 a 0,025% foi observado efeito
aditivo, assim como com a adicdo de dcido diamino estilbeno dissulfonico DES a 1,0%
adicionado a ChinNPV (1,0%) e DES (0,5%, 1,0% e 1,5%) adicionado a HZNPV. Com
relacdo as demais combinagdes, em ambos os isolados, foram observados efeitos

antagdnicos (Tabelas 2 e 3). Essas interagdes podem ser observadas visualmente ao se
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comparar as curvas de funcdo de incidéncia acumulada de morte entre os tratamentos

(Figuras 1 a 10).

Tabela 2. Efeito de agentes quimicos adicionados a ChiNPV na mortalidade de lagartas de 3° instar de
Chrysodeixis includens. ChinNPV: 5.000 CO.ml™!

Teste
de
Tratamentos N % mortalidade TMM Oc Oe CTF Efeito Gray
0 (testemunha) 162 6,8 6,96 c
ChinNPV 172 459 8.45 d
FB 28 (0,025%) 178 15.7 7.44 B
FB 28 (0,05%) 96 26,0 8,03 A
Fluorescent Brightener 28 (0,1%) 92 25,0 7.89 A
ChinNPV + FB 28 (0,025%) 166 60,2 772 60,2 61,7 -2,30 Aditivo ¢
ChinNPV +FB 28 (0,05%) 172 86,6 6,70 86,6 72,0 20,3 Sinergismo b
ChinNPV + FB 28 (0,1%) 143 98,6 593 98,6 709 39,0 Sinergismo 2
DES (0,5%) 96 10,4 5,12 N
DES (1.0%) 9 14.6 6.27 BC
DES (1,5%) 96 28,1 7,14 A
ChinNPV + DES (0,5%) 144 36,8 8,37 368 563 -34,6 Antagénico ©
ChinNPV + DES (1,0%) 163 534 820 534 60,5 -11,8 Aditivo d
ChinNPV + DES (1,5%) 131 32,1 7,94 32,1 74,1 -56,7 Antagdnico ©
Calcofluor (0,5%) 926 9.4 5,62 C
Calcofluor (1,0%) 926 18,8 4,77 B
Calcofluor (1,5%) 38 5.7 5.50 C
ChinNPV + calcofluor (0,5%) 95 29,5 8,17 29,5 553 -46,7 Antagbnico ef
ChinNPV + calcofluor (1,0%) 96 47,9 832 479 647 -259 Antagonico 9
ChinNPV + calcofluor (1,5%) 99 283 811 283 516 -452 Antagonico
0,025% dcido bérico 30 6.7 4,00 ¢
0,05% acido bérico 66 13,6 5,75 ¢
NPV + 0,025% acido borico 32 15,6 9,00 15,6 52,6 -70,3 Antagdnico f
NPV + 0,05% acido bérico 64 32,8 6,97 328 59,6 -449 Antagdnico ef
0.1% umbeliferona 9% 7.3 7.07 C
0,5% umbeliferona 96 9.4 5,71 c
NPV + 0,1% umbeliferona 89 41,6 797 41,6 532 -21,9 Antagdnico e
NPV + 0,5% umbeliferona 104 29,8 8,67 29,8 553 -46,1 AntagOnico f
Sppm chlorfluazuron 63 14,3 9,00 C
10ppm chlorfluazuron 63 14,3 10,00 C
NPV + 5ppm chlorfluazuron 65 18,5 9,09 18,5 60,2 -69,3 Antagdnico f
NPV + 10ppm chlorfluazuron 63 36,5 8,78 36,5 60,2 -394 AntagOnico

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Gray. Letras maitsculas referem-
se aos tratamentos testemunha e mindsculas aos tratamentos com virus. FB 28: Fluorescent Brightener 28; DES:
acido diamino estilbene; Calcofluor: Calcofluor White Stain. CTF: fator de cotoxicidade. Oc: mortalidade observada
na combinac¢do entre produto e NPV. Oe: porcentagem da mortalidade esperada (soma da porcentagem de
mortalidade obtida em cada tratamento individualmente). TMM: tempo médio de mortalidade. N: nimero amostral.
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Tabela 3. Efeito de agentes quimicos adicionados a HZNPV na mortalidade de lagartas de 3° instar de
Helicoverpa armigera. HZNPV: 1.000 CO.ml™

Teste de
Tratamentos n % mortalidade TMM Oc Oe CTF Efeito Gray
0 (testemunha) 91 154 8.00 c
HZNPV 9% 531 7.47 d
0,025% FB 28 86 36,0 7,83 B
0,05% FB 28 90 167 747 C
0,1% FB 28 90 12,2 6,76 C
HzNPV + 0,025% FB 28 92 78,3 6,90 78,3 89,2 -12,2  Aditivo [¢
HzNPV + 0,05% FB 28 92 89,1 6,41 89,1 69,8 27,7 Sinergista b
HzNPV + 0,1% FB 28 92 97,8 5,30 97,8 65,3 49,7 Sinergista a
0.5% DES 9 85 6.86 b
1.0% DES 97 82 7,00 b
15% DES 99 212 794 BC
HzNPV + 0,5% DES 92 674 7,70 674 61,6 93 Aditivo d
HzNPV + 1,0% DES 93 63,4 7,79 634 614 34 Aditivo d
HzNPV + 1,5% DES 54 64,8 8,21 64,8 743 -12,8  Aditivo de
1,5 % Calcofluor 32 6,3 7,33 6,3 D
HzNPV + 1,5 % Calcofluor 30 40,0 8,33 40,0 594 -32,6 Antagdnico e
0,05% écido bérico 31 35,5 6,25 35,5 B
0,1% écido bérico 32 50,0 6,15 50,0 A
HzNPV + 0,025% acido bérico 31 22,6 9,00 22,6 89 -74,5 Antagbnico f
HzNPV + 0,05% acido bérico 32 344 8,00 34,4 103,1 -66,7 Antagénico f
0,1% umbeliferona 33 6,1 7,00 6,1 D
0,5% umbeliferona 32 0,0 0,00 0,0 E
HzNPV + 0,1% umbeliferona 30 40,0 8,33 40,0 59,2 -32,4 Antagbnico e
HzNPV + 0,5% umbeliferona 32 37,5 9,11 37,5 53,1 -29,4 Antagbnico e

Meédias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Gray. Letras maidsculas referem-
se aos tratamentos testemunha e mindsculas aos tratamentos com virus. FB 28: Fluorescent Brightener 28; DES:
acido diamino estilbene; Calcofluor: Calcofluor White Stain. CTF: fator de cotoxicidade. Oc: mortalidade
observada na combinacio entre produto e NPV. Oe: porcentagem da mortalidade esperada (soma da porcentagem de
mortalidade obtida em cada tratamento individualmente). TMM: tempo médio de mortalidade. N: nimero amostral.
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ChinSNPV vs. CinSNPV+0,025FB
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Figura 1. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens entre os
tratamentos ChinNPV e ChinNPV + 0,025% FB 28, mostrando efeito aditivo. Causa 1: mortalidade por
virus. Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.
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Figura 2. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens entre os
tratamentos ChinNPV e ChinNPV + 0,05% FB 28, mostrando efeito sinérgico. Causa 1: mortalidade por
virus. Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.
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ChunSNPV vs. ChinSNPV+0.1 FB
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Figura 3. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens entre os
tratamentos ChinNPV e ChinNPV + 0,1% FB 28, mostrando efeito sinérgico. Causa 1: mortalidade por
virus. Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.

ChnSNPV vs. ChinSNPV+1.0 DES
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Figura 4. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens entre os
tratamentos ChinNPV e ChinNPV + 0,5% DES, mostrando efeito aditivo. Causa 1: mortalidade por virus.
Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.
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HzSNPV vs HzSNPV+0.025 FB
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Figura 5. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de H.armigera entre os
tratamentos HZNPV e HzNPV + 0,025% FB 28, mostrando efeito aditivo. Causa 1: mortalidade por virus.
Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.

HzSNPV vs. HzSNPV + 0,05 FB
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Figura 6. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de H.armigera entre os
tratamentos HZNPV e HzNPV + 0,05% FB 28, mostrando efeito sinérgico. Causa 1: mortalidade por
virus. Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.
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HzSNPV vs. HZSNPV + 0.1 FB
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Figura 7. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de H.armigera entre os
tratamentos HZNPV e HzZNPV + 0,1% FB 28, mostrando efeito sinérgico. Causa 1: mortalidade por virus.
Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.

HzSNPV vs. HzSNPV + 0.5 DES
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Figura 8. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de H.armigera entre os
tratamentos HZNPV e HzNPV + 0,5% DES, mostrando efeito aditivo. Causa 1: mortalidade por virus.
Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.
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HzSNPV vs. HzSNPV + 1.0 DES
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Figura 9. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de H.armigera entre os
tratamentos HZNPV e HzNPV + 1,0% DES, mostrando efeito aditivo. Causa 1: mortalidade por virus.
Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.

HzSNPV vs. HzSNPV + 1.5 DES
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Figura 10. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de H.armigera entre os
tratamentos HZNPV e HzNPV + 1,5% DES, mostrando efeito aditivo. Causa 1: mortalidade por virus.
Causa 2: mortalidade por causa desconhecida.
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Efeito de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) na concentracao letal de ChinNPV em
lagartas de Chrysodeixis includens

Chrysodeixis includens de 3° instar: A CLsy de ChinNPV aos 11 dias apds a inoculacao,
foi 4.476 CO.ml" de dieta. Com a adi¢do de 0,1% de FB 28, aos 8 dias apés a
inoculagdo, a CLsg foi reduzida para 23 CO.ml’! (Tabela 4; Figurall). A CLgy ChinNPV
foi reduzida de 12.292 CO.ml™, aos 11 dias apés a inoculacdo, para 79 CO.ml™" aos 8
dias ap0s a inocula¢do, com a adi¢do de 0,1% de FB 28 (Tabela 4; Figura 11).

Chrysodeixis includens de 4° instar: A CLsy de ChinNPV, aos 8 dias apds a inoculacio,
foi 9.692 CO.ml'de dieta. Com a adicio de 0,1% de FB 28, aos 5 dias apés a
inoculagdo, a CLsy foi reduzida para 750 CO.ml! (Tabela 5; Figura 11). A Clg
ChinNPV, aos 8 dias ap0ds a inoculagdo, ndo foi possivel de ser calculada, sendo que o
controle maximo estimado pelo modelo de Weilbull-2 foi de 75,3% (Figura 11). J4 com
a adicdo de 0,1% de FB 28, a CLy, aos 5 dias apds a inoculacdo foi estimada em 2.794
CO.ml"' (Tabela 5; Figura 11).

Tabela 4. Efeito da adi¢do de FB 28 (0,1%) a ChinNPV na CLs, e CLy, de lagartas de terceiro instar de
Chrysodeixis includens obtidas a partir de modelos Weibull-2, com dois parametros.

= ~ Cv CV
Tratamento N DAI b EP e EP CLs, (%) CLy, (%)
ChinNPV 302 11 1.2 0,1 6093,1 676,8 4476,1 46 12291,8 59

ChinNPV + 0,1% FB 28 424 8 10 02 336 2,8 23,1 49 79,1 43
N:ntmero de insetos avaliados; DAI: dias ap6s inoculacio; Concentragdes letais expressas em CO.ml™"

Pardmetros da distribuicio de Weibull-2: b: slope relativo ; é: ponto de inflexdo. EP: erro padrio. CV:
Coeficiente de variacdo.

Tabela 5. Efeito da adi¢do de FB 28 (0,1%) a ChinNPV na CLs, e CLy, de lagartas de quarto instar de
Chrysodeixis includens obtidas a partir de modelos Weibull-2, com dois pardmetros.

5 A Cv CV
Tratamento N DAI p EP e EP CLs, (%) CLy, (%)
ChinNPV 7225 & 0,5 0,1 19431,0 3518,8 9692,0 70 - 121

ChinNPV + 0,1% FB 28 210 5 09 0,2 1120,3 140,0 749,8 48 27935 53
N: nimero de insetos avaliados; DAI: dias apés inoculagio; Concentracdes letais expressas em CO.ml™'

Parametros da distribui¢do de Weibull-2: b: slope relativo ; é: ponto de inflexdo. EP: erro padrdo. CV:
Coeficiente de variagao.
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Figura 11. Curvas de mortalidade de lagartas 3°(C e D) e 4° (A e B) instares de C. includens em resposta
a adicdo de FB 28 (0,1%) a diferentes concentracdes de ChinNPV inoculado em dieta artificial.

