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RESUMO

Os produtos herbicidas com base de glifosato sdo os mais vendidos no Brasil, sua eficacia
e baixo custo tornam o produto perfeito para grande parte do setor agricola do pais. N&o entanto
seu uso é ainda muito polémico pelos potenciais efeitos que tem em outros organismos néo alvo.
As culturas de soja, milho e algodao estdo entre as principais em usar estes produtos com glifosato
para sua irrigacéo, sobretudo em aquelas regides onde cultivam plantas modificadas geneticamente
com resisténcia ao glifosato. Além disso, estas culturas sdo frequentemente atacadas por
Spodoptera frugiperda e Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) duas mariposas praga
que provocam perdas econdmicas importantes. Assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar o
efeito do herbicida glifosato sobre a biologia e reproducédo de estas duas espécies de insetos praga.
O estudo foi realizado no Laboratério de Entomologia Molecular e EcoToxicologia (M.E.E.T) do
departamento de entomologia da UFLA. Realizaram-se testes de toxicologia em ovos, lagartas e
pupas para cada espécie usando trés tratamentos: 1) produto comercial Roundup Original® na dose
recomendada na bula do produto, 2) a dose recomendada diluida 20 vezes com agua destilada e 3)
somente agua destilada como grupo controle. Os trés tratamentos foram aplicados diretamente com
micropipetas sobre os ovos e lagartas das duas espécies. As pupas foram expostas mergulhando-as
individualmente em cada tratamento. Depois da exposi¢do, as larvas e pupas foram monitoradas
até a emergéncia do adulto. Os parametros avaliados incluem a sobrevivéncia e duracdo de cada
estagio. O efeito sobre os adultos, oriundos de ovos, lagartas e pupas expostos aos tratamentos, foi
estudado avaliando a fertilidade e fecundidade de casais e grupos de casais acondicionados para
acasalamento e oviposicdo em gaiolas especializadas até a morte. Todos 0s experimentos foram
realizados sob condicGes controladas de temperatura (25£2°C), umidade relativa (70£10%) e foto
periodo (12:12 L: D). Durante este estudo foi possivel encontrar efeitos negativos significativos do
uso do glifosato sobre a taxa de sobrevivéncia e a fecundidade de organismos pragas ndo-alvos
associadas a culturas de importancia econdémica no Brasil.

Palavras-chave: Glifosato. Spodoptera frugiperda. Chrysodeixis includens.



ABSTRACT

The herbicide products based on glyphosate are the champions of sales in Brazil, their
effectiveness and low cost make them the ideal product for much of the agricultural sector of the
country. However, their use is still very controversial for the potential effects they may have on
other non-target organisms. Soybean, corn, and cotton crops are the main targets of these
glyphosate products, especially in those regions where genetically modified plants with glyphosate
resistance are grown. In addition, these crops have in common that they are often attacked by
Spodoptera frugiperda and Chrysodeixis includens, (Lepidoptera: Noctuidae) two pest moths that
cause millionaire economic losses in almost everything the world and are a threat to the food
security of some regions. Thus, this work aimed to characterize the effect of the herbicide
glyphosate on the biology of these two species of insect pests. For this, the study was carried out
at the Laboratory of Molecular Entomology and EcoToxicology (M.E.E.T) of the entomology
department of UFLA. Toxicology tests were performed on eggs, caterpillars, and pupae for each
species using three treatments: 1) commercial product Roundup Original® at the recommended
dose in the package insert, 2) the recommended dose diluted 20 times, and 3) only distilled water
as a control group. The three solutions were applied directly with micropipettes on the eggs and
caterpillars of the two species; pupae were dipped individually in each treatment. After exposure,
the larvae and pupae were monitored and their survival and duration of each stage were monitored
until the adult emergence. The effect on adults was assessed by evaluating the fertility and
fecundity of couples and groups of couples in specialized cages until death. All experiments were
carried out under controlled conditions of temperature (25+2°C), relative humidity (70+10%) and
photoperiod (12:12 L: D). Our results showed significant negative effects of the use of glyphosate
on the survival and reproduction of non-target pest organisms associated with crops of economic
importance in Brazil.

Keywords: Glyphosate. Spodoptera frugiperda. Chrysodeixis includens
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1. INTRODUCAO

Desde a década de 1960 em Brasil, os agrotoxicos fazem parte da estratégia tecnologica para
acrescentar os resultados de producédo agricola com a chamada “revolugdo verde” e o “Programa
Nacional de defensivos Agricolas” (PNDA). Assim, com o implemento destas politicas a favor da
producdo e uso de agrotoxicos, Brasil tornou-se o maior consumidor do planeta destas substancias
e um dos maiores produtores agricolas (ALVES; SOUZA, 2018).

Embora seu uso tenha favorecido a producdo do pais, as desvantagens pelo uso excessivo e
inadequado sdo diversas e 0s estudos que as documentam s&o cada vez mais frequentes. Antes de
1970, as afetacbes dos aquiferos e solo eram pouco conhecidas; no entanto, na atualidade os
alarmas estdo ativados pela presencia de substancias toxicas nas fontes de dgua subterranea e no
solo com efeitos contaminantes sobre a salde das comunidades bioldgicas e os ecossistemas de
rios e mares (BUTTLER; MARTINKOVIC; NESHEIM; 1998).

Os herbicidas correspondem amais de 50% do comercio dos agrotoxicos no mundo (ZHOU
et al., 2020), contudo, os mecanismos que eles tém para combater as plantas daninhas sdo pouco
diversos e muitas dessas pragas tém alcancado desenvolver resisténcia. Por exemplo, recentemente
Clay (2021) reporto resisténcia aos herbicidas em 521 casos documentados no mundo. Além disso,
23 dos 26 sitios de acdo que estes produtos tém para atacar as pragas, estdo comprometidos na
capacidade de resisténcia das plantas daninhas e esta € uma tendéncia que vem crescendo desde a
década dos 80s até hoje gerando uma grande preocupacdo na agricultura (CLAY, 2021).

