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Introducao

Bioensaios para determinar a atividade
inseticida de diversos compostos geralmen-
te sdo realizados com insetos oriundos de
criacbes em laboratério utilizando dietas arti-
ficiais, Entretanto, pouco é conhecido sobre a
influéncia dos componentes da dieta sobre os
resultados dos bioensaios. Além disso, para se
obter resultados reproduziveis e que apresen-
tam consisténcia, ha necessidade de se deter-
minar as possiveis alteracdes ocasionadas por
esses componentes, uma vez que resultados
de longa duragéo devem ser livres da agéo de
agentes contaminantes e propiciar resultados
confidveis e que apresentem repetitividade.
Portanto, os anticontaminantes que sao efi-
cientes na reduc¢do de fungos e nao afetam o
vigor dos insetos criados podem ser interes-
santes na realizacdo de bioensaios. Roeder et
al. (2010) estudaram um novo agente antimi-
crobiano a base de acidos que eles denomina-
ram de “Diet Antimicrobial Agent (DAA)". Este
produto foi eficiente na redugao fungica, tendo
aumentado a qualidade das dietas artificiais e o
vigor dos insetos criados [Chloridea virescens
(F.)]. Além disso, ele também foi eficaz como
substituto do formaldeido, um antimicrobiano
comum em dietas artificiais que apresenta, po-
rém, risco a saude humana e que pode preju-
dicar o desenvolvimento dos insetos.

Para que haja confiabilidade nos resultados
obtidos, algumas caracteristicas de anticonta-
minantes sdo necessarias, tais como: a subs-
tancia a sertestada ndo deve ser quimicamente
afetada ou alterada pela dieta; a substancia nao
deve afetar a palatabilidade e/ ou atratividade
da dieta; os ingredientes da formulagao basica
da dieta ndo podem mascarar ou alterar o
efeito da substancia testada; e a dieta deve
ser totalmente adequada para oferecer
e manter caracteristicas saudaveis (sem
microrganismos) durante o periodo do bioen-
saio (Parra et al., 2012). Dessa forma, nesse
trabalho avaliou-se a influéncia dos anticonta-

minantes de dieta artificial formol e DAA sobre
resultados de bioensaios de mortalidade reali-
zados com A. gemmatalis.

Material e Métodos

Os insetos utilizados nos estudos encontra-
vam-se entre a 2752 e 2802 geracgao de labo-
ratério, coletada inicialmente em Sertanépolis,
PR e posteriormente criados segundo a me-
todologia proposta por Hoffmann-Campo et
al. (1985). Para se verificar o impacto dos an-
ticontaminantes, compararam-se as curvas
de suscetibilidade obtidas em bioensaios de
mortalidade realizados sobre dietas prepara-
das com dois anticontaminantes: um constituiu
apenas de 4,38 yL.mL" de formol e o outro de
1,1 yL.mL' de formol + 1,4 uL..mL"" da solugéao
antifungica DAA. Portanto, as dietas variaram
entre si quanto a concentragdo de formol e
quanto a adigao de solugao antiflngica (SAF),
a qual foi adaptada do DAA de Roeder et al.
(2010) por meio da retirada do acido sorbico
e do antibidtico que ja4 estavam presentes na
dieta.

O efeito de ambas dietas na mortalidade
dos insetos foram avaliados por comparagao
entre as curvas de dose-resposta, obtidas a
partir das mortalidades observadas em bioen-
saios utilizando diferentes concentragbes da
proteina Cry1Ac e dos extratos de foliolos de
soja Bt em fase fenoldgica R4, do cultivar BRS
1010 IPRO. O plantio da soja ocorreu no dia
19/10/2017 e seu manejo seguiu as recomen-
dacdes para a regido.

As concentracées da proteina padrao a
serem utilizadas foram determinadas a partir
da formulacédo padrao MVP Ii, com 11,2% de
Cry1Ac (Gilroy; Wilcox, 1992), em que sete so-
lugbes foram preparadas para formar as con-
centracbes 0,044; 0,066; 0,099; 0,148; 0,222;
0,333 e 0,5 ng de ativo.cm?. Ja as concentra-
¢Oes dos extratos de foliolos foram determina-
das a partir de um extrato inicial, obtido através
da maceracgao do tecido foliar em agua desti-



lada (proporcdo de 1g de foliolos: 10 mL de
agua) com peso aproximado de 70 mg. A ma-
ceracgdo dos tecidos foi realizada em microtu-
bos com auxilio de pistilo plastico e acréscimo
do abrasivo carborundum. Apds a maceracao,
as amostras foram centrifugadas e retirou-se
o sobrenadante para se obter o extrato inicial.
A partir desse, obtiveram-se as diluicbes se-
riadas, cujas concentragdes foram 0,22; 0,33;
0,5; 0,74; 1,11; 1,67 e 2,5 ug de folha. yL"' de
extrato.cm.

Para a conducdo dos bioensaios, utilizou-
-se bandejas de 128 células (BIO-BA-128; CD
International Inc., Pitman, NJ) com aplicacéo
de 1 mL de dieta por célula. Em cada célula,
1 lagarta neonata foi acondicionada apés a
secagem do volume da proteina ou do extra-
to aplicados. Cada concentragao, aplicada a
ambas dietas, foi avaliada em seis repeticdes
(realizadas em dias subsequentes), totalizan-
do assim 96 insetos por bioensaio.