Determinacao do efeito da adicio de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) a ChinNPV
na mortalidade de lagartas de Chrysodeixis includens em diferentes temperaturas

A temperatura de incubacdo afetou o tempo de mortalidade de lagartas de
terceiro e quarto instares de C. includens (Tabelas 6 e 7; Figuras 14 a 16 e 19 a 21). O
aumento da temperatura de incubacdo resultou em reducdo do tempo médio de
mortalidade (TMM), em ambos os tratamentos estudados, sendo essa reducdo observada
com maior intensidade no tratamento com branqueador optico (FB 28). A adicdo de FB
28 (0,1%) ao virus reduziu o TMM e aumentou a porcentagem de mortalidade em
lagartas de 3° e 4° instar em todas as temperaturas (Tabelas 6 e 7; Figuras 12, 13, 17 e
18 As redugdes mais expressivas do TMM em func¢do da acdo de FB 28 (0,1%) foram
observadas em lagartas incubadas a 30°C. A mortalidade de lagartas de 4° instar de C.
includens incubadas a 30°C iniciou a partir do terceiro dia apés a infecgdo (DAT), sendo

que a maioria das lagartas estava morta até o quinto DAI, resultando em um tempo

médio de mortalidade (TMM) por volta de 3,17 dias (Tabela 7). Com relacdo a lagartas
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de terceiro instar incubadas a 30° C, a mortalidade iniciou ao quarto dia apos a infecg¢ao,
resultando em um tempo médio de mortalidade de 4,08 dias (Tabela 6).
O incremento da mortalidade pela adi¢ao de FB 28 (0,1%) ndo foi afetado pela

varia¢do da temperatura (Tabelas 6 e 7).

Determinacio do efeito da adicao de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) a ChinNPV
na producio de corpos poliédricos de oclusido e no peso de lagartas de Chrysodeixis
includens em trés diferentes temperaturas

A produgdo de poliedros por lagarta (CO/lag) e poliedros por peso de lagarta
(CO/mg) foi afetada pela adicao de FB 28 (0,1%) em lagartas de 3° e 4° instares em
todas as temperaturas. A adicdo de FB 28 (0,1%) ao ChinNPV causou redu¢do no peso
médio das lagartas de 3° e 4° instares, quando comparado ao ChinNPV sozinho, que

resultou em uma reducgdo na producao total de CO por lagarta (Tabelas 8 € 9).

Tabela 6. Efeito de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) adicionado a ChinNPV na mortalidade de lagartas
de 3 ° instar de Chrysodeixis includens

Fine-
Tratamento Temperatura n % mortalidade TMM  Gray
Testemunha 112 10,71 8,00
FB 28 0,1% 2200 112 13,39 8,00
ChinNPV 5.000 CO.ml" 112 29,46 10,03 Aa
ChinNPV 5.000 CO.ml™ + FB 28 0,1% 112 84,82 6,85 Ab
Testemunha 112 20,54 8,35
FB 28 0,1% 112 18,75 9,76
ChinNPV 5.000 CO.ml" 26°C 112 34,82 7,60  Ba
ChinNPV 5.000 CO.ml"! + FB 28 0,1% 112 83,04 5,71 Bb
Testemunha 112 19,64 8,24
FB 28 0,1% 112 35,71 8,00
ChinNPV 5.000 CO.ml" 30°C 112 50,89 667 Ca
ChinNPV 5.000 CO.ml™ + FB 28 0,1% 112 84,82 4,08 Ch

Meédias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Fine-Gray. Letras
maiudsculas referem-se & comparacdo de médias entre temperaturas; Letras minudsculas referem-se a
comparacdo de médias entre tratamentos. TMM: tempo médio de mortalidade.
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Tabela 7. Efeito de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) adicionado a ChinNPV na mortalidade de
lagartas de 4 ° instar de Chrysodeixis includens

Fine-
Tratamento Temperatura n % mortalidade TMM Gray
Testemunha 40 0,00 -
FB 28 0,1% . 40 15,00 8,17
ChinNPV 40.000 CO.ml™ 22°C 40 72,50 8,38 Aa
ChinNPV 40.000 CO.mI" + FB 28 0,1% 40 82,50 570  Ab
Testemunha 40 0,00 -
FB 28 0,1% 1 26°C 40 10,00 10,00
ChinNPV 40.000 CO.mlI" 40 70,00 6,72 Aa
ChinNPV 40.000 CO.m!l" + FB 28 0,1% 40 80,00 4,75 Bb
Testemunha 40 15,00 6,00
FB 28 0,1% 40 15,00 7,33
) 4 30°C Ba
ChinNPV 40.000 CO.ml 40 62,50 4,96
ChinNPV 40.000 CO.m!l"" + FB 28 0,1% 40 72,50 3,17 Bb

Meédias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Fine-Gray. Letras maidsculas
referem-se a comparacio de médias entre temperaturas; Letras mindsculas referem-se a comparacio de médias entre
tratamentos. TMM: tempo médio de mortalidade.
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Figura 12. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV e incubadas em diferentes temperaturas.
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Figura 13. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV + FB 28 (0,1%) e incubadas em diferentes temperaturas.
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Figura 14. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV e ChinNPV + FB 28 (0,1%) e incubadas em temperatura de 22° C.
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Figura 15. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV e ChinNPV + FB 28 (0,1%) e incubadas em temperatura de 26° C.
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Figura 16. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de terceiro instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV e ChinNPV + FB 28 (0,1%) e incubadas em temperatura de 30° C.
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Figura 17. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de quarto instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV e incubadas em diferentes temperaturas.
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Figura 18. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de quarto instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV + FB 28 (0,1%) e incubadas em diferentes temperaturas.
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Figura 19. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de quarto instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV e ChinNPV + FB 28 (0,1%) e incubadas em temperatura de 22° C.
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Figura 20. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de quarto instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV e ChinNPV + FB 28 (0,1%) e incubadas em temperatura de 26° C.
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Figura 21. Curvas de incidéncia acumulada de morte de lagartas de quarto instar de C. includens
inoculadas com ChinNPV e ChinNPV + FB 28 (0,1%) e incubadas em temperatura de 30° C.

Tabela 8. Efeito de FB 28 no peso larval e na produgdo de corpos poliédricos de oclusdo (CO) em isolado
de ChinNPV inoculado em lagartas de 3 ° instar de Chrysodeixis includens em laboratério. CO: 10°. mlI™.

Tratamento Temperatura peso (mg) CO/mg CO/lagarta
22°C 33,8 Aa 16,9 Aa 572,0Aa

Chlfg\g"’lﬁ-om 26° C 43,8 Aa 24,7 Aa 1080,0Aa

.m
30°C 45,3 Aa 2,06 Ba 935,0Aa
22°C 11,3 Bb 6,51 Bb 73,6Bb
ChinNPV 5.000 .

CO.mI"'+ FB 28 0,1% 26° C 7,6 Bb 5,75 Bb 43,7Bb
30°C 5,4 Bb 4,02 Bb 21,7Bb

Meédias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey. Letras maitsculas referem-
se a comparacdo de médias entre temperaturas; Letras mindsculas referem-se a compara¢do de médias entre
tratamentos. Dados transformados por log(x).
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Tabela 9. Efeito de FB 28 no peso larval e na produ¢do de corpos poliédricos de oclusdo em isolado de
ChinNPV inoculado em lagartas de 4 ° instar de Chrysodeixis includens em laboratério. CO: 10°. ml™.

Tratamento Temperatura peso (mg) CO/ mg CO./lag.
22°C 71,6 Aa 17,0Aa 1190,0Aa

Chmggv ‘1‘_9000 26° C 1253 Aa 5,80Ba 738,0Aa

.m
30°C 89,7 Aa 4,85Ba 355,0Aa
22°C 24,9 Bb 3,28Bb 77,2Bb
ChinNPV 40.000

CO.mI'+ FB 28 0.1% 26° C 18,3 Bb 9,97Bb 157,0Bb

30°C 13,6 Bb 2,85Bb 33,5Bb

Meédias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey. Letras maitsculas referem-
se a comparacdo de médias entre temperaturas; Letras minusculas referem-se a comparagdo de médias entre
tratamentos.

DISCUSSAO

Neste estudo foi observado que o efeito sinérgico de FB 28 € concentracdo-
dependente, sendo a concentracio 0,1% a que mais aumentou a atividade viral. Isso fica
evidenciado pelo expressivo aumento de mortalidade observado quando este produto foi
combinado com ambos os isolados de NPV, em relacdo aos demais tratamentos, bem
como pela acentuada reducdo da CLsy de ChinNPV, tanto em lagartas de terceiro quanto
de quarto instar. Esse resultado ¢ de grande importincia, visto que larvas de dltimos
instares sao responsdveis pelo maior dano econdmico e sdo mais dificilmente
controladas por inseticidas virais.

No entanto, os demais produtos nio causaram efeito potencializador da atividade
viral nos isolados testados. No caso do acido bdrico, o resultado encontrado neste
estudo difere dos resultados encontrados na literatura para espécies como Limantria
dispar L. (Shapiro; Bell, 1982), A. gemmatalis (Morales et al., 2001), Spodoptera
frugiperda (Cisneros et al., 2001), que relatam a reducdo da CLsy de NPV’s em
combinacdo com dcido bdrico em concentracdes que variam de 0,045% a 1% deste
composto. Frequentemente, é relatada uma grande variacdo de resultados obtidos na
interacdo de diferentes produtos quimicos, isolados virais e espécies de insetos
hospedeiros. Assim, o sucesso da adi¢cdo de branqueadores Opticos no aumento da
atividade viral sofre influéncia ndo sé da composicio quimica do préprio produto
(Bernal et al., 2014; Okuno et al., 2003), como também da complexidade do sistema
planta-virus-hospedeiro ou virus-hospedeiro (Black et al., 1997). Dessa forma, o efeito
potencializador de um mesmo produto observado em um determinado sistema pode ndo

se repetir na mesma intensidade em um sistema diferente.
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O modo de acio dos branqueadores 6pticos como potencializadores da atividade
viral ndo € totalmente elucidado. O aumento da atividade viral parece estar relacionado
a intensidade de fluorescéncia dos branqueadores Opticos, sendo que, quanto maior a
fluorescéncia, maior a afinidade com quitina e mais significativo € o aumento da
atividade viral (Argauer & Shapiro, 1997). A eficiéncia destes produtos como
potencializadores da atividade viral estd relacionada aos efeitos destes produtos
observados no trato intestinal das lagartas e as alteragdes na resposta imunoldgica dos
insetos. A resposta imunoldgica de lepidopteros-pragas depende de barreiras estruturais
protetoras contra patégenos (Bulet et al., 1999; Levy et al., 2004; Negreiro et al., 2004).
A membrana peritréfica de lepidopteros, composta de quitina e proteinas, € uma barreira
chave contra a infeccdo por agentes patogénicos, como virus, devido a sua
permeabilidade seletiva (Plymale et al., 2008). Branqueadores Opticos atuam inibindo a
sintese de quitina na membrana peritréfica tornando-a mais porosa, dessa forma a
descontinuidade na formagdao da membrana permite a penetracdo de maior ndmero de
virus e tornam a infec¢do dos tecidos mais rapida e eficiente (Wang & Granados, 2000).
A otimizacdo do processo de infeccdo viral € evidenciada pela expressiva redugdo da
CLsp e CLgy de ChinNPV em lagartas de terceiro e quarto instares de C. includens,
observada neste estudo. Mesmo considerando que a permeabilidade da membrana
peritréfica € reduzida em finstares larvais mais avangados, em funcdo do progressivo
espessamento da membrana (Lehane, 1997), FB 28 (0,1%) se mostrou altamente efetivo
em reduzir a quantidade de virus necessdria para causar infec¢cdo em lagartas de quarto
isntar.

O tempo médio de mortalidade de lagartas de terceiro instar de C. includens e H.
armigera foi fortemente afetado pela adicao de FB 28 (0,1%), conforme observado
pelas curvas de funcdo de incidéncia acumulada de morte. A redu¢do do tempo médio
de mortalidade representa uma aceleracdo na velocidade da infeccdo, visto que o tempo
de mortalidade é o periodo de tempo entre a ingestdo do virus e a morte do inseto. A
duracdo deste periodo € determinada pela concentracao/dose do isolado viral, espécie e
idade do inseto hospedeiro e por condi¢des ambientais (Ignoffo; Garcia 1996).

Outro efeito de FB 28 se d4 na apoptose celular do meséntero das lagartas.
Acredita-se que a apoptose seja uma importante defesa celular do hospedeiro
lepidéptero, sugerindo que sua inibi¢do possa acelerar a velocidade da infec¢ao (Wu et
al., 2016). Branqueadores Opticos inibem a apoptose de células do intestino médio de

lagartas, tornando assim a acdo do virus mais eficiente na fase inicial da infeccdo
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(Washburn et al., 1998; Dougherty et al., 2006). Consequentemente, o tempo médio de
mortalidade também ¢é reduzido significativamente, uma vez que a infeccdo ¢é
intensificada.

A produgdo de corpos de oclusdo (poliedros) de ChinNPV em lagartas de C.
includens foi reduzida pela adi¢do de FB 28 (0,1%), assim como o peso larval,
independente da temperatura de incubagdo. Os fatores que afetam a producdo de corpos
de oclusdo podem ser inerentes ao hospedeiro (instar e peso), ou ainda relacionados ao
patogeno (isolado viral) e condi¢des de incubacdo (periodo e temperatura) (Sherman,
1985). Uma vez que a adicao de FB 28 reduz drasticamente o tempo de mortalidade de
lagartas, e assim o tempo de incubacdo, o nimero de ciclos de replicacao serd limitado,
consequentemente resultando em redugdo da produgdo de corpos de oclusdo (Bernal et
al., 2014). O peso larval também foi reduzido pela adi¢cdo de FB 28, provavelmente
devido a reducdo do tempo de mortalidade e consequente reducdo do desenvolvimento
larval (Martinez et al., 2004).