N&o entanto, as vantagens que os herbicidas oferecem aos agricultores em quanto o custo
baixo, a facilidade com que eles s&o usados e a eficiéncia que tem para solucionar o problema com
as ervas daninhas, ainda quando elas tém alguma resisténcia, fazem que estes produtos sejam muito
usados no Brasil até hoje (ALVES et al., 2018). E por isso que atualmente o Brasil é um dos
principais importadores dessas substancias no mundo (PELAEZ et al., 2015) e porem é
responsabilidade do pais fazer um uso racional e controlado dessas substancias em seu territorio se
quiser alcangar uma agricultura sustentavel.

De todos os herbicidas comercializados neste pais, os produtos com glifosato sdo 0s mais
vendidos nos ultimos anos (NODARI; HESS, 2020). Sua eficacia é tdo alta que, desde que foi
lancado no mercado vem ganhando cada vez mais popularidade em os agricultores e no periodo
desde 2014 até 2018 reportaram se ventas por 943.626,43 toneladas de produtos com glifosato
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2020). No entanto, segundo
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SAMMONS e GAINES (2014) o glifosato néo tive ervas resistentes reportadas pelos
primeiros 15 anos de uso depois de seu langamento ou mercado, mas para 2017 foram reportadas
263 populacoes resistentes em 36 espécies (NODARI et al, 2020) 33% mais que a quantidade
registrada até 2014.

Além do problema com a resisténcia das ervas daninhas, 0 uso excessivo de agrotoxicos &
uma das principais causas de danos aos ecossistemas e perda de biodiversidade no Gltimo século
(FOX, 2012) porem, seus efeitos a longo prazo sao bastante preocupantes, pois podem se acumular
e permanecer no ecossistema, passar de um organismo para outro por bioacumulacdo na cadeia
trofica (DABNEY; PATINO, 2018), tem baixa especificidade de acio afeitando espécies nio alvo,
podem erodir o solo, contaminar aquiferos e gerar pressdes de selegcdo indesejaveis sobre es pragas
que atacam (LIMA; BOECHAT; GUCKER, 2021)

Analisando como exemplo o Brasil, em apenas 50 anos de uso dos produtos de glifosato,
algumas das regides agricolas do pais, acumularam no solo concentracfes altamente elevadas
(MAGGI et al., 2020). Esse fato é de grande preocupacao para alguns especialistas devido aos
efeitos colaterais, especialmente naquelas regides onde os cultivos de soja, milho e algodéao
transgénicos com resisténcia ao glifosato, sdo muito comuns e o glifosato é dispersado com maior
frequéncia. Por exemplo, em um estudio de 2021 sobre o glifosato em Brasil, 0s pesquisadores
Lima et al (2021) encontraram evidencia de efeitos toxicos em 27 espécies de produtores e
consumidores na rede trofica, incluindo humanos, peixes, anfibios, minhocas, crustaceos e
diferentes microrganismos.

Desde o ponto de vista fisioldgico, o glifosato € um herbicida sistémico que interfere na rota
do Shikimato por bloqueio do sitio ativo da enzima 5-enolypyruvylshikimate-3-phosphate synthase
(EPSP), que é essencial no metabolismo dos aminoécidos aromaéticos triptofano, tirosina e
fenilalanina das plantas (COUTINHO; MAZO, 2005), (SAMMONS et al., 2014), sendo assim,
altamente eficaz na eliminacdo de ervas daninhas e o aumento da producdo de culturas de
importancia econdmica. No entanto, 0s seus componentes sdo incorporados em diferentes tecidos
da planta e podem atingir outros organismos ndo alvo. Ao mesmo tempo, as moléculas derivadas
da sua degradacdo, como aminometil, &cido fosfénico (AMPA) e N-Metilglifosato tém
comportamento recalcitrante no ecossistema e sdo ainda mais toxicas (ZACHARIA, 2011).

Né&o entanto, segundo uma nota técnica da ANVISA publicada no 2019, o uso de glifosato
no Brasil € seguro. Mas nos anos anteriores (2015 e 2017) a propria ANVISA classifico a sustancia



11

mesma como potencialmente cancerigena. E por isso que s&0 necessarios mais estudos que
ajudem a compreender as dinamicas que este tipo de substancias toxicas podem ter sobre o
ecossistema tudo; e assim criar protocolos de uso que podam ajudar a diminuir os efeitos negativos
que tem, avaliar os riscos e aportar novas evidencias sobre seus efeitos.

Nesse sentido, um dos principais grupos que tém servido para monitorar a dindmica dos
ecossistemas ao longo do tempo é a ordem Lepidoptera (FOX, 2013) devido ao fato de suas
populacdes serem bastante sensiveis as mudancas no ambiente. No entanto, os estudos sobre a
influéncia do glifosato nesses organismos tém sido pouco desenvolvidos e a maior parte da
bibliografia tem se concentrado principalmente nas abelhas (DAI et al., 2018) e deixando a relagéo
com as borboletas e mariposas pouco exploradas. Isso é estranho, principalmente porque algumas
sdo excelentes bioindicadores na dindmica dos ecossistemas e também porque vérias espécies de
mariposas sdo pragas de muitas culturas economicamente importantes, pelo que efeitos negativos

sobre elas poderiam ser uteis para seu controle no MIP.