As bandejas de bioensaios foram mantidas
em camaras B.O.D. reguladas a 26 + 2°C, UR
de 60 £ 10% e fotoperiodo de 14 horas. A mor-
talidade foi avaliada aos sete dias apés a ex-
posigao inicial ao produto. Os individuos foram
considerados mortos quando nao apresen-
tavam movimentacado apés estimulagdao com
uma agulha. A analise de dados foi realizada
adotando-se o modelo Log-Logistico com qua-
tro parametros (Ritz, 2010) em ambiente R,
com utilizagdo do pacote drc para ajuste dos
modelos e estimagbes das concentragdes le-
tais (Ritz et al., 2015).

Resultados e Discussao

Os dados apresentados na tabelas 1 e 2
mostram que a dieta contendo a concentragao
maior de formol (4,48 uL.mL") ndo apresen-
tou CL,, significativamente maior que a CL,
da dieta contendo menor concentragdo de
formol (1,1 yL.mL") mais solugao antifungica.
No entanto, observando as curvas de morta-
lidade nas figuras 1 e 2, que representam a
respostas dentro de todo o intervalo de con-
centragbes estudados nesses bioensaios, e
respectivos intervalos de confianga, nota-se
que o anticontaminante com maior concentra-
¢do de formol pode afetar a sensibilidade dos
insetos, quando concentracdes menores dos
principios ativos séo utilizadas. Por exemplo,
nos bioensaios com extratos de folhas, obser-
vou-se mortalidade significativamente maior
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nos insetos expostos a concentragdao mais ele-
vada de formol, quando as concentragdes do
extrato foram inferiores a 1,2 ug. yL'.cm?2. A
semelhanga de respostas has curvas para con-
centragdes mais altas de folhas e de proteina
pode ser interpretada como consequéncia da
alta concentracao da toxina Bt, o que tornaria
o efeito do anticontaminante irrelevante.

A reducdo no uso de anticontaminantes em
dieta artificial reduz o risco de exposicdo do
executor a agentes toxicos, além de reduzir o
risco de aumento na sensibilidade dos insetos
submetidos ao bioensaio. A exclusao total de
formol em ensaios de longa duragao repre-
senta elevado risco de contaminagao por mi-
crorganismos, 0s quais encontram condi¢es
ideais de desenvolvimento em salas de cria-
¢ao. Ha necessidade de futuros estudos visan-
do a substituicdo de anticontaminantes téxicos
aos insetos e que assegurem a qualidade de
formulagées de dietas.

Conclusao

Esse estudo mostrou que € viavel reduzir a
concentracdo de formol pela solugao antifingi-
ca avaliada no preparo de dietas artificiais para
Anticarsia gemmatalis, uma vez que essa nao
mostrou interagdo negativa com os principios
ativos da toxina Bt estudados além de ter pre-
servado a integridade da dieta.
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Tabela 1. Efeito de dietas artificiais contendo diferentes concentragdes de anticontaminantes em bioensaios
com extratos de folha, N=672 Anticarsia gemmatalis; * =estimativa da taxa de variagdo da mortalidade nas
proximidades da CL,,; CL, =concentrag&o letal para 50% dos individuos; o}=erro padréo da estimativa b;

~

0 5, =€rMo padrao da estimativa da CL
L ] CL %
Dieta to, (“g_m_dﬁ:m-z) TeLsp
Formol (4,38 uL.mL"" dieta) -1,89+ 0,68 0,93 0,28
Formol (1,1 uL.mL" dieta) + SAF (1,4 pL.mL" dieta) -1,94 £ 0,36 1,47 0,4
* & diretamente proporcional ao incremento de mortalidade nas proximidades da CL,.
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Figura 1. Curvas de mortalidade de Anficarsia gemmatalis inferidas pelo modelo log-logistico através da mortalidade
obtida em bioensaios conduzidos com extratos de foliolos de soja Bt, em diferentes diluicbes aplicadas nas dietas
artificiais preparadas utilizando-se dois anticontaminantes.
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Tabela 2. Efeito de dietas artificiais contendo diferentes concentra¢des de anticontaminantes em bioensaios
com protefna Cry1Ac. N=640 insetos; = estimativa da taxa de variagéo da mortalidade nas proximidades
da CL,,; CL,= concentrag&o letal para 50% dos individuos; o},= erro padréo da estimativa b; o, .= erro
padréo da estimativa da CL,,

Dieta + 0}, CL,, (ng.cm?) Ociss
Formol (4,38 pL.mL"" dieta) -2,21 0,59 0,10 0,03
Formol (1,1 pL.mL"" dieta) + SAF (1,4 uL.mL" dieta) -2,21 £ 0,54 0,14 0,02

* & diretamente proporcional-ao incremento de mortalidade nas proximidades da CL50.
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Figura 2. Curvas de mortalidade de Anticarsia gemmatalis inferidas pelo modelo log-logistico através da mortalidade
obtida em bioensaios conduzidos com protelna Cry1Ac, em diferentes concentragdes aplicadas nas dietas artificiais

preparadas utilizando-se dois anticontaminantes.