A porcentagem de mortalidade de lagartas de terceiro e quarto instares de C.
includens ndo sofreu variacdo em funcdo da temperatura de incubacdo. J4 o tempo
médio de mortalidade (TMM) foi afetado, sendo que o TMM mais longo foi observado
tanto em lagartas de terceiro quanto de quarto instares incubadas a 22°C, visto que a
replicag@o viral é mais lenta em baixas temperaturas (Boucias et al., 1980). A taxa de
desenvolvimento viral é afetada pela temperatura de incubacao, sendo reduzida em uma
faixa de temperatura entre 15°C e 20°C e inibida em temperaturas extremas, abaixo de
10°C e acima de 40°C (Johnson et al., 1982), devido a efeitos debilitantes na replicagdo
viral.

Embora FB 28 (0,1%) tenha levado a uma expressiva reducdo da CLsg, a
reducdo da producdo de corpos de oclusdo observada neste estudo € um efeito negativo
deste produto para uso em produgdo massal de virus. Outro aspecto a ser considerado é
o custo financeiro envolvido (Martinez et al., 2000; Berna et al., 2014). Trata-se de um
produto relativamente caro e de dificil obtencao, visto que é comercializado por poucas
empresas € em pequena quantidade. Para serem atrativos para o produtor,
branqueadores Opticos devem ser altamente eficientes a campo em baixas
concentracoes, de até 0,1%, promovendo significativo aumento da mortalidade aliado a
expressiva reducdo da concentracdo letal. Assim, a viabilidade econdmica de seu uso
em bioinseticidas formulados estd relacionada ndo s6 ao aumento da atividade viral,

mas também a redugdo do equivalente larval necessario para controle (Martinez et al.,
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2000). Portanto, € importante que concentracdes mais baixas de FB 28 sejam estudadas,
bem como seu efeito em lagartas dos dltimos instares larvais e na produgdo de corpos de
oclusdo (CQO’s), visando buscar concentracdes mais equilibradas para uso em

bioinseticidas comerciais.
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CONCLUSAO

A adi¢do de FB 28 (0,1%) a ambos os isolados resultou em aumento da
mortalidade de lagartas de terceiro instar, bem como reducao da CLs,

O tempo médio de mortalidade de lagartas de terceiro e quarto instares de C.
includens foi reduzido com o aumento de temperatura, tanto no tratamento controle
quanto no tratamento com adi¢ao de FB 28 (0,1%).

O branqueador 6ptico FB 28 (0,1%) reduziu a producao de CO’s de ChinNPV
em lagartas de terceiro e quarto instar, independente da temperatura de incubacao.

FB 28 pode ser uma op¢ao para uso em formulagdes de bioinseticidas virais no
controle integrado de H. armigera e C. includens. Por outro lado, a adi¢do de FB 28
(0,1%) nao se mostrou util para a produ¢do em massa ChinNPV, visto que resulta em
reducdo do crescimento larval e reducdo da producdo de CO’s. Entretanto, a produgao

em instares mais tardios deve ser estudada.
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CAPITULO 2 - Efeito de branqueador o6ptico na infectividade de ChinNPV e
HzNPV em lagartas de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera em casa de
vegetacio e campo

RESUMO

Inseticidas a base de baculovirus vém sendo empregados no controle bioldgico de
pragas em diversas regides do mundo, principalmente devido a sua especificidade e
seguranca a organismos ndo-alvos. No entanto, sua eficiéncia a campo € afetada pelo
seu tempo de acdo relativamente lento e sua inativacdo por raios solares. Visando a
aumentar a eficiéncia de baculovirus a campo, produtos como branqueadores Opticos
tém sido estudados. Este trabalho teve como objetivo avaliar, em casa de vegetagdo e
campo, o efeito do branqueador 6ptico Fluorescent Brightener 28 (0,1% m/v) combinado com
ChinNPV e HzNPV, no manejo de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera. Em
casa de vegetacdo e em campo, plantas de soja foram pulverizadas duas concentracdes
de cada isolado viral, ChinNPV e HzNPV, e as mesmas concentragdes combinadas com
FB 28 (0,1%). Folhas foram coletadas em intervalos de 0, 24 e 48 horas apds a
pulverizagdo, e oferecidas a lagartas em laboratério. Foram realizados dois testes de
campo, em plantas de soja, nas safras 2016/17 e 2017/18, utilizando FB 28 (0,1%)
combinado com ChinNPV e HzNPV. As folhas foram coletadas no campo em
intervalos de 0, 48 e 120 horas apés a pulverizacdo e oferecidas as lagartas, em
laboratério. Os dados foram analisados por Andlise de Sobrevivéncia no contexto de
Riscos Competitivos, seguindo o modelo de Fine-Gray para comparar curvas de
incidéncia de mortalidade acumulada. Embora tenha-se observado reducdo da
mortalidade de lagartas quando alimentadas em folhas coletadas de 48h a 120h apds a
pulverizagdo, o tratamento com FB 28 aliado a concentracdes mais altas de virus ainda
foi superior aos demais, independente da ocorréncia de precipitagdo. O efeito
potencializador da atividade viral de FB 28 (0,1%) ndo foi observado apds pulverizacao
em plantas de soja em casa de vegetacdo. Em pulverizacdo em condi¢des de campo, FB
28 (0,1%) promoveu aumento da mortalidade de lagartas de C. includens e H. armigera,
quando associado a concentracdes mais elevadas de virus, 3,0)(1012 CO.ha'e 1,5)(1011
CO.ha’', respectivamente, em até 120h apés a aplicagdo. O branqueador Gptico (0,1%)
aumenta a persisténcia do virus a campo, mesmo apds um volume de precipitacdo
acumulada de 45mm.

Palavras-chave: Chrysodeixis includens; Helicoverpa armigera; baculovirus;
precipitacao
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ABSTRACT

Baculovirus insecticides have been used in the biological control of pests in several
regions of the world, mainly due to their specificity and safety to non-target organisms
However, their field efficiency is affected by their relatively slow time of action and
their inactivation by UV. To increase the efficiency of field baculovirus, products such
as optical brighteners have been studied. The objective of this work was to evaluate the
effect of Fluorescent Brightener 28 (0.1%) optical brightener combined with ChinNPV
and HzNPV on the management of Chrysodeixis includens and Helicoverpa armigera
in greenhouse and field. Experiments on the efficacy of optical brightener formulations
of ChinNPV and HzNPVwere conducted on soybean in greenhouses and field. The
experiment involved two concentrations of ChinNPV and HzNPV applied alone and
the same concentrations in addition with FB 28 (0,1%). Leaflets were collected
immediately and different periods after applications and offered to soybean loopers .
Mortality was assessed daily until the 12" day. Data were submitted to the Competitive
Risk Survival Analysis, following the Fine & Gray model, to compare curves of
cumulative incidence of mortality. Although a reduction in caterpillar mortality was
observed when loopers fed on leaves collected after 48h to 120h of spraying, FB 28
treatment with high virus concentrations was superior to the others, regardless rainfall
occurrence. In greenhouse, no significant differences were observed among the curves
of cumulative incidence of mortality among the highest virus doses with or without FB
28. Under field conditions, FB 28 (0.1%) promoted enhancement of viral activity of
ChinNPV and HzZNPV when associated with highest concentrations of NPV, 3,0x10"
occlusion bodies (OB).ha"1 e 1,5)(1011 OB.ha’l, respectively, in up to 120 hours after
application. Fluorescent Brightener 28 (0,1%) increase field persistance, even after a
aacumulated ranfall of 45mm.

Key-words: Chrysodeixis includens; Helicoverpa armigera; baculovirus; rainfall
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INTRODUCAO

Inseticidas a base de baculovirus vém sendo empregados no controle biolégico
de pragas em diversas regides do mundo, principalmente devido a sua especificidade e
seguranca a organismos nao-alvo (Moscardi, 1999; Lacey et al., 2017).

Baculovirus isolados de lagartas da subfamilia Heliothinae (Lepidoptera:
Noctuidae), como os NPVs de Helicoverpa zea e Helicoverpa armigera possuem
grande potencial de aplicacdo em controle bioldgico, com destaque para o HzZNPV, que
tem uma gama relativamente ampla de hospedeiros, infectando outras espécies
pertencentes a outros géneros da subfamilia Heliothinae, cujas espécies representam
pragas-chave de diversas culturas em todo o mundo (Ignoffo & Couch, 1981;
Cunningham, 1999), sendo responsaveis por perdas de milhdes de doélares anualmente.
No entanto, sua aceitacdo como bioinseticida é limitada devido ao seu tempo de agdo
relativamente lento (Moscardi, 1999). Ainda em alguns casos, altas doses do produto
sd0 necessdrias para se obter um controle eficaz, o que eleva muito o custo final (Lacey
et al., 2015), como é o caso de isolados de ChinNPV, que ndo sdo utilizados ainda
comercialmente devido a baixa viruléncia dos isolados conhecidos, quando comparados
a outros baculovirus ou a falta de estudos relacionados ao momento de aplicacdo (Sosa-
Goémez, 2017).

Alguns fatores ambientais, como temperatura e precipitacdo, também
influenciam negativamente a ag¢do de bioinseticidas virais em condi¢cdes de campo
(Pessoa et al., 2012; Silva; Moscardi, 2002). O principal fator limitante associada a acdo
de baculovirus é a baixa estabilidade a campo apds a aplicacdo, a qual € influenciada
principalmente pela inativa¢do dos corpos poliédricos de oclusdo pela a¢do da radiacdo
solar (Ignoffo et al., 1997), sendo que, em algumas condic¢des, grande parte da atividade
viral é comprometida em menos de 24h (Jacques, 1985; Sun et al., 2004). A eficiéncia
de baculovirus a campo ainda pode ser afetada por diversos outros fatores como pH e
umidade (Ignoffo, 1992; Pessoa et al., 2014; Tamez-Guerra et al., 2000; Ignoffo et al.,
1997; Young, 1990).

Visando a aumentar a persisténcia de baculovirus a campo, produtos como
branqueadores Opticos t€m sido estudados como protetores UV (Shapiro 1992),
melhorando a persisténcia do virus em alguns casos (Webb et al., 1989), além de

promoverem reducdo do tempo letal e aumento da mortalidade. No entanto, em alguns
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casos, esse efeito ndo € observado (Arthurs et al., 2006) e ndo promove uma melhoria
significativa na eficdcia no campo para equilibrar com o custo (McGuire et al., 2001).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar, em casa de vegetagdo e campo, o
efeito do branqueador 6ptico Fluorescente Brightener 28 (0,1%) combinado com ChinNPV e
HzNPV, visando ao seu uso futuro em formulacdo de bioinseticidas para manejo integrado de
C. includens e H. armigera.

Portanto, as hipéteses testadas neste estudo foram:

1. A adicdo de branqueador 6ptico a ChinNPV e HzNPV, pulverizados em
casa de vegetacdo e em campo, promove a reducdo do tempo médio de mortalidade e
aumenta a efici€éncia de controle de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera,

respectivamente?

MATERIAL E METODOS

Avaliacao do efeito de branqueador 6ptico na mortalidade causada por ChinNPV e
HzNPV em lagartas de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera em plantas
de soja em casa de vegetacao

As suspensoOes utilizadas foram obtidas a partir de caddveres de lagartas
infectadas maceradas com 4gua destilada, coadas em tecido tipo voil e agitadas em
agitador tipo vortex 5 minutos, obtendo-se a suspensdo que foi diluida nas
concentracdes estudadas (Tabela 10). Em todas as concentracdes foi adicionado 0,01%
de surfactante tween 80, para melhor suspensibilidade do FB 28. As suspensdes foram
aplicadas através da pulverizacdo de diferentes concentragdes de ChinNPV e HzNPV
(Tabela 10) em plantas de soja cultivar BRS360RR, em estddio V3, em casa de
vegetacdo. A semeadura foi realizada em vasos. Apds um desbaste inicial, foram
mantidas cinco plantas em cada vaso. Delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeticdes e 32 subamostras. Para cada tratamento foram
utilizados oito vasos, divididos em quatro repeticdes. Trinta dias apds a semeadura, as
plantas foram pulverizadas com os tratamentos (Tabela 10). Os tratamentos foram
aplicados com pulverizador pressurizado CO,, bico tipo leque (Modelo DJ110-VS,
Teejet), de vazdo 183L/ha; velocidade de pulverizacdo 1m/s e volume de calda 200 ml.