Tendo em a conta o anterior, neste estudo quisemos caracterizar os efeitos que o glifosato
pode ter sobre a biologia de dois das principais mariposas praga que afeitam as culturas de milho,
soja e algoddo onde o uso é a concentracdo de glifosato e alta. Tais espécies sdo Chrysiodeixis
includens e Spodoptera frugiperda, duas desfolhadoras noturnas que causam perdas de milhGes de
dolares por ano no territorio brasileiro e sdo consideradas mundialmente como uma das espécies
de maior preocupacao no cultivo dessas plantas, pois podem diminuir a safra de producéo entre 20
e 35% (ANDREWS, 1989). Estudar o efeito direto de um herbicida na reproducéo e supervivéncia
de insetos-praga € um campo pouco explorado, talvez por se supor dentro dos padrdes de seguranca
ambiental dessas moléculas que ndo devam ter efeito sobre essas espécies. Ndo entanto, neste
estudo encontraram-se varios efeitos negativamente significativos na sobrevivéncia dessas pragas
nas fases de ovo, lagarta e pupa, mesmo assim, no quanto a taxa de fecundidade e fertilidade nos
adultos. O tempo de desenvolvimento em diferentes estagios de seus ciclos biologicos também foi
avaliado mas néo acharam se diferencias significativas entre os tratamentos.

Finalmente, as aplicacOes que esta pesquisa pode ter no campo de manejo integrado de pragas
sdo diversas, porque um herbicida estaria tendo influéncia direita sobre a taxa de sobrevivéncia e
reproducéo das populacgdes de insetos praga na dose recomendada do produto. Também, os efeitos

encontrados sugerem que as borboletas e outras mariposas que habitam os agroecossistemas,
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poderiam estar sendo afeitadas pelo glifosato. N&o entanto sdo necessarios mais estudos sobre as
relagOes entre os herbicidas e este grupo em particular.
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2. Referencial teorico

2.1 O glifosato: lider mundial dos herbicidas

O glifosato (C3sHsNOsP), também conhecido como N — fosfonometil glicina € um herbicida
n&o especifico de acdo sistémica, com patente de Monsanto desde 1970 (SHECACKS e DARVAS,
2011) que interfere com a sintese de aminoacidos aromaticos inibindo a enzima 5 -
enolpiruvishikimate-3-fosfato synthase (EPSPS) fazendo um bloqueio da via Shikimato em plantas
(ANDREOTTI et al., 2018). Porem pode alterar os processos Vvitais das plantas como € a sintese de
aminoacidos, proteinas e acidos nucleicos (COUTINHO; LUIZ; MAZO, 2005)

Além disso, os herbicidas a base de glifosato (HBG) contem coadjuvantes, como
tensoativos e surfactantes, além do ingrediente ativo de glifosato que poder ter efeitos toxicos sobre
os animais (NODARI et al., 2020). Em quanto a classe toxicoldgica estabelecida pela ANVISA
(2016) o glifosato é catalogado tipo 1V (pouco toxico) e em 2017, a mesma agencia ANVISA
classifico o glifosato como potencialmente cancerigeno. N&o entanto, em 2019 publicou uma nota
técnica afirmando o uso seguro desta substancia na agricultura. Contudo, atualmente segue em
processo de reavaliacdo do perfil de seguranca pela ANVISA; do mesmo jeito, na Agéncia de
Protecdo Ambiental Americana (US EPA) e Agéncia Europeia de Substancia Quimicas (ECHA).
(ANVISA,2022) devido a seus efeitos controvérsias.

Para o Brasil, ele tem uso autorizado para aplicacdo em pos-emergéncia em culturas de
milho, arroz, algoddo, café, cana-de-acUcar, pera, ameixa, batata-doce, banana, batata-yacon,
citros, beterraba, caju, caqui, cacau, cara, carambola, cenoura, , coco, ervilha, feijdo, feijdo-caupi,
figo, fumo, grdo-de-bico, gengibre, nectarina, goiaba, inhame, lentilha, maca, mamé&o, mandioca,
mandioquinha-salsa, mangaba, nabo, pastagem, péssego, rabanete, seringueira, soja, amendoim,
trigo e uva” (NODARI et al., 2020)

Considerando os estudos realizados por ZANUNCIO et al., (2018), o Roundup Original
(48% p/v de sal IPA; Monsanto de Brasil Ltda, Brasil) € um dos produtos comerciais mais usados

no Brasil.

Alguns autores, como Martin Rossi (2020) fazem seguimento dos impactos do glifosato
sobre os ecossistemas; em seu livro Antologia toxicologica do glifosato +1000 Evidencias
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cientificas publicadas sobre los impactos del glifosato en la salud, ambiente y biodiversidad. Ele
recopila articulos cientificos e outros documentos a nivel mundial que aportam evidencia
comprovada dos efeitos toxicos desta substancia, por exemplo, em peixes, mamiferos, plantas ndo
alvo, anfibios, zooplancton, fitoplancton, algas, répteis, fungos, abelhas (BALBUENA et al., 2015)
e libélulas no caso dos insetos, tartarugas e outros organismos. Também, efeitos sobre o0 ambiente
no quanto solo e agua e a salde humana, como agente cancerigeno, mutagénico, teratogénico
(PAGANELLLI et al., 2010) afetacdes reprodutivas (CLAIR et al., 2012) entre outras. No entanto,
o glifosato segue sendo o herbicida campeéo de vendas no Brasil, e pese a que autores locais como
CORINA HESS no 2020, alertam sobre 0s perigos que esta sustancia tem na agricultura e satde
brasileira, seu uso estéa ainda bastante estendido.

Nossa pesquisa pretende aportar evidencias novas sobre seu efeito sobre dois das mariposas
pragas das lavouras de milho, soja e algodao que tem resisténcia genética ao glifosato, porque estes
estudos ndo foram feitos anteriormente e os lugares onde séo cultivadas estas plantas tem alta
concentracéo de glifosato (MAGGI et al., 2020).

2.2 Spodoptera frugiperda

A espeécie Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ uma mariposa
da familia Noctuidae de origem na América, sua distribui¢do pelo mundo ¢ amplia, com presencia
pela primeira vez no Africa em 2016 (GEBREYESUS, 2020), em paises de Asia como China e
fndia foi encontrada em 2018 (WANG et al., 2018). Alcangou na Australia em 2020 (PIGGOT et
al., 2021) e também tem reportes em Europa, principalmente associada com culturas de milho e
arroz onde pode diminuir os campos de cultivo rapidamente. Pelo que ¢ catalogada como uma das
espécies de maior importancia econdmica no mundo (WANG et al., 2018).

Tambeém conhecida como a lagarta do cartucho é uma mariposa de ciclo de vida curto: 32
a 43 dias em machos e 34 a 46 dias em fémeas desde ovo até emergéncia do adulto
(SHARANABASAPPA et al., 2018) no entanto, ela pode variar na duragdo dependendo da fonte
de alimentacdo (ANDREWS, 1980), a temperatura (DU PLESSIS; SCHELEMMER; VAN DER
BERG, 2020), e umidade. Por exemplo, CHANG et al., (2022) encontrarem que a 25°C, S.
frugiperda tem um ciclo de duracdo completo de 39,87 a 43,94 dias; sendo mais longo na fémea
gue no macho. Também encontraram, que o tempo de eclosdo dos ovos, poderia durar entre 3,30 e

3,41 dias na mesma temperatura. Do mesmo jeito, o desenvolvimento larval pode durar entre 31,09
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e 35,02 dias; e finalmente, o tempo de desenvolvimento como pupa foi calculado del2,83 a 13,92
dias. Este mesmo estudio sugere que o tempo do ciclo de vida completo pode ser mais acelerado
perto dos 30°C, pelo que convida a ter cuidado com as adaptacdes e ampliacdo nas regides de
distribuicdo de desta espécie por efeito da mudanca climatica. (Y1 CHAI CHEN et al., 2022)

Além do anterior, ¢ a principal praga das lavouras de milho em América; (PAULA et al.,
2012) ela pode se alimentar de 76 familias diferentes (OVERTON et al., 2021) e tem 353 espécies
de plantas hospedeiras (MONTEZANO et al., 2018). Assim, algumas outras espécies de
importancia econdmica atacadas por S frugiperda sao arroz, cana de agucar, soja, pastagem,
amendoim, repolho, alfafa, trevo, batata, feijdo, tomate, fumo, abobora, espinafre ¢ algodao
(Andrews, 1980) As perdas por esta plaga no mundo sao dificeis de quantificar, ndo entanto, se
estima que s6 em Brasil em 2009 foram gastados US 600 milhdes em planes de manejo para S.
frugiperda, e que em o continente africano, as perdas por ano podem chegar até os US 1300 milhdes.
(OVERTON et al., 2021). Uma parte das perdas estdo em os gastos de controle, outra pelos danos
ocasionados na produtividade do cultivo e pelos danos na aparéncia do produto comercial; por
exemplo, nas culturas de milho a lagarta de cartucho devora rapidamente as folhas e além pode
penetrar no fruto e estragar a espiga.

No que diz respeito a manejo de pragas, em principio foi controlada efetivamente com
diferentes inseticidas quimicos, mas com o tempo os casos de resisténcia foram mais comuns nas
populacdes e a efetividade foi diminuindo com varios inseticidas. (YOUNG, 1979). Com o
descobrimento de inseticidas a base de Bacillus thuringiensis (Bt) o problema parecia estar
solucionado, até que novamente a resisténcia ressurgiu com mais frequéncia (HUANG, 2021);
contudo e o problema da resisténcia desenvolvida pela praga, os inseticidas sintéticos e o Bt ainda
sdo as alternativas mais usadas na atualidade para o controle desta espécie; por isso, os cientistas

estdo em procura de novas alternativas para a seu manejo integrado.

2.3 Chrysodeixis includens

Também conhecida como lagarta falsa-medideira, o antigamente como do género
Pseudoplusia, é uma espécie de mariposa da familia Noctuidae, pertencente ou complexo Plusiinae
e originaria do continente americano. Assim, desde a safra do ano 2000 -2001 ela mudou de ser

uma praga secundaria, a ser uma praga de primeira categoria de importancia (MOSCARDI et al.,
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2012) principalmente por seus efeitos prejudiciais nas culturas de soja e algoddo, onde vem
incrementando sua presencia nas lavouras do Brasil como consequéncia da perda em populagdes
de inimigos naturais (CARVALHO; FERREIRA; BUENO, 2012) e desenvolvimento de diferentes
mecanismos de resisténcia aos inseticidas quimicos (PERINI et al., 2021) sendo assim uma praga
dificil de controlar.

Sua distribuicdo esta restringida s6 nas Américas, desde o norte dos Estados Unidos até
Ameérica do Sul, tendo ocorréncia como praga principalmente no Brasil, Paraguay, Uruguay e
Argentina. N&o entanto, devido a seu comportamento migratério, amplia capacidade reprodutiva e
sua natureza polifaga, tem acrescentado sua presencia no continente (PERINI et al., 2021). Ela
pode se alimentar de 73 plantas no Brasil, distribuidas em 29 familias (BERNARDI, 2012) onde
tem principal importancia na soja, fumo, girassol, tomate, couve, algodéo e feijdo por seu impacto
na producdo agricola; ndo entanto, as outras plantas hospedeiras podem ser um reservatorio para
as fémeas, ovos e lagartas desta espécie.

O ciclo de vida é mais curto, em comparagdo com S. frugiperda, entre 27 a 34 dias até a
emergéncia dos adultos; embora, segundo PALMA et al, 2015 tem duracdo de 43 dias. O
desenvolvimento embrionario no ovo pode durar de 2,5 (PETERSON, 1964) a 5 dias até a eclosédo
(MOSCARDI et al. 2012) a fase completa como lagarta pode variar de entre 13 a 20 dias até a
formacao de casulo e crisalida, apos de 7 a 9 dias emerge o adulto (MOSCARDI et al., 2012). As
fémeas ovipositam em média 700 ovos (BERNARDI, 2012, p. 21) de jeito individual ou agrupados,
e podem se acasalar apds de 4 a 22h.