ApOs a aplicacdo, foram coletadas folhas do terco superior das plantas de cada
tratamento imediatamente apds a aplicagdo (Oh), 2 (48h) e 4 dias depois (96h). As folhas

foram entdo oferecidas a lagartas de 3° instar de C. includens e H. armigera em
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laboratdrio. Lagartas foram individualizadas em células de bandejas plésticas (32
células de 27 ml; Advento do Brasil, Diadema- SP). Para cada lagarta, foi oferecido um
foliolo de soja. A troca dos foliolos foi realizada a cada dois dias. A mortalidade das
lagartas foi avaliada diariamente até o décimo segundo dia apds a inoculacdo (infeccao).
As bandejas foram mantidas em B.O.D. a 26 + 2° C; UR de 70 £ 10% e fotofase de 14

horas.

Avaliacao do efeito de branqueador éptico na mortalidade causada por ChinNPV e
HzNPV em lagartas de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera em plantas
de soja em condi¢coes de campo

Para testar o efeito de FB 28 no aumento da atividade viral de ChinNPV e
HzNPV em campo, os tratamentos foram aplicados através da pulverizacdo de
diferentes concentragdes de ChinNPV e HzNPV (Tabela 10) em plantas de soja cultivar
BRS 388RR, em estdgio V6, durante as safras 2016/17 e 2017/18 em éarea da Fazenda
Experimental da Embrapa Soja, em Londrina. A unidade Embrapa Soja estéd localizada
na latitude 23°11°37”’S, longitude 51°11°03”0 e altitude de 630 metros (Sibaldelli &
Farias, 2016). O clima em Londrina, segundo a classificacdo de Koppen, é descrito
como Cfa, caracterizado como um clima subtropical imido, com temperatura do ar
média do més mais frio inferior a 18°C e temperatura do ar média no més mais quente
acima de 22°C. Apresenta verdes quentes e geadas pouco frequentes, sendo o periodo
de chuvas geralmente concentrado nos meses de verdo. Nao apresenta estacdo seca
definida (Wrege et. al, 2011; Alvares et. al, 2014).

Os tratamentos (Tabela 10) foram distribuidos em parcelas de 12m>. O volume
de calda utilizado foi de 1 litro. Os tratamentos foram aplicados sobre as plantas de soja
no estddio V6, com auxilio de um pulverizador costal propulsionado a ar comprimido
(CO,), com vazao 150L de volume de calda ha-1 e pressao de 40 libras/pol'2, adaptado
com uma barra composta por quatro bicos tipo leque (Modelo DJ110-VS, Teejet),
espacados 0,5m. Apds a aplicagdo dos tratamentos sobre a drea foliar da soja, aguardou-
se 30 minutos para as plantas secarem, entdo trif6lios do terco superior das plantas
foram coletados. Os trif6lios coletadas em campo foram oferecidos a lagartas em
momentos distintos: no momento da aplicacio (Oh) e cinco dias ap6s a aplicagcdo (120h)
na Safra 206/2017. Para a Safra 2017/2018, foram coletadas folhas no momento da
aplicacdo (Oh) e dois dias apds a aplicacdo (48h).
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As folhas coletadas foram oferecidas a lagartas de terceiro instar de H. armigera
e de terceiro e quarto instares de C. includens. As lagartas foram individualizadas em
células de bandejas plasticas (32 células de 27 ml, Advento do Brasil, Diadema- SP),
em laboratdrio, visando a avaliar a influéncia da adi¢do de FB 28 no efeito residual dos
isolados. Para cada lagarta, foi oferecido um foliolo de soja, cujo peciolo foi envolvido
por algodao umedecido. As lagartas se alimentaram das folhas de soja por um periodo
de 48 horas, em condic¢des controladas de laboratério (UR 70+£10%, 26+2°C e fotofase
de 14 horas). Ap6s o consumo total deste foliolo inicial, as lagartas foram alimentadas
com dieta artificial sem formol (Greene, 1976, modificada por Hoffmann-Campo, 1985)
até o final do experimento. A mortalidade das lagartas foi avaliada diariamente até o
décimo segundo dia apds a inoculag@o . As bandejas foram mantidas em B.O.D. a 26 +
2° C; UR de 70 = 10% e fotofase de 14 horas.

Os dados climdticos da drea da Fazenda Experimental da Embrapa soja foram
registrados na estacdo agrometeoroldgica da propria unidade e fornecidos pelo
Laboratorio de Agrometeorologia. A coleta de dados foi realizada através de estacdo
meteoroldgica automdtica, durante as safras de 2016/2017 e 2017/2018. Os dados
coletados foram os valores didrios acumulados de precipitacio pluviométrica,
temperatura do ar (média, médxima e minima) e umidade relativa do ar e radiacdo solar

global acumulada (Tabela 11).

Tabela 10. Descricdo de tratamentos aplicados em casa de vegetagdo e campo safra 2016/2017.

Espécie Tratamentos

Helicoverpa armigera (HzZNPV) 2,0x10'" CO. ha'! de HZNPV
4,0x10"' CO. ha de HZNPV
2,0x10'"' CO. ha! de HzNPV + Fluorescent Brightener 28 (0,1%)
4,0x10" CO. ha” de HZNPV + Fluorescent Brigtener 28 (0,1%)
Chrysodeixis includens (ChinNPV) 1,5x10"*CO. ha”' de ChinNPV
3,0x10" CO. ha” de ChinNPV
1,5x10"2CO. ha de ChinNPV + Fluorescent Brightener 28 (0,1%)
3,0x10'2CO. ha de ChiNPV + Fluorescent Brightener 28 (0,1%)
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Tabela 11. Dados climéticos registrados na drea experimental da Embrapa Soja durante o ano de 2017.

Temperatura do ar (°C)

L Radiacdo
SAFRA TAP (horas Umidade relativa do ar Il’rec'lpltz}tgz}o( solar global
homS) \edia Maxima Minima média (%) pliviomeica acumulada
acumulada (mm) )
MJm~)
0 23,7 28,5 17,6 84,3 0,0 26,3
24 24.5 29,3 20,5 88,4 0,0 19,5
2016/2017 48 249 B4 204 88.1 0.0 23
72 229 28,1 19,8 96,1 35,0 16,7
96 22,5 28,0 19,7 97,4 8,3 18,1
120 23,8 29,5 21,0 92,8 4,1 20,3
22,1 28,2 1 1 23,1
2017/2018 0 ’ 8, 68 889 0
24 224 28,9 18,2 93,2 13,7 15,1
48 21,6 27,7 16,8 75,1 0,0 26,5

Dados da localidade: Latitude: 23°11'37"; Longitude: 51°11'03"; Altitude: 630m

Analise de dados

Os dados de mortalidade foram submetidos ao método de Andlise Sobrevivéncia
no contexto de riscos competitivos, visto que, além da mortalidade causada pelos
isolados de NPV, também foi observada mortalidade ocasionada por causas
desconhecidas. Todas as varidveis de tempo analisadas até a ocorréncia de um evento
foram analisados sob a abordagem ndo paramétrica e as curvas de mortalidade foram
comparadas pelo Teste de Gray (1988), que leva em conta todos os tempos t. O software
R, versdo 3.4.1 (R Core Team, 2014) foi utilizado para ajustar os modelos aos dados

descritos por meio dos pacotes cmprsk (Gray, 2012).

RESULTADOS

Avaliacao do efeito de branqueador éptico na mortalidade causada por ChinNPV e
HzNPV em lagartas de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera em plantas
de soja em casa de vegetacao
Efeito do branqueador 6ptico Fluorescent Brightener 28 (0,1%) na atividade viral de
HzNPV em lagartas de terceiro instar de Helicoverpa armigera.

O tempo médio de mortalidade (TMM) foi reduzido em todos os tratamentos
com adicdo de FB 28 até 72h apds a aplicacdo. Apds 120h da aplicacao, a reducio do
TMM s6 foi observada no tratamento 4,0 X 10" CO.ha! + FB 28 (0,1%). O tratamento
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que causou menor porcentagem de mortalidade foi a dose de 2,0 X 10" CO.ha (Tabela

12; Figura 24), em todas as datas de coletas de folhas.

Efeito de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) na atividade viral de ChinNPV em lagartas
de terceiro instar de Chrysodeixis includens

Em casa de vegetacdo, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
curvas da incidéncia acumulada de mortalidade entre os tratamentos combinados de
virus com adi¢do de FB 28 (0,1%), tanto logo apds a aplicacdo como apds 96 horas.
Porém, os tratamentos em que o virus foi aplicado isoladamente apresentaram
diferencas entre as curvas de incidéncia acumulada de morte quando comparados com
os tratamentos com adi¢do do branqueador 6ptico (Figuras 22 e 23). Na concentracdo de
ChinNPV 1,5 x 10" CO.ha' foi observada a menor probabilidade acumulada de morte

logo apds a pulverizacdo (Tabela 13; Figuras 22 e 23)
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Figura 22. Curvas de incidéncia acumulada de morte em fun¢do do tempo registradas entre os tratamentos
aplicados em casa de vegetagdo e causa de morte de lagartas de terceiro instar de Chrysodeixis includens
em condi¢des de laboratério. Sendo: T1=ChinNPV 1,5x10'> CO.ha'; T2= ChinNPV 3,0x10'> CO.ha™;
TR1= ChinNPV 1,5,0x10"* CO.ha"'+ 0,1% FB28; TR2= ChinNPV 3,0x10'* CO.ha'+ 0,1% FB28.
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Figura 23. Curvas de incidéncia acumulada de morte em fun¢@o do tempo registradas entre as datas de
coleta de folhas em casa de vegetacdo oferecidas a lagartas de terceiro instar de Chrysodeixis includens
em condig¢des de laboratério. Sendo: T1=ChinNPV 1,5x10" CO.ha'; T2= ChinNPV 3,0x10'* CO.ha';
TR1= ChinNPV 1,5x10'* CO.ha'+ 0,1% FB28; TR2= ChinNPV 3,0x10'> CO.ha"'+ 0,1% FB28.
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Figura 24. Frequéncias de mortalidade registradas para as interacdes entre tratamentos, datas de coleta de
folhas em casa de vegetacdo e causa de morte em lagartas de terceiro instar de Helicoverpa armigera em
condicdes de laboratdrio. Sendo: Cd: lagarta morta por casua desconhecida; Virus: lagarta morta por

virus; Viva: lagarta viva.
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Tabela 12. Efeito da adi¢do de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) a HzZNPV na mortalidade de
lagartas de 32 instar de Helicoverpa armigera. Pulveriza¢do em plantas de soja em casa de
vegetacao.

Tempo ap6s a pulverizagdo

Tratamentos Oh 72h 96h
TMM Mort. TMM  Mort. TMM  Mort.
(Dias) (%) (Dias) (%) (Dias) (%)

HzNPV 2,0 X 10" OB.ml-1 7,52 52,38 A 7,88 5517 A 593 46,67 A
HzNPV 40X 10" OB.ml-1 7,09 7458 B 641 93,10 B 7,08 8125 B

HzNPV 2,0 X 10" OB.ml-1
+0,1% FB 28

HzNPV 4,0 X 10" OB.ml-1
+0,1% FB 28

6,78 7903 B 728 9063 B 7,08 8387 B

6,51 8833 B 560 8621 B 6,62 8667 B

Letras maidsculas referem-se a diferencas entre datas dentro de um mesmo tratamento. Letras
mindsculas referem-se a diferengas entre tratamentos dentro de uma mesma data. Teste de Fine-
Gray a 95%. TMM: tempo médio de mortalidade. Mort: mortalidade.

Tabela 13 . Efeito da adig¢do de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) a ChinNPV na mortalidade
de lagartas de 3° instar de Chrysodeixis includens. Pulveriza¢do em plantas de soja em casa de
vegetagao.

Tempo ap6s a pulverizagio

Tratamentos Oh 48h 96h
TMM Mort. TMM Mort. TMM Mort.
(Dias) (%) (Dias) (%) (Dias) (%)

ChinNPV 1,5X 10> OB. ml-1 642 633 Bb 6,69 100 Aa 647 938 Aa
ChinNPV 3,0 X 10 OB. ml-1 6,75 87,5 Ca 721 87,5 Bb 6,63 968 Aa
ChinNPV 1,5 X 10'? OB. ml-

1+ 0,1% FB 28 6,35 813 Ba 603 938 Aa 55 81,3 Bb
ChinNPV 3,0 X 10'> OB. ml-
1+ 0,1% FB 28 622 844 Ca 58 882 Ba 572 906 Aa

Letras maidsculas referem-se a diferengas entre datas dentro de um mesmo tratamento. Letras
mindsculas referem-se a diferencas entre tratamentos dentro de uma mesma data. Teste de
Fine-Gray a 95%. TMM: tempo médio de mortalidade. Mort: mortalidade.

Avaliacao do efeito de branqueador 6ptico na mortalidade causada por ChinNPV e
HzNPV em lagartas de Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera em plantas
de soja em condicoes de campo

Em condi¢des de pulverizacdo a campo, a adi¢cdo de FB 28 a 0,1% causou
aumento da porcentagem de mortalidade quando combinado com as concentra¢des mais
altas de virus, para ambos os isolados, mesmo 120h depois da aplicacdo (Figuras 25 e

20).
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Safra 2016-2017: Efeito de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) na atividade viral de
ChinNPV em lagartas de terceiro instar de Chrysodeixis includens

A adicao de FB 28 somente promoveu incremento da mortalidade quando
associado 2 ChinNPV 3,0 X 10" CO.ha” + FB 28 (0,1%), em relacdo aos demais
tratamentos logo ap6s a aplicagdo (Oh) (Tabela 14; Figura 25). Apés 120h da aplicagdo,
embora a porcentagem de mortalidade tenha sofrido acentuado declineo, FB 28 ainda
promoveu uma maior taxa de mortalidade no tratamento 3,0 X 10"? CO.ha™ + FB 28

(0,1%), em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 14; Figura 25).