E uma espécie que pode ter comportamento migratério por diferentes regides de Estados
unidos (PALMA; MAEBE; SMAGGHE, 2015) Em Brasil, esta distribuida desde o sul do Brasil
até o Roraima MASARO JUNIOR et al., citado em ANDRADE, 2014, apresenta uma alta
capacidade reprodutiva, e durante a fase de lagarta ela come a planta rapidamente na fase vegetativa.
Nao entanto, as pesquisas da sua resposta ante a exposicao ao glifosato, que ¢ o herbicida mais

usado nestas lavouras nunca foram feitas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o efeito do herbicida glifosato na formulacdo comercial do produto Roundup

Original sobre a biologia das espécies pragas S. frugiperda, e C. includens

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da exposi¢do ao herbicida glifosato dos ovos de S. frugiperda, e C.
includens, no que diz respeito a mortalidade e duragdo do estadio dessas espécies.

- Avaliar os efeitos da exposicao ao herbicida glifosato em larvas L1, L2 e L3 de S. frugiperda
e C. includens, no quanto a duracdo dos estagios, a mortalidade em cada instar e a fertilidade
e fecundidade de adultos dessas especies provenientes de larvas de terceiro instar (L3)

tratadas.

- Analisar os efeitos da exposicdo ao herbicida glifosato das pupas de S. frugiperda, e C.
includens, no que diz respeito a duracdo do estagio, mortalidade, fertilidade e fecundidade

das fémeas dessas espécies.
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4. HIPOTESES

H1: A exposicdo dos ovos tera um efeito negativamente significativo na duracdo do estagio e no

sucesso de eclosdo dos ovos de S. frugiperda e C. includens.

H2: A exposicdo das lagartas tera um efeito negativamente significativo na duracéo do instar L1,
L2 e L3, também na sobrevivéncia dos individuos, e na fertilidade e fecundidade das fémeas de S.

frugiperda e C. includens

H3: A exposicdo das pupas terd um efeito positivamente significativo na duracdo do estagio, na
sobrevivéncia dos individuos e na fertilidade e fecundidade das fémeas de S. frugiperda, e C.

includens.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Herbicida: glifosato

Os bioensaios de toxicologia foram feitos com a formulagdo comercial do Roundup®
(BAYER) que é o herbicida mais vendido no Brasil. A formulacdo comercial contém em sua
composi¢do o equivalente de 480,0 g/L (48,0% m/v) do acido N-(phosphonomethyl)glycine;
comumente chamado de glifosato. Adicionalmente a formulagdo contém outros ingredientes ndo
especificados na bula do produto na concentragédo de 678,0 g/L (67,8% m/v). Para a manipulacéo
deste produto é recomendado uso de luvas, Oculos, mascara de seguranca, capa e avental
impermeavel.

A concentracdo de uso recomendada na bula € de 2,5L de Roundup® para cada 30L de
agua limpa. Assim, a mesma concentracdo e uma diluicdo (20X) da mesma foram usadas nos
bioensaios de toxicologia para tratar ovos, lagartas e pupas. Ou seja, as doses testadas foram: 1- a
dose recomendada na bula, chamada “PC”; 2- a dose diluida chamada “DL” que foi preparada com
1ml da solucéo PC e 19ml de &gua destilada e 3- a dose controle chamada “GC” consistindo de

agua destilada somente.

5.2 Organismos de Estudo

As duas espécies estudadas foram S. frugiperda e C. includens, duas espécies da ordem
Lepiddptera de grande importancia econdmica no Brasil e no mundo. As duas espécies foram
criadas no laboratorio de Entomologia Molecular e Eco-Toxicologia (M.E.E.T) do departamento
da Entomologia da Universidade Federal de Lavras (Minas Gerais, Brasil). As criacdes foram
mantidas em condicdes controladas de temperatura (25 + 2°C), umidade relativa do ar (70 £ 10%)
e fotoperiodo de (14:10 L:D) (HOFFMANN; BASSULI; MOSCARDI, 1985). Todos 0s bioensaios

foram conduzidos nas mesmas condicOes de temperatura, umidade relativa e fotoperiodo.
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5.3 Aspectos gerais da criacdo

5.3.1 Gaiolas de criagdo

Os adultos das duas espécies estudadas foram mantidos em gaiolas de criacdo. Essas gaiolas
foram feitas com tubos de PVC e tinham tamanhos variados. As gaiolas de criacdo da S. frugiperda
possuiam 10 cm de diametro e 15cm de altura, quanto as gaiolas de criagdo da C. incliudens
possuiam 18 cm de didmetro e 25 a 30cm de altura (llustracdo 1). Ambas gaiolas foram cobertas
no topo com uma camada dupla de papel filme ou tecido voil, segurados com ligas de borracha
para evitar a fuga dos insetos. Na base inferior das gaiolas foi colocada uma placa de Petri (de 10
ou 18 cm de diametro) revestida com papel toalha. As paredes interiores das gaiolas ficavam
completamente cobertas com papel branco para oviposicdo. Os adultos das duas espécies foram
alimentados ad libitum com uma solucao de mel (80% agua + 10% mel; APENDICE 1) embebida

em cotonetes (2 cm de comprimento) e colocados dentro da gaiola numa placa de petri de 3,5 cm

de diametro.
tela o papel film duplo
B.
e e s e— f— W—
recobertas
internamente
A.
com papel C() ~. 25a330cm
branco

~15¢m

placa de petri <= (’ ttep dguamel
=

10cm 18cm

llustracao 1. Modelo das gaiolas em PVC usadas para nutri¢do, acasalamento e oviposi¢do
dos adultos. A para casais. B. para grupos de adultos
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5.3.2 Obtencéo dos ovos

Depois de 2 a 4 dias de acasalamento, as fémeas das duas espécies iniciam a oviposicdo
colocando seus ovos no papel das gaiolas. Este papel com ovos é substituido diariamente por um
novo. O papel é retirado cuidadosamente e fragmentos do mesmo papel em torno das regides de
oviposicdo recortados. Os ovos e massas de ovos nos fragmentos cortados foram contados e
mantidos em placas de petri (18 a 20cm de didmetro) cobertas com papel filme e com um cotonete
umedecido para evitar a dissecacdo dos ovos. Os ovos e massas de ovos foram mantidos nessas

placas de petri até a eclosdo ou até serem usados no bioensaios.