Safra 2016-2017: Efeito de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) na atividade viral de
HzNPV em lagartas de terceiro instar de Helicoverpa armigera

O tratamento 4,0 X 10" CcO.ha' + FB 28 (0,1%) apresentou a maior
porcentagem de mortalidade e o menor tempo médio de mortalidade (TMM) dentre
todos os tratamentos testados, logo apds a aplicacdo (Oh) (Tabela 15; Figura 26). Apds
120h, o tratamento 4,0 X 10" CO.ha' + FB 28 (0,1%) ainda apresentava a maior
porcentagem de mortalidade, embora o TMM ndo tenha diferido entre os demais

tratamentos (Tabela 15; Figura 26).

Safra 2017-2018: Efeito de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) na atividade viral de
ChinNPV em lagartas de terceiro instar de Chrysodeixis includens

A adicdo de FB 28 a concentracdo de 3,0 X 10'* CO.ha” proporcionou aumento
da porcentagem de mortalidade e reducdo do tempo médio de mortalidade (TMM) nas
duas concentragOes testadas, logo apds a aplicacdo (Oh) (Tabela 16). No entanto, o
aumento da porcentagem de mortalidade foi mais acentuado no tratamento 3,0 X 10"
CO.ha' + FB 28 (0,1%) (Tabela 16; Figura 27).

Ap6s 48h da aplicacdo, somente a adicdo de FB 28 continuou a proporcionar
aumento da mortalidade no tratamento 1,5 X 10> CO.ha! + FB 28 (0,1%), em relagdo a
respectiva concentracdo aplicada sem o produto. Porém, no tratamento 3,0 X 10"
CO.ha™ + FB 28 (0,1%), esse mesmo padrio ndo foi observado apés 48 h da aplicacio,
embora o TMM tenha sido reduzido (Tabela 16; figura 27).
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Safra 2017-2018: Efeito de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) na atividade viral de
ChinNPV em lagartas de quarto instar de Chrysodeixis includens
A adi¢do de FB 28 aumentou porcentagem de mortalidade e reduziu
tempo médio mortalidade (TMM) logo apdés a pulverizacdo (Oh), em todos os
tratamentos testados (Tabela 17; Figura 28). Nao foi observada diferenca entre a
porcentagem de mortalidade e no TMM entre os tratamentos 1,5 X 102 CO.ha'e 3,0X
10" CO.ha™. Também nio foi observada diferenca quando se comparam esses mesmos
tratamentos com adi¢do de FB 28 a ChinNPV. Ao comparar os tratamentos 1,5 X 10"
CO.ha'le 1,5 X 10" CO.ha'+FB 28 (0,1%), observa-se um aumento da mortalidade de
lagartas de 81,25% para 87,5% e uma reducdo do TMM de 5, 73 para 5,14. Um efeito
mais expressivo na atividade viral € observado entre os tratamentos 3,0 X 10> CO.ha™!
e 3,0 X 10" CO.ha™' + FB 28 (0,1%), quando a porcentagem de mortalidade passa de
83,33% para 96,88%, no mesmo dia da pulveriza¢do. Porém, o TMM praticamente nao
sofreu alteracao (Tabela 17; Figura 28).
ApOs 48h, a mortalidade foi reduzida em todos os tratamentos, porém os
tratamentos 1,5 X 10'> CO.ha"'+FB 28 (0,1%) e 3,0 X 10'> CO.ha' + FB 28 (0,1%) se
mostraram mais eficientes que os demais, apesar da redu¢do da mortalidade. O TMM

apo6s 48 horas foi mais longo em todos os tratamentos avaliados (Tabela 17; Figura 28).

Tabela 14. Efeito da adicdo de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) a ChinNPV na mortalidade de
lagartas de 3° instar de Chrysodeixis includens. Pulveriza¢do em plantas de soja em condi¢des de
campo. Safra 2016/2017.

Tempo ap6s a pulverizacio

Tratamentos
Oh 120h
TMM  Mortalidade TMM  Mortalidade
(Dias) (%) (Dias) (%)
ChinNPV 1,5x10" 8,13 50,00 A 9,75 12,50 A
ChinNPV 3,0 x10" 9,07 46,88 A 7,00 3,33 A
ChinNPV 1,5x10" + Fluorescent
Brightener 28 (0,1%) 8,40 4839 A 10,00 6,25 A
ChinNPV 3,0x10'% + Fluorescent
Brightener 28 (0,1%) 8,25 62,50 B 9,63 25,00 B

Letras maiusculas referem-se a diferengas entre datas dentro de um mesmo tratamento. Letras
mintsculas referem-se a diferencas entre tratamentos dentro de uma mesma data. Teste de Gray a
95%. TMM: tempo médio de mortalidade.



Tabela 15. Efeito da adi¢do de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) aHzNPV na mortalidade de
lagartas de 3° instar de Helicoverpa armigera. Pulverizagdo em plantas de soja em condigdes
de campo. Safra 2016/2017.

Tempo apés a pulverizagdo

Tratamentos Oh 120h
TMM  Mortalidade TMM  Mortalidade
(Dias) (%) (Dias) (%)
HzNPV 2,0 X 10" OB.ml-1 9,30 3125 A 929 2188 A
HzNPV 4,0 X 10" OB.ml-1 9,33 37,50 A 9,29 21,88 A
HzNPV 2,0 X 10" OB.ml-1 +
0.1% FB 28 9,21 6333 B 10,33 9,38 A
HzNPV 4,0 X 10" OB.ml-1 +
0.1% FB 28 7,23 96,88 B 936 4375 B

Letras maidsculas referem-se a diferengas entre datas dentro de um mesmo tratamento. Letras
minudsculas referem-se a diferencas entre tratamentos dentro de uma mesma data. Teste de
Gray a 95%. TMM: tempo médio de mortalidade.

Tabela 16. Efeito da adicdo de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) a ChinNPV na mortalidade de
lagartas de 3° instar de Chrysodeixis includens. Pulverizacdo em plantas de soja em condigdes de
campo. Safra 2017/2018.

Tempo ap6s a pulverizagio

Tratamentos Oh 48h
TMM  Mortalidade TMM  Mortalidade
(Dias) (%) (Dias) (%)
ChinNPV 1,5x10" 5,56 78,13B 7,03 64,41B
ChinNPV 3,0 x10" 5,15 84,38B 6,91 78,33A
ChinNPV 1,5x10"* + FB 28
(0,1%) 4,85 81,25B 6,39 71,38B
ChinNPV 3,0x10'*+ FB 28
(0,1%) 4,48 96,88A 6,35 75,44A

Letras maitisculas referem-se a diferencas entre datas dentro de um mesmo tratamento. Letras
mintsculas referem-se a diferencas entre tratamentos dentro de uma mesma data. Teste de Gray a
95%. TMM: tempo médio de mortalidade.
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Tabela 17. Efeito da adi¢do de Fluorescent Brightener 28 (0,1%) a ChinNPV na mortalidade de

lagartas de 4° instar de Chrysodeixis includens. Pulverizagdo em plantas de soja em condigdes de
campo. Safra 2017/2018.

Tempo ap6s a pulverizagdo

Tratamentos Oh 48h
TMM  Mortalidade TMM  Mortalidade
(Dias) (%) (Dias) (%)
ChinNPV 1,5x10"? 5,73 81,25C 7,27 68,75B
ChinNPV 3,0 x10" 5,16 83,33BC 6,75 59,26B
ChinNPV 1,5x10'*+ FB 28
(0,1%) 5,14 87,50B 7,21 73,08A
ChinNPV 3,0x10'*+ FB 28
(0,1%) 5,13 96,88A 6,21 73,08A

Letras maitsculas referem-se a diferencas entre datas dentro de um mesmo tratamento. Letras

minudsculas referem-se a diferencas entre tratamentos dentro de uma mesma data. Teste de Gray a
95%. TMM: tempo médio de mortalidade.
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Figura 25. Frequéncias de mortalidade registradas para as interacdes entre tratamentos, datas de coleta de
folhas em campo e causa de morte em lagartas de terceiro instar de Chrysodeixis includens em condigdes

de laboratério. Safra 2016-2017. Sendo: Cd: lagarta morta por casua desconhecida; Virus: lagarta morta
por virus; Viva: lagarta viva.
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Figura 26. Frequéncias de mortalidade registradas para as interacdes entre tratamentos, datas de coleta de
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Figura 28. Frequéncias de mortalidade registradas para as interagdes entre tratamentos, datas de coleta de
folhas em campo e causa de morte em lagartas de quarto instar de Chrysodeixis includens em condigdes

de laboratério. Safra 2017-2018. Sendo: Cd: lagarta morta por casua desconhecida; Virus: lagarta morta
por virus; Viva: lagarta viva.
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DISCUSSAO

Em ambos os isolados, o efeito potencializador da atividade viral por meio da
adi¢do de FB 28 ndo foi evidente em condi¢des de casa de vegetagdo, mesmo 96h apds
a pulverizacdo. Em condi¢do de casa de vegetagdo, o virus ndo sofre a¢ao dos raios UV,
ou de precipitacao, sendo, portanto, protegido da degradacdo e inativacao.

Nos ensaios de campo, foi possivel observar que a adicdo de FB 28 a 0,1%
proporcionou aumento da atividade viral quando combinado com as concentracdes mais
altas de virus de ambos os isolados, principalmente quando as folhas foram coletadas no
mesmo dia da pulveriza¢do. O sucesso da infec¢do por baculovirus é uma fungdo da
concentragdo do isolado e do tempo de exposi¢do do hospedeiro ao patégeno (Sun et al.
(2004). Assim, ao ar livre, a eficicia dos bioinseticidas virais é fortemente influenciada
pela luz solar (Shapiro, 1995). Por esta razdo, usualmente, em condi¢des de campo, sdao
utilizadas concentragdes superestimadas numa tentativa de compensar a inativagdo a
campo por raios UV (Moore et al., 2015). Neste sentido, a adi¢cdo de branqueadores
opticos a bioinseticidas virais deve, além de conferir protecdo aos virus dos danos
causados por radiagdo UV (Zhu et al., 2013; Shapiro, 1992), potencializar a mortalidade
e reduzir o volume de virus utilizado, para que seu uso seja economicamente vidvel
(Martinez et al., 2000).

A necessidade da adicdo de branqueadores Opticos em inseticidas virais
formulados deve levar em conta também o comportamento e distribui¢do espacial da
espécie-praga e a arquitetura da planta hospedeira. (Moore, 2002; Moore et al., 2015).
No caso de C. includens, as lagartas t€ém por habito permanecer nas folhas do terco
médio e inferior (Wisch, 2011), regido de maior sombreamento, logo, com menor
probabilidade de degradagao dos poliedros. Assim, a prote¢do UV, ndo € considerado o
fator mais importante para justificar a adi¢cdo de branqueadores 6pticos a ChinNPV.
Nesse caso, o fator critico € a menor viruléncia dos isolados conhecidos quando
comparados com virus de outras espécies como AgMNPV e HzNPV (Sosa-Gomez,
2017). Neste estudo, FB 28 (0,1%) se mostrou efetivo no aumento da atividade viral em
lagartas de terceiro instar de C. includens, quando associado a concentragdo mais alta de
ChinNPV apés 120h de pulverizacdo, e em lagartas de quarto instar, até 48h apds a
pulverizagdo.

Ja no caso de HzNPV, o aumento da atividade viral foi observado tanto no

mesmo dia da aplicagdo quanto em até 120h apds, em lagartas de terceiro instar de H.
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armigera. HZNPV apresenta a particularidade de ser patogénico a diferentes espécies da
subfamilia Heliothinae (Ignoffo; Couch, 1981; Cunningham, 1995), assim o uso de
branqueadores Opticos pode aumentar a eficiéncia do virus para controle ndo sé
Helicoverpa zea e Chloridea virescens, , mas também de Helicoverpa armigera, espécie
que adquiriu grande importancia devido a seu recente registro em territrio brasileiro
(Spetch et al., 2013).

Apds 120h da pulverizagdo foi observada uma redugdo de mortalidade de
lagartas em todos os tratamentos, tanto para ChinNPV quanto para HZNPV, em relacio
a mortalidade observada no dia da aplicacdo do virus em campo. No entanto, a adicao
de FB 28 0,1% em ambos os isolados promoveu uma maior mortalidade de lagartas, em
relacdo aos demais tratamentos, mesmo apos 120h da pulveriza¢do. Considerando que a
eficiéncia de virus de poliedrose nuclear pode ser reduzida em até 50% logo apés as
primeiras 4 horas de exposicdo a luz solar (Ignoffo et al., 1997), é possivel que FB 28
além de acelerar o processo infectivo, também tenha também proporcionado protecdo
contra a degradagdo dos poliedros pelos raios solares (Shapiro, 1992).

O efeito da precipitacdo pluviométrica sobre a acdo de baculovirus a campo
apresenta diferentes respostas em funcdo da espécie do patdégeno (Ignoffo et al., 1997;
Young, 1990; Pessoa et al., 2014). Dependendo do isolado viral, os poliedros podem ser
removidos da folha apds um volume pluviométrico superior a 30mm (Pessoa et al.,
2014). O efeito tende a ser mais intenso em pulverizacdo a partir de virus liofilizado do
que em virus oriundo de caddveres de lagartas infectadas, uma vez que o produto
preparado na forma sem purificar apresenta maior persisténcia que o liofilizado (Silva;
Moscardi, 2002; Pessoa et al., 2014).

A reducdo da mortalidade de lagartas em todos os tratamentos apds 120h da
pulverizagcdo pode ser atribuida tanto a inativagdo dos poliedros do virus pela acdo da
luz solar quanto a precipitacdo acumulada durante o periodo, resultando na reducdo do
numero de poliedros na superficie da folha (Pessoa et al., 2014; Young, 1990).

E importante salientar que a precipitacio acumulada registrada durante esse
periodo ndo excedeu 45 mm. Assim, o efeito do FB 28 na atividade viral de ChinNPV e
HzNPV em condi¢des de chuvas mais intensas precisa ser investigado, visto que
diferentes sistemas virus-hospedeiro-ambiente podem resultar em respostas diversas
(Young, 1990; Tamez-Guerra et al., 2000; Pessoa et al., 2014).

O branqueador 6ptico FB 28 s6 apresentou aumento da eficiéncia quando aliado

a concentragOes mais elevadas de virus, em ambos os isolados. No entanto, o aumento
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da mortalidade em relagdo aos demais tratamentos foi percebido mesmo 120h apés a
aplicagdo, o que indica que FB 28 aumenta a persisténcia do virus a campo, mesmo
ap6s um volume de precipitacdo acumulada de 45mm.

O custo adicional da adicdo de FB 28 em formulados virais pode ser
compensado pela consequente redugdo do volume de virus a ser utilizado na aplicacdo
(Martinez et al., 2000). Para serem atrativos para o produtor, branqueadores 6pticos
devem ser altamente eficientes a campo em baixas concentracdes, de até 0,1%,
promovendo significativo aumento da mortalidade aliado a expressiva reducdo da
concentracdo letal. Dessa forma, a viabilidade de seu uso estd relacionada ndo s6 ao
aumento da mortalidade proporcionado, mas também a reducdo do volume de virus
utilizado para controle (Martinez et al., 2000). A fim de determinar a viabilidade
financeira do uso de FB 28 em produtos formulados, sdao necessdrios estudos em
condicdes de infestacdes naturais, a fim de observar seu efeito em lagartas de diferentes
instares, bem como o uso de diferentes concentragdes do produto combinadas aos

isolados virais.
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CONCLUSAO

Adicao de FB 28 0,1%, quando associado a concentragdes mais elevadas de
virus, aumenta a mortalidade de larvas de terceiro e quarto instares de C. includens e de
terceiro instar de H. armigera, promovendo assim melhora da atividade viral de
ChinNPV e HzNPV pulverizados em campo, mesmo apds 120h da pulverizagao.

Em condicdes de pulverizacio em casa de vegetacdo, ndo foi observado

incremento da atividade viral de ChinNPV e HzZNPV com a adicao de FB 28 (0,1%).
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

Diante do efeito sinergista observado neste estudo, Fluorescent Brightener 28 pode ser
uma opc¢ao para uso em formulacdes de bioinseticidas virais visando ao manejo de H.
armigera e C. includens. No entanto, sua interacdo com concentragdes mais baixas de
virus a campo deve ser estudada bem como seu comportamento em situagdes de
infestacdo natural de C. includens e H. armigera, a fim de determinar concentracdes de
virus e FB 28 que sejam vidveis economicamente em formulados comerciais. Com
relac@o ao seu uso em producdo em massa de baculovirus, € pouco provavel que seu uso
em grande escala seja util, uma vez que resulta em reducao do peso larval e consequente
redugdo da producdo de particulas virais. No entanto, a fim de melhor compreender
essas interagdes, novos estudos precisam ser conduzidos a fim de investigar o efeito de
concentragdes menores de FB 28 combinado a diferentes concentracdes de indculo viral

em diferentes temperaturas, além de lagartas em instares larvais mais tardios.
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ANEXO 1 - LEGENDA DOS TRATAMENTOS ADICIONADOS A DIETA
ARTIFICIAL OFERECIDA A LAGARTAS DE Chrysodeixis includens EM

LABORATORIO.
Legenda Tratamento

1 0 (testemunha)

2 Fluorescent Brightener 28 (0,025%)

3 Fluorescent Brightener 28 (0,05%)

4 Fluorescent Brightener 28 (0,1%)

5 4-4 diamino stilbene (0,5%)

6 4-4 diamino stilbene (1,0%)

7 4-4 diamino stilbene (1,5%)

8 Calcofluor White Stain (0,5%)

9 Calcofluor White Stain (1,0%)
10 Calcofluor White Stain (1,5%)
11 0,025% écido bérico (0,025%)
12 0,05% acido bérico (0,05%)
13 Sppm chlorfluazuron
14 10ppm chlorfluazuron
15 0,1% umbeliferona (0,1%)
16 0,5% umbeliferona (0,5%)
17 ChinNPV (5.000 CO.ml™)
18 ChinNPV + Fluorescent Brightener 28 (0,025%)
19 ChinNPV +Fluorescent Brightener 28 (0,05%)
20 ChinNPV + Fluorescent Brightener 28 (0,1%)
21 ChinNPV + 4-4 diamino stilbene (0,5%)
22 ChinNPV + 4-4 diamino stilbene (1,0%)
23 ChinNPV +4-4 diamino stilbene (1,5%)
24 ChinNPV + calcofluor white stain (0,5%)
25 ChinNPV + calcofluor white stain (1,0%)
26 ChinNPV + calcofluor white stain (1,5%)
27 ChinNPV + 0,025% 4acido bérico
28 ChinNPV + 0,05% acido bérico
29 ChinNPV + 5ppm chlorfluazuron
30 ChinNPV + 10ppm chlorfluazuron
31 ChinNPV + 0,1% umbeliferona

w
[\

ChinNPV + 0,5% umbeliferona
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ANEXO 2 - LEGENDA DOS TRATAMENTOS ADICIONADOS A DIETA
ARTIFICIAL OFERECIDA A LAGARTAS DE Helicoverpa armigera EM
LABORATORIO.

0 (testemunha) 1

0,025% FB 2

0,05% Fluorescent Brightener 3
0,1% Fluorescent Brightener 4

0,5% 4-4 diamino stilbene 5

1,0% 4-4 diamino stilbene 6

1,5% 4-4 diamino stilbene 7

1,5 % Calcofluor White Stain 8
0,05% acido borico 9
0,1% acido bérico 10

0,1% umbeliferona 11
0,5% umbeliferona 12
HzNPV (1.000 CO.ml™") 13
HzNPV + 0,025% Fluorescent Brightener 14
HzNPV + 0,05% Fluorescent Brightener 15
HzNPV + 0,1% Fluorescent Brightener 16
HzNPV + 0,5% 4-4 diamino stilbene 17
HzNPV + 1,0% 4-4 diamino stilbene 18
HzNPV + 1,5% 4-4 diamino stilbene 19
HzNPV + 1,5 % Calcofluor White Stain 21
HzNPV + 0,025% 4acido bérico 22
HzNPV + 0,05% acido bérico 23
HzNPV + 0,1% umbeliferona 24
HzNPV + 0,5% umbeliferona 25
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RELACAO COMPLETA DAS INTERACOES ENTRE

TRATAMENTOS COM AGENTES QUIMICOS ADICIONADOS A DIETA
ARTIFICIAL E SEU EFEITO NA MORTALIDADE DE LAGARTAS DE 3°
INSTAR DE Chrysodeixis includens.

Tratamentos St p-valor
T1 vs. T2 5,891088 0,01521769 o
T1 vs. T3 1,732277 3,15E+01 o
T1 vs. T4 159,508 6,50E+01 o
TIvs. TS 0,8980534 0,3433042 NS
TIvs. T6 416,589 0,04124574 ok
TIvs. T7 2,084161 4,99E+00 ok
T1vs. T8 0,6246807 0,4293132 NS
T1 vs. T9 8,963009 0,002755008 o
T1 vs. T10 0,09122624 0,762624 NS
TI vs. T11 0,0006348395 0,9798986 NS
T1 vs. T12 2,465593 0,1163638 NS
T1vs. TI3 2,130307 0,1444118 NS
T1 vs. T14 2,796543 0,09446781 NS
T1 vs. TI5 0,04188982 0,8378299 NS
T1 vs. TI6 0,614522 0,4330903 NS
T2 vs. T3 3,565674 0,05898579 NS
T2 vs. T4 2,918586 0,08756456 NS
T2 vs. TS 1,433962 0,2311189 NS
T2 vs. T6 0,002954692 0,9566507 NS
T2 vs. T7 6,052585 0,01388596 o
T2 vs. T8 1,504983 0,2199062 NS
T2 vs. T9 0,9540069 0,3287015 NS
T2 vs. T10 4,424374 0,0354291 o
T2 vs. T11 1,807149 0,1788506 NS
T2 vs. T12 0,3604815 0,548239 NS
T2 vs. T13 0,1861349 0,6661532 NS
T2 vs. T14 0,04758748 0,8273157 NS
T2 vs. TI5 3,265498 0,07075152 NS
T2 vs. T16 1,666651 0,1967078 NS
T3 vs. T4 0,01023156 0,9194305 NS
T3 vs. TS 6,788313 0,009175659 o
T3 vs. T6 2,965367 0,08506515 NS
T3 vs. T7 0,2350691 0,6277904 NS
T3 vs. T8 6,820766 0,009010392 o
T3 vs. T9 0,5753711 0,4481324 NS
T3 vs. TI0 10,01606 0,001551808 ok
T3 vs. T11 4,77333 0,02890387 s
T3 vs. TI2 3,567652 0,05891557 NS
T3 vs. TI3 2,727073 0,09865994 NS



T3 vs. T14
T3 vs. TI5
T3vs. T16
T4 vs. TS5
T4 vs. T6
T4 vs. T7
T4 vs. TS
T4 vs. T9
T4 vs. TI0
T4vs. Tl
T4 vs. TI2
T4vs. TI3
T4 vs. Tl4
T4 vs. TI15
T4 vs. T16
TS5 vs. T6
T5vs. T7
TS5 vs. T8
T5 vs. T9
TS5 vs. TI0
T5vs. Tl
T5vs. TI2
T5vs. TI3
TS5 vs. T14
T5vs. TI5
T5vs. T16
T6 vs. T7
T6 vs. T8
T6 vs. T9
T6 vs. T10
T6 vs. T11
T6 vs. TI2
T6 vs. TI3
T6 vs. T14
T6 vs. T15
T6 vs. T16
T7 vs. T8
T7 vs. T9
T7 vs. T10
T7 vs. T11
T7 vs. T12
T7 vs. T13
T7 vs. T14
T7 vs. TI5

2,303407
9,640511
6,904732
6,233381
2,552828
0,389699
6,596774
0,5567965
10,55331
4,327107
3,000619
2,562826
2,562826
9,415744
7,000942
0,9134413
9,2193
0,0311097
3,013995
1,239834
0,3283463
0,2814603
0,4015386
0,6609006
0,4602444
0,02603227
4,682962
1,179207
0,7159964
3,415785
1,403217
0,129421
0,1509561
0,01598606
2,462466
1,129218
9,784396
1,701693
1,433766
5,614579
4,935381
4,643397
3,699747
1,296649

0,1290906
0,001903322
0,00859679
0,01253641
0,110097
0,5324577
0,01021637
0,4555539
0,001159801
0,03750995
0,08323269
0,1094029
0,1094029
0,002151302
0,008146685
0,339203
0,002394771
0,8599959
0,08254861
0,2655031
0,5666345
0,5957457
0,5262957
0,4162422
0,4975098
0,8718215
0,03046317
0,2775174
0,3974603
0,0645757
0,2361856
0,7190331
0,6976233
0,8993868
0,1165956
0,2879421
0,00175999
0,1920667
0,0001527774
0,01781166
0,02631227
0,03117324
0,05442071
0,0003171152