5.3.3 Obtencéo das lagartas

Como as lagartas recém emergidas sdo muito vulneraveis e podem sofrer lesdes durante o
manuseio, € recomendavel manté-las por pelo menos dois dias nas mesmas placas de petri para
depois serem manipuladas sem risco de ferimentos.
Apos o intervalo de dois dias, as lagartas sao retiradas das placas de petri com ajuda de um pincel
de 1mm e individualizadas em copos de plastico de 15 ml com tampa (llustracdo 2). Este
procedimento foi feito perto de duas lamparinas para evitar a inoculacdo acidental de patdgenos
sobre a dieta. A individualizagdo das lagartas de S. frugiperda é primordial para evitar o
canibalismo. Todos os instares larvais foram criados e alimentados com + 2 cm?® dieta artificial até
a fase de pupa (APENDICE 2 e 3). As lagartas foram observadas diariamente e a determinago dos
instares larvais foi feita pela observacdo das larvas sob microscépio estereoscopico binocular e

busca por capsulas cefalicas correspondentes.

3

llustracao 2. Copos de 15ml com tampa furada e dieta artificial para a criacdo individual
de lagartas. Os bicos com alcool s@o para favorecer condi¢Ges assépticas no interior do
copo.
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5.3.4 Obtencéo das pupas

Depois a fase larval, as pupas obtidas sdo desinfetadas com uma solugdo aquosa de agua
sanitaria (0,01%: v/v) e deixadas para secar sobre papel toalha. A sexagem das pupas de S.
frugiperda (ilustracéo 3) € feita usando as chaves taxonémicas de BUTT (1968), HOFFMANN et
al., (1985) OLIVERA (1981). Em seguida, as pupas das duas espécies sdo colocadas em gaiolas de

acasalamento e oviposi¢do até a emergéncia do imago.

0.1cm 0.1 cm

¥ A

llustracdo Segmentos abdominais apicais de pupas fémeas e machos de A. gemmatalis.
(Noctuidae). BC - Bursa copulatrix; P - estruturas arredondadas (“almofadas"”); VIII- 8vo
segmento; IX — 9no segmento (Desenhado por An-Ly Vao. em OLIVEIRA 1981), citado em
HOFFMANN et al., 1985, p. 13.

5.4 Efeito da exposicdo dos ovos de S. frugiperda e C. includens ao glifosato

Das gaiolas de criagdo de cada espécie foram coletados ovos (C. includens) e massas de ovos
(S. frugiperda) a partir da segunda postura. Em seguida, foram contados e rotulados de acordo com
a espécie, tratamento e data de postura. Foram testados 3 tratamentos correspondendo a trés doses
do glifosato (PC, DL e GC). Foram usadas 4 repeti¢des para S. frugiperda contendo entre 105 e
175 ovos por repeticdo e 5 repeticdes para C. includens contendo entre 100 e 270 ovos por repeticao.
Para cada repeticao foram escolhidos ovos com caracteristicas fisicas o6timas, descartando ovos

achatados ou deformados.
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As doses do herbicida foram aplicadas, usando micropipetas, diretamente sobre as massas de
ovos em S. frugiperda, (50ul para cada 50 ovos) e em ovos individuais (10 pl para cada 10 ovos).
Cada repeti¢ao foi feita com ovos da mesma data de postura nos trés tratamentos. Seguidamente,
os ovos tratados foram depositados em placas de Petri de 15 - 20 cm forradas com duas camadas
de papel filtro umedecido com dgua destilada para evitar a dissecagdo dos ovos. As placas de Petri
foram cobertas com papel filme e marcadas com o nome da espécie, o tipo de tratamento e a data
de postura e acondicionadas em camara climatizada, tipo BOD, a temperatura de 25 + 2 °C,
umidade relativa de 60% =+ 10% e fotofase de 12 horas. O tempo até a eclosdo (niimero de dias
desde a postura) e o nimero de ovos eclodidos foram registrados diariamente. A porcentagem da
eclosdo dos ovos em cada tratamento foi calculada de acordo com o ntimero de ovos eclodidos em

relacdo ao total de ovos tratados.

5.5 Efeito da exposicao das lagartas de primeiro, segundo e terceiro instar de S. frugiperda e
C. includens ao glifosato

Como as lagartas podem ser encontradas nas lavouras em diferentes estidgios de
desenvolvimento, ¢ importante estimar o impacto que os herbicidas podem ter sobre sua biologia.
Para isso, foram feitos testes toxicoldgicos para determinar a taxa de mortalidade em cada espécie
e estimar o estadio susceptivel ao glifosato.

Nos bioensaios toxicoldgicos com as lagartas, foram usadas 5 repetigdes contendo 20 lagartas da
mesma idade por repeti¢do para cada espécie. As doses testadas (PC, DL, GC) foram aplicadas na
regido dorsal do abddmen das lagartas individualmente usando micropipetas. Os volumes aplicados
foram ajustados para cada instar (Sul na lagarta de instar 1 (L1), 10ul na lagarta de instar 2 (L2), e
20ul na lagarta de instar 3 (L3). Em seguida, as lagartas foram colocadas em placas de petri com

dieta artificial e a mortalidade em cada tratamento, foi avaliada apds 1 h, 24 h, 48 h, 72h, 96h, 120h.