NS

kg
kg

kg

NS
NS
*%
NS
*%

kg

NS
NS
NS
kk
kg
NS
kk
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
kg
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

kk

NS

*k
$k
$k

NS

kk
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T7 vs. T16
T8 vs. T9
T8 vs. TI0
T8 vs. Tl
T8 vs. TI2
T8 vs. TI13
T8 vs. T14
T8 vs. T15
T8 vs. T16
T9vs. TI0
T9 vs.T11
19 vs.T12
T9 vs.T13
T9 vs.T14
T9 vs. T15
T9 vs.T16
TI0vs.TI1
TI0vs. T12
TI0vs. T13
TI0vs. T4
TiOvs. T15
TI0Ovs. T16
T11vs. TI2
TI1vs. TI3
Ti11vs. T4
Tl vs. Tl5
TI1vs.TI6
Ti2vs. T13
Ti2vs. T4
TI2vs. T15
TI2vs. TI6
Ti3vs. T4
Ti3vs. T15
Ti3vs. Ti6
Ti4vs. T15
Ti4vs. T16
Ti5vs. TI6

9,921427
3,420195
0,8337938
0,1919638
0,4750158
0,3262615
0,7298333
0,2514537
0,0002480813
6,709866
2,492619
1,089479
1,509111
0,7639204
5,468338
3,583002
0,03098309
2,377418
1,746671
2,662104
0,113019
0,7071712
0,9104603
1,210462
1,174004
0,03070258
0,2590114
0,07373584
0,08503005
1,297708
0,4744744
0,03285762
1,201801
0,3316974
1,765185
0,7066653
0,285487

0,001633657
0,06440341
0,3611778
0,6612871
0,4906887
0,5678688
0,3929372
0,6160533
0,9874334
0,009588094
0,1143812
0,2965866
0,2192748
0,3821044
0,01936403
0,05837356
0,8602781
0,1231009
0,1862958
0,1027647
0,7367328
0,4003845
0,3399923
0,2712406
0,27858
0,8609056
0,6108001
0,7859731
0,7705931
0,2546324
0,4909359
0,8561582
0,272962
0,5646613
0,1839791
0,4005531
0,5931272

kg

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

kg
NS
NS
NS
NS

kg
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
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ANEXO 4

- RELACAO COMPLETA DAS INTERACC)ES ENTRE
TRATAMENTOS COM ADICAO DE AGENTES QUIMICOS A ChinNPV A
DIETA ARTIFICIAL E SEU EFEITO NA MORTALIDADE DE LAGARTAS DE

3° INSTAR DE Chrysodeixis includens. ChinNPV: 5.000 CO.ml™

Tratamentos Causa 1 Causa 2
stat p-valor Stat p-valor

Ti7 vs. T18 8,011,596 0,004647875 wE 2,197,972 0,138192407 NS
Ti7 vs. T19 11,124,857 0,0000000 ok 103,844 0,3081846 NS
Ti7vs. T20  -126,910,741 10,000000 wE 1,385,234 0,2392117 NS
Ti7 vs. T21 3,497,394 0,06146547 NS 2,571,222 0,10882365 NS
T17 vs. T22 1,733,537 0,1879598 NS 0,378516 0,5383985 NS
T17 vs. T23 127,504,493  0,0003559236 ok 0,1615919  0,6876950614 NS
T17 vs. T24 4,645,323 0,03113827 wE 2,963,280 0,08517499 NS
T17 vs. T25 0,9655561  0,3257909862 NS 139,348,739  0,0001892544 *ok
T17 vs. T26 7,807,223 0,005203781 wE 9,820,494 0,001725780 *E
Ti7 vs. T27 12,880,420  0,0003320378 ok 7,795,053  0,0052389485 wE
T17 vs. T28 759,899 5,84E+03 *E 1,710,226 3,54E+01 **
T17 vs. T29 15,850,674 6,85E+01 o 3,305,595 6,90E+04 o
T17 vs. T30 2,060,311 0,15117931 NS 3,584,549 0,05831924 NS
Ti7vs. T31  1,078,242,973  0,2990909 NS 0,006760201 0,9344714 NS
T17 vs. T32 8,511,842 0,003528428 ok 3,267,405 0,070669312 NS
Ti8vs. T19 61,504,667 4,44E-09 *E 6,015,933 1,42E+04 **
Ti8vs. T20  -108,600,874  100,000000 ok 5,925,493 0,01492336 *E
Ti8vs. T21  1,845,665,987  1,74E+01 o 0,01696801 8,96E+05 o
Ti8vs. T22 21,279,972 0,1446296 NS 0,7737314 0,3790652 NS
Ti8vs. T23 127,504,493  0,0003559236 wox 0,1615919  0,6876950614 NS
Ti8vs. T24 190,141,816 1,30E+01 ok 0,1723878 6,78E+05 *x
Ti8vs. T25 1,811,044 0,17838307 NS 5,758,619 0,01640796 *x
Ti8vs. T26 23,513,218 1,24E+00 ok 3,102,344 7,82E+04 *x
Ti8vs. T27 20,562,909 5,77E+00 wE 2,605,233 1,07E+05 ok
Ti8vs. T28 19,480,265 1,02E+01 ok 7,604,131 5,82E+03 *x
Ti8 vs. T29 309,261,204 2,68E-02 *E 0,3693074 5,43E+05 ok
Ti8 vs. T30 106,716,700  0,001087889 ok 0,4368081 0,508667067 NS
Ti8vs. T31 10,497,874 0,00119512 wE 1,535,341 0,21531264 NS
Ti8vs. T32 256,751,531 4,04E-01 *E 0,2049513 6,51E+05 *x
T19 vs. T20 437,454,814 3,74E-05 *E 0,0592177 8,08E+05 ok
Ti9vs. T21 110,267,708  0,00000000 ok 6,430,319 0,01121884 o
Ti9vs. T22 82,137,245 0,0000000 wE 2,677,425 0,1017802 NS
Ti19vs. T23 127,504,493  0,0003559236 ok 0,1615919  0,6876950614 NS
Ti9vs. T24 93,190,953  0,000000000 ok 7,144,201 0,007520678 *E
Ti9vs. T25 4,955,937 1,92E-06 *E 2,131,212 3,90E+00 *E
Ti9vs. T26 9,553,456 0,00000e+00 wE 1,632,904 5,32E+00 *E
Ti9vs. T27 4,466,761 2,33E-05 *E 1,390,645 1,92E+02 *E
Ti9vs. T28 6,610,674 4,44E-10 ok 2,519,854 5,17E-01 *E
T19vs. T29 88,604,782 0,000000000 wox 8,196,453 0,004197238 *E
T19 vs. T30 57,510,464 3,36E-08 *E 8,259,808 4,05E+03 *E



TI9 vs.
TI9 vs.
T20 vs.
T20 vs.
T20 vs.
T20 vs.
T20 vs.
T20 vs.
T20 vs.
7120 vs.
T20 vs.
T20 vs.
T20 vs.
7120 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T21 vs.
T22 vs.
T22 vs.
T22 vs.
T22 vs.
T22 vs.
122 vs.
T22 vs.
122 vs.
T22 vs.
122 vs.
T23 vs.
123 vs.
T23 vs.
T23 vs.
T23 vs.
T23 vs.
T23 vs.
T23 vs.
T23 vs.
T24 vs.
T24 vs.

131
132
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
122
123
124
125
126
127
128
129
T30
131
132
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
124
125
126
127
128
129
1730
131
132
125
126

718,582,399
107,223,639
246,677,669
817,663,154
127,504,493
183,966,888
12,956,633
18,089,020
6,725,512
12,822,822
143,728,776
138,745,296
1,699,499,181
211,591,724
9,624,169
127,504,493
0,51787045
5,358,355
1,454,129
5,995,865
1,206,882
66,036,845
0,004045316
0,3381732
112,866,695
127,504,493
10,719,458
0,0558965
14,971,788
17,229,332
1,357,265
23,616,836
549,877
46,959,090
5,890,529
0,008546288
9,064,932
0,1815298
3,830,239
0,1199314
35,081,604
0,62083660
2,008,328
0,035137217
7,876,616
0,2108376

0,0000000
0,000000000
0,00000000
0,00000000
0,0003559236
0,00000000
0,000000e+00
0,0000000000
2,22E-10
0,000000e+00
0,000000000
0,000000000
0,0000000
0,000000000
0,001920333
0,0003559236
0,4717515
0,02062321
0,2278665
0,01433945
0,27195050
0,0101768
0,9492865
0,5608856
0,2880599
0,0003559236
0,001060147
0,813103359
0,0001091306
3,31E+01
0,0002295051
1,18E+00
0,01902985
0,0302345
6,71E+01
0,9263436
0,002605582
0,6700618
0,05033575
0,72910893
0,06106723
0,4307366
0,1564377
0,8513084
0,005007811
0,6461117

sk
sk
sksk

sk

sk
kk
sk
kk
sk
kk
sk

NS

sk

NS

sk

NS
wok
NS
NS
NS

ok
*%
NS
*%
*k
*%
*k
*%
*k
*%
NS
*%
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

sk

NS

0,6922789
7,769,278
6,395,661
2,988,634
0,1615919
5,769,726
1,817,514
1,512,042
1,378,735
2,334,293
9,983,223
8,226,499
0,2257085
8,009,051
0,992166
0,1615919
0,06368915
4,763,123
2,448,477
2,115,968
6,453,937
0,1929402
0,269315946
17,581,543
0,09225407
0,1615919
1,480,416
104,573,074
6,739,545
5,128,169
1,273,428
1,711,823
195,579
0,3324824
1,585,287
0,005914660
3,088,033
12,801,661
1,300,239
43,287,731
0,0140937
0,02913336
2,696,269
0,007983198
2,983,880
14,236,058

0,4053903
0,005314228
0,01143996
0,08385086
0,6876950614
0,01630458
2,01E+01
0,0001008662
2,05E+02
1,36E+00
0,001579729
0,004128309
0,6347243
0,004654411
0,319213554
0,6876950614
0,8007573
0,02907575
0,1176390
0,14576984
0,01107068
0,6604807
0,6037910
0,1848549
0,7613309
0,6876950614
0,223709523
0,001221652
0,0094298664
2,35E+04
0,0003590136
1,91E+05
0,16196428
0,5642010
2,08E+05
0,9386977
0,078870115
0,2578682
0,25416952
0,03747325
0,90549965
0,8644715
0,1005834
0,9288048
0,084097438
0,2328108

sk

NS
NS
kg
NS
NS
NS
NS
kk
NS
NS
NS
NS
NS
NS
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T24 vs.
T24 vs.
T24 vs.
T24 vs.
T24 vs.
T24 vs.
T25 vs.
T25 vs.
T25 vs.
125 vs.
T25 vs.
T25 vs.
T25 vs.
7126 vs.
T26 vs.
T26 vs.
T26 vs.
T26 vs.
T26 vs.
T27 vs.
T27 vs.
T27 vs.
T27 vs.
T27 vs.
T28 vs.
T28 vs.
T28 vs.
T28 vs.
T29 vs.
T29 vs.
T30 vs.
T30 vs.
131 vs.

127
128
129
T30
131
132
126
127
128
129
1730
131
132
127
128
129
1730
131
132
128
129
T30
131
132
129
T30
131
132
130
131
131
132
132

4,753,472 0,02923924
0,3798018 0,53770930
4,099,534,494  0,04289502
0,30959455 0,5779291
1,229,027 0,2675963
0,192958919  0,6604653
101,055,704  0,001478218
133,462,226  0,0002589437
89,653,770  0,002751439
17,634,167 2,68E+01
3,614,247 0,05728666
2,932,251 0,086826359
10,510,674 0,00118687
30,067,141 0,08292023
0,002890417  0,9571243
23,862,850 0,1224042
10,719,509 0,3005052
2,596,508 0,10709944
0,01215129 0,9122247
28,345,527 0,09225649
0,4369379 0,5086041
7,330,132 0,006780808
8,499,936 0,00355159
4,382,418 0,03631146
1,810,967 0,17839232
1,636,882 0,2007539
2,928,547  0,0870258016
0,1713056 0,67895408
649,311,827  0,01082929
9,057,817 0,00261574
315,169,223 0,07584827
0,1371542 0,71112667
118,632,197 0,2760727

ET]

NS
ook
NS
NS
NS

sk
sk
kk

sk

sk

NS
NS
NS

1,239,570
42,252,074
0,001603435
0,05587654
2,374,682
0,000132046
0,3321418
0,0121839
0,2066176
2,194,316
1,553,029
9,182,831
3,119,883
0,1181249
1,007,417,670
0,9065531
0,6221297
6,406,627
139,387,256
0,1634377
0,7852452
0,700670
5,561,199
1,355,200
3,065,009
2,604,073
10,936,288
44,557,288
0,02248868
2,512,676
0,01469334
27,156,784
0,06738013

1,026,555,400
0,03982775
0,96805891
0,8131361
0,1233167
0,9908316
0,564400638
0,9121074567
0,649431507
1,39E+05
0,21268887
0,002442958
0,07734236
0,73107717
0,3155223
0,3410306
0,4302570
0,01136952
0,2377522
0,68601099
0,3755418
0,402558671
0,01836283
0,24437108
0,07999471
0,1065895
0,0009429891
0,03478437
0,88079438
2,011,293,404
0,90351989
0,09936672
0,7951902

NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

ek

NS
ek
NS
NS
NS
NS
NS
kg
NS
NS
NS
NS

kk
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ANEXO 5 -

INSTAR DE Helicoverpa armigera.

RELACAO COMPLETA DAS INTERACC)ES\ ENTRE
TRATAMENTOS COM AGENTES QUIMICOS ADICIONADOS A DIETA
ARTIFICIAL E SEU EFEITO NA MORTALIDADE DE LAGARTAS DE 3°

Tratamentos St
Tl vs. T2 7,391681 0,006552623 wok
TIvs. T3 9,15E+01 0,9923684 NS
Tl vs. T4 0,7140608 0,398099 NS
Tl vs. TS5 0,9208566 0,3372502 NS
TI vs. T6 110,807 0,2925019 NS
TIvs. T7 2,352464 0,1250852 NS
TIvs. T8 2,744328 0,09760008 NS
TIvs. T9 2,757653 0,09679012 NS
TIvs. TIO 1,142612 0,0007241889 Hok
TIvs. Tl 1,658975 0,1977417 NS
TIvs. TI2 6,079145 0,0136787 w3k
T2 vs. T3 7,259551 0,007052492 Hok
T2 vs. T4 1,299105 0,0003129835 Hk
T2 vs. TS 1,285421 0,000336721 *ok
T2 vs. T6 1,360628 0,0002254297 w3k
T2 vs. T7 1,486576 0,2227485 NS
T2 vs. T8 1,107688 0,0008741074 Hok
T2 vs. T9 0,09776467 0,7545288 NS
T2 vs. TIO 1,838398 0,1751389 NS
T2 vs. TI11 8,166665 0,004266729 *k
T2 vs. TI2 1,838398 0,1751389 NS
T3 vs. T4 0,8385634 0,359808 NS
T3 vs. TS 0,8317062 0,3617796 NS
T3 vs. T6 1,141077 0,2854249 NS
T3 vs. T7 2,439798 0,1182915 NS
T3 vs. T8 2,884611 0,08942959 NS
T3 vs. T9 3,045752 0,0809486 NS
T3 vs. TI0 1,238522 0,0004327447 Hk
T3 vs. Tl 1,811811 0,1782912 NS
T3 vs. TI2 6,178601 0,01293045 Hok
T4 vs. TS 0,1096022 0,7405975 NS
T4 vs. T6 0,239435 0,6246145 NS
T4 vs. T7 6,314,623 0,01197462 Hk
T4 vs. T8 1,043,953 0,3069039 NS
T4 vs. T9 745,334 0,006331886 *k
T4 vs. TI0 1,945972 1,03E+01 Hok
T4 vs. T11 0,6899933 0,4061667 NS
T4 vs. TI2 4,112369 0,0425707 Hok
TS5 vs. T6 0,03750685 0,8464368 NS
TS5 vs. T7 4,180553 0,04089036 Hok
TS5 vs. T8 1,667566 0,1965848 NS
TS5 vs. T9 4,792409 0,02858541 Hk
T5 vs. T10 16,70168 4,374217e-05 *ok
T5vs. Tl 0,8815704 0,3477719 NS
T5vs. TI2 4,354544 0,03691034 Hok
T6 vs. T7 5,262663 0,02178766 *k
T6 vs. T8 107,789 0,2991701 NS
T6 vs. T9 6,318568 0,01194801 R
T6 vs. TI0 1,949789 1,01E+01 Hk



T6 vs. T11
T6 vs. TI2
T7 vs. T8
T7 vs. T9
T7 vs. T10
T7 vs. T11
T7 vs. T12
T8 vs. T9
T8 vs. T10
T8 vs. T11
T8 vs. TI2
T9 vs. TI0
T9 vs.T11
T9 vs.T12
T10vs.TI1
TI10vs. T12
T11vs. TI2

0,5354747
4,134135
8,843555

0,003563656
3,851599
6,284563
1,265583
6,995661
1,407041

0,08314419
1,669386
1,651378
6,025887
118,643
1,277856
193,963
2,629674

0,4643142
0,04202654
0,002941257
0,9523975
0,04969858
0,01217941
0,000374396
0,008170752
0,0001760926
0,7730809
0,1963408
0,1987715
0,01409755
0,0005722013
0,0003506146
1,06E+01
0,1048833

NS

FT]
sk
NS

**INS

kk
kek
ksk
sksk

NS
NS
NS

sksk
sksk
sk
ksk

NS
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ANEXO 6 - RELACAO COMPLETA DAS INTERACOES ENTRE
TRATAMENTOS COM ADICAO DE AGENTES QUIMICOS A HzNPV A
DIETA ARTIFICIAL E SEU EFEITO NA MORTALIDADE DE LAGARTAS DE
3° INSTAR DE Helicoverpa armigera. HZNPV: 1.000 CO.ml™!

Causa 1 Causa 2
Tratamentos
stat p-valor stat p-valor

TI3vs. T4 1,867,531 1,55E+01 ok 147,806 2,24E+05 *k
TI3vs. TI5 414,465,795 1,21E-04 o 0,1441192 7,04E+05 *k
TI3vs. T16 92,167,573  0,0000000 *ok 1,188,629 0,2756064 NS
TI3vs. T17 331,233,353  0,06876179 NS 0,09543815 0,75737427 NS
TI3vs. TI8 0,2442365 0,6211629 NS 0,7182623 0,3967145 NS
TI3vs. T19 0,00853431  0,9263951 NS  2,222,101,103 0,1360478 NS
Ti13 vs. T20 9,065,078  0,002605374  ** 1,352,931 0,244766282 NS
TI3vs. T21 3,164,274  0,07526588 NS 1,355,740 0,24427712 NS
Ti13vs. T22 175,649,961  2,78E+01 *k 0,1242723 7,24E+05 wk
Ti13vs. T23 796,252,606 0,004775572  ** 0,09238964 0,761160920 NS
TI3vs. T24 3,956,184  0,04669945 ok 1,258,714 0,26189461 NS
TI3vs. T25 64,584,070  0,01104286 ok 0,7877454 0,37478273 NS
Ti4vs. T15 6,849,028 0,008868949 ok 2,434,698 0,118676730 NS
T14vs. T16 42,544,435 6,91E-05 ok 4,717,903 2,99E+04 *ok
Ti4 vs. T17 57,352,761  0,01662745 ok 0,8517261 0,35606448 NS
Ti4vs. T18 1,512,565 0,000100587 ok 409,318 0,0430565620 NS
Ti4 vs. T19 127,900,692 0,000348464  ** 0,01845712 0,8919343564 NS
Ti4 vs. T20 28,431,113 9,71E-02 *ok 2,901,667 8,85E+04 woE
T14vs. T21 17,542,103 2,81E+01 ok 2,902,123 8,85E+04 *k
Ti14vs. T22 36,090,150 1,88E-03 ok 0,202723 6,53E+05 *ok
T14vs. T23 796,252,606 0,004775572  ** 0,09238964 0,761160920 NS
T4 vs. T24 181,880,519  2,00E+01 ok 0,03536778 8,51E+05 *k
T4 vs. T25 2,33E+05 1,39E+00 *ok 5,37E+02 9,82E+05 wE
Ti5vs. TI6 217,984,753  3,03E+00 ok 0,3282145 5,67E+05 wE
TI5vs. T17 205,411,401  5,84E+00 *ok 0,5095808 4, 75E+05 o
TI5vs. TI8 365,423,455 1,49E-03 ok 0,2061384 6,50E+05 Hk
TI5vs. T19 26,401,626 2,77E-01 ok 4,070,817 4,36E+04 *k
Ti5vs. T20 379,061,541 7,42E-04 ok 0,9955548 3,18E+05 *k
TI5vs. T21 261,941,942  3,09E-01 ok 0,9950711 3,19E+05 wk
Ti15vs. T22 480,134,712  4,23E-06 ok 0,6312353 4 27E+05 wok
TI15vs. T23 796,252,606 0,004775572  ** 0,09238964 0,761160920 NS
T15vs. T24 27,319,396 1,72E-01 ok 2,171,865 1,41E+05 Hok
Ti15vs. T25 32,766,215 1,04E-02 ok 1,737,071 1,88E+05 wE
Ti6vs. T17 57,543,906 3,31E-08 *ok 1,653,922 1,98E+05 wE
Ti6vs. T18 767,484,061  0,0000000 ok 0,01204195 0,9126189 NS
Ti6vs. T19 54,248,720 1,77E-07 ok 6,844,372 8,89E+03 wok
Ti6 vs. T20 518,746,834  5,92E-07 ok 0,5078984 4, 76E+05 wok
Ti6vs. T21 405,216,340 1,94E-04 ok 0,5094451 4, 75E+05 wok
Ti6 vs. T22 6,614,755 4,44E-10 ok 133,196 2,48E+05 wok
Ti6vs. T23 796,252,606 0,004775572  ** 0,09238964 0,761160920 NS
Ti16 vs. T24 47,104,878 6,73E-06 ok 3,928,911 4,75E+04 *ok
Ti6 vs. T25 50,774,048 1,04E-06 ok 3,554,577 5,94E+04 *ok
T17 vs. T18 1,565,786 0,2108200 NS 1,386,104 0,2390642 NS
T17 vs. T19 2,985,371  0,08402004 NS 1,929,633 0,16479862 NS
T17 vs. T20 15,860,733 6,82E+01 ok 1,709,762 1,91E+05 wE
T17 vs. T21 8,131,036  0,004351389 ok 1,709,551 0,191043649 NS
TI17 vs. T22 252,654,285  5,00E-01 ok 0,03703456 8,47E+05 wok
T17 vs. T23 796,252,606 0,004775572  ** 0,09238964 0,761160920 NS



T17 vs.
TI7 vs.
T18 vs.
T18 vs.
T18 vs.
TI8 vs.
TI8 vs.
TI8 vs.
TI8 vs.
TI9 vs.
TI9 vs.
TI9 vs.
TI9 vs.
TI9 vs.
T19 vs.
121 vs.
121 vs.
121 vs.
T21 vs.
T22 vs.
T22 vs.
T22 vs.
123 vs.
123 vs.
124 vs.

124
125
T19
120
121
122
123
124
125
120
121
122
123
124
125
122
123
124
125
123
124
125
124
125
125

92,691,422
128,163,005
0,3125616
123,809,347
48,287,903
2,040,404
796,252,606
4,996,424
7,981,748
7,842,370
2,459,290
178,955,164
796,252,606
344,817,617
58,561,235
4,422,140
796,252,606
0,0358264
0,3972724
796,252,606
50,991,486
33,347,396
20,231,107
0,8779964
0,300619451

0,002330468
0,000343612
0,57611252
0,00043374
0,02798826
6,27E+00
0,004775572
0,02539974
0,00472513
0,005103564
0,1168316
2,33E+01
0,004775572
0,06332161
0,01552295
0,03547552
0,004775572
0,84987443
0,5285013
0,004775572
0,02393759
0,06783114
0,1549215
0,3487510
0,5834943

*%
*%
NS
ok
*k
ko
*%
*%
H%
*%
NS
sk
sk
NS
*%
*%
Hk

NS
NS

kek
ek
kek

NS
NS
NS

0,7704681
0,5016714
59,569,946
0,6503427
0,6502663
135,563
0,09238964
3,496,809
2,940,270
3,890,392
4,322,117
0,9404312
0,09238964
0,07370096
0,1837525
1,968,433
0,09238964
31,019,330
26,274,836
0,09238964
0,2292607
0,2181367
0,2851592
0,2676027
0,009189848

0,380072277
0,4787666277
0,01465901
0,41999019
0,42001748
2,44E+05
0,761160920
0,06148721
0,08639627
0,048563085
0,0376201
3,32E+05
0,761160920
0,78602249
0,66816806
0,16061433
0,761160920
0,07819939
0,1050280
0,761160920
0,63207253
0,64046331
0,5933394
0,6049444
0,9236288
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NS
NS
ok
NS
NS
ok
NS
NS
NS

sk
sksk
sksk

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
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ANEXO 7 — COMPARATVO DE MODELOS UTILIZADOS PARA ANALISE
COMPLEMENTO LOG-LOG

Tabela comparativa dos parametros estimados em diferentes classes de modelos

Concentracdo Letal (CL) 50% e 90%, Erro Padrao (EP), e Coeficiente de Variagdo (CV) obtidas a partir
de diferentes classes de modelos: log-logistico com dois pardmetros (LL.2), Weibull tipo 1 com dois
parametros (W1.2) e Weibull tipo 2 com dois parametros (W2.2).

Espécie/instar Tratamento Modelo CLs, SE CV (%) CLg SE CV (%) R2(Y.Y)

LL2 3939 1923 49 14738 14080 96 96

ChinNPV W12 3584 2433 68 41954 68479 163 90

C. includens - W22 4476 2046 46 12292 7249 59 96
3% instar LL2 22 8 36 65 38 58 98
ChinNPV+FB 28 w12 20 6 32 69 45 65 98

W22 23 11 49 79 38 48 98

LL2 8733 5549 64 123116 196348 159 90

ChinNPV W12 7946 4661 59 160821 295758 184 91

C. includens - W22 9692 6818 70 94603 114242 121 87
4° instar LL2 738 277 38 2826 1942 69 85
ChinNPV+FB 28 w12 718 227 32 2944 2231 76 86

W22 750 361 48 2794 1469 53 83