5.6 Efeito da exposicédo das pupas de S. frugiperda e C. includens ao glifosato

O efeito da exposicdo ao glifosato nas pupas de cada espécie foi avaliado mergulhando-as
individualmente por 45 segundos em 20ml de solu¢do de cada um dos trés tratamentos testados
(PC, DL, GC). As pupas tratadas foram deixadas secar ao ar libre por 3 minutos e em seguida,

foram individualizadas em copos de plastico (15 ml) com tampa até a emergéncia do adulto. Para
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cada tratamento foram usadas 6 repeti¢des de 10 pupas. O tempo até a emergéncia do adulto e a

mortalidade de cada individuo tratado foram registrados diariamente.

5.7 Efeito da exposi¢éo ao glifosato na fecundidade e fertilidade das fémeas de S. frugiperda
e C. includens

Considerando os resultados do bioensaios de toxicologia e para avaliar o impacto do
glifosato sobre a fertilidade e fecundidade das fémeas, foram realizados dois bioensaios tratando
independentemente larvas L3 e pupas das duas espécies de mariposas.

Em relacdo com o bioensaio com as lagartas, foram usadas 150 lagartas do 3° instar (L3)
procedentes de ovos ndo tratados para os tratamentos (PC, DL, GC). Um volume de 20ul de solugdo
em cada tratamento foi aplicado com micropipetas diretamente na regido dorsal do abddémen das
lagartas. Depois, as lagartas tratadas foram individualizadas em copos (15 ml) com tampa e
alimentadas com = 2 cm?® de dieta artificial (como descrito anteriormente) até a fase de pupa. Cada
copo foi marcado com o nome da espécie, tipo de tratamento e data de eclosdo. O tempo de
desenvolvimento de cada instar e da pupa até a fase de adulto foi registrado. Os instares larvais
foram determinados baseando-se na troca da capsula cefalica e a variacdo no tamanho de acordo
com a regra de Dyar (GULLAN; CRANSTON, 2014)

As pupas das espécies S. frugiperda foram sexuadas usando a chave de BUTT (1969) e
HOFFMANN et al. (1985) e individualizadas até a fase de adulto. Apds a emergéncia, 17 a 20
casais foram formados e mantidos separados em gaiolas de criacdo descritas anteriormente. Os
adultos emergidos foram alimentados ad libitum com solucao de mel a 10% embebendo chumacgo
de algoddo colocado em placa de Petri (3cm de didmetro) dentro as gaiolas. Os chumagos de
algodao e o papel sulfite foram trocados cada 24h para evitar contaminagdo da gaiola. A sexagem
das pupas foi confirmada dissecando e extraindo as genitalias dos adultos ap6s a morte seguindo a
metodologia proposta por Feng Bo et al., (2020). O nimero de ovos produzidos e o numero de
lagartas emergidas foram registrados diariamente por cada casal.

No caso da espécie C. includens o protocolo foi modificado a partir da fase de pupa visto que
a sexagem usando as caracteristicas morfologicas nesta fase nao foi possivel. Assim, os adultos
recentes emergidos das pupas individualizadas foram colocados aleatoriamente em grupos de 8
adultos da mesma idade, e acondicionados nas gaiolas de criagdo maiores descritas anteriormente.

Foram usadas 5 repeti¢cdes de 8 adultos para cada tratamento. Os adultos foram alimentados ad
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libitum com solucdo de mel a 10% semelhantes ao descrito para a S. frugiperda. A sexagem foi
realizada depois a morte dos adultos de cada gaiola de acordo com Quimbayo et al, 2010. A
fertilidade e fecundidade per fémea foi calculada dividindo o niimero total de ovos e de lagartas de

cada grupo por o numero de fémeas presentes no mesmo grupo.

Em relacdo com o bioensaio com as pupas, o tratamento com as trés doses (PC, DL, GC)
seguiu 0s mesmos passos descritos na se¢do 5.6. No caso de S. frugiperda, as pupas foram sexuadas
e casais formados e colocados em gaiolas de criacdo. Para C. includens, grupos com 5 pupas da
mesma idade foram formados e transferidos nas gaiolas de criacdo. Foram usadas 7 repeti¢des
(casais) para S. frugiperda e 4 repetigoes (grupos de 5 pupas/adultos) para a C. includens. Apds a
emergéncia dos adultos, um chumago de algoddo umedecido com solucdo de mel a 10% foi
colocado nas gaiolas como fonte de alimentagdo. As gaiolas foram revisadas e o papel de
oviposicao foi trocado diariamente. O numero de ovos ¢ lagartas foi registrado durante toda a fase
reprodutiva até¢ a morte do ultimo individuo de cada gaiola. A sexagem dos adultos da C. includens

foi realizada apds a morte dissecando e extraindo as genitalias.

5.8 Analise estatistica

Os dados de mortalidade de ovos, lagartas e pupas, de numero de ovos, massas de ovos e de
lagartas por fémea e de duracdo dos diferentes estagios de desenvolvimento foram analisados
usando o pacote Agro R do software R Studio (R Core Team, 2022). Os pressupostos associados a
normalidade dos dados e homogeneidade das variancias foram averiguados com os testes de
Shapiro Wilk e de Bartlett. Uma vez esses pressupostos sdo verificados, os dados foram analisados

usando uma andlise de variancia (ANOVA One Way) seguida de um teste de Fisher (F).
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6. RESULTADOS
A modo geral, pode se observar que as principais diferencias significativas acontecerem
no referente a taxa de supervivéncia dos estadios de ovo, lagarta de primer, segundo e terceiro
instar (L1, L2 e L3) e na fase de pupa das duas espécies estudadas. Também no referente a
fecundidade de S. frugiperda em adultos previamente tratados durante a fase de lagarta e de pupa.
No quanto as figuras, as letras a, b, ¢ sobre as barras, significam que existem diferencias
significativas entre os trés tratamentos, se ndo encontrar elas, ou tem do mesmo tipo, significa

que ndo tem tales diferencias. A continuacgéo se apresenta os resultados para cada bioensaio.

6.1. Efeito da exposic¢éo ao glifosato nos ovos de S. frugiperda e C. includens

Os resultados para os testes avaliados nas espécies S. frugiperda e C. includens (Figura 1)
diz que os valores de P <0,05 pelo que os dados obtidos no quanto o sucesso na eclosdo dos ovos
tem diferencias significativas entre os tratamentos nas duas especies. Por exemplo, na figura A
pode se olhar que os ovos tratados com o PC (33,2%) tém porcentagem de sobrevivéncia muito
menor o GC (93,5%). Do mesmo jeito, s6 um pouco mais da metade dos ovos tratados com a dose
DL alcango a eclosdo (58,2%). Obtivendo que existe uma diferencia significativa entre a
sobrevivéncia dos ovos expostos ao glifosato nos tratamentos PC e DL respeito 0 grupo controle
(Figura 1A).

Em quanto os ovos da espécie C. includens (Figura 1B) na verificacdo da diferencia entre
as médias dos trés tratamentos, o p valor também foi <0,05 pelo tanto tem diferencia
estatisticamente significativa entre os dois tratamentos que incluiam Roundup original, PC (27%)
e DL (42,6%), respeito o grupo controle que foi 75%. No entanto, os tratamentos PC e DL ndo séo

significativamente diferentes entre se.
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Figura 1. porcentagem de sobrevivéncia dos ovos de: A. S. frugiperda B. C. includens
expostas a dose recomendada para o uso (PC), a dose recomendada diluida 20x (DL) do
produto comercial do herbicida glifosato, e ao controle ndo tratado (GC). As barras
representam o erro padréo e as medias de quatro repeti¢des (entre 105 e 175 ovos cada) para
S. frugiperda e de cinco repeti¢fes (entre 100 e 270 ovos cada) para C. includens. As letras
minusculas acima das barras indicam diferencias estatisticas significativas (P<0,05) entre 0s

tratamentos pelo teste F.



28

6.2. Efeito da exposicéo ao glifosato em lagartas de S. frugiperda e C. includens

Ap0s de fazer alguns pré-testes na fase previa dos bioensaios, 0s resultados estabeleceram
que o melhor estadio para fazer provas de toxicologia com lagartas e glifosato é antes de terceiro
instar; porém, vai encontrar provas com lagartas em instar L1, L2 e L3 para as duas espécies
(Figura2 e 3)

As figuras 2A, 2B e 2C deixa visualizar os resultados dos testes para lagartas de S.
frugiperda durante os trés estadios. A modo geral, pode se achar que os tratamentos PC e GC tem
diferencias estatisticamente significativas no referente a supervivéncia dos trés estadios da fase
lagarta avaliados. Assim, primeiramente na fase L1 17% em PC vs. 98% de supervivéncia das
lagartas em GC. Mesmo assim, na L2 foi 54% usando PC, em comparacdo com 94% de
supervivéncia do GC. Finalmente, no estddio de lagarta L3 tratada com PC foi 70% de
supervivéncia, contra 0 100% obtivo com lagartas tratadas com &gua destilada em GC, pelo que é
evidente que o glifosato em na dose comercial tem um efeito negativo nos estadios L1, L2 e L3.

No quanto ou tratamento DL, teve sé diferencias significativas com os tratamentos PC e
GC na L1 (figura 2A), onde fico perto da metade da sobrevivéncia com 57% de sucesso respeito
ou 98% de sucesso na sobrevivéncia do GC, e o0 escasso 17% do PC. No entanto, nos estadios de
lagarta L2 e L3 (figura 2B e 2C), alcancou 78% e 91% de supervivéncia respetivamente nos estados
intermédios entre os tratamentos PC que foi menor, e GC que alcancou valores maiores na
supervivéncia.

Embora, se pode olhar um aumento na supervivéncia conforme as lagartas avangcam no
processo de desenvolvimento desde L1 até L3, os tratamentos PC e DL tem valores mais baixos

gue o GC em todos os bioensaios feitos.
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Figura 2: Porcentagem de sobrevivéncia das lagartas de primeiro (A), secundo (B), e terceiro
(C) instar de S. frugiperda expostas a dose recomendada para o uso (PC), a dose recomendada
diluida 20x (DL) do produto comercial do herbicida glifosato, e ao controle néo tratado (GC).
As barras representam as medias de cinco repeti¢Oes (20 larvas cada) e o erro padrdo. As
letras minusculas acima das barras indicam diferencias estatisticas significativas (P < 0,05)

entre os tratamentos para o teste F.
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No referente aos resultados para C. includens, a figura 3 deixa olhar os trés estadios de
lagarta L1, L2 e L3 com os valores representados por barras para cada tratamento. Pode-se
encontrar diferencias significativas entre o grupo tratado com PC em todos os estadios, se é
comparado com os resultados do grupo controle (GC). Assim, para a L1 (Figura 3A) a menor
sobrevivéncia foi achada no tratamento com PC, onde s6 o0 40% da popula¢do conseguiu viver.
Pelo contrério, 0 100% dos individuos tratados como GC conseguem sobreviver. Pelo que pode se
observar diferencia significativa com um p valor < 0,05. Além disso, o grupo tratado com o
Roundup original diluido (DL), obtive sobrevivéncia de 52% da populacdo, pelo que nesta fase L1,

o tratamento DL também tem diferencias estatisticamente significativas com o GC e com o PC.

Em relacdo com o instar L2 os resultados tem diferencias significativas em ao menos dois
tratamentos. Embora, aparentemente as barras sdo mais homogéneas (Figura 3B), continua
existindo diferencia significativa na porcentagem de sobrevivéncia entre o PC (57%) e GC (90%)
nédo assim, entre o DL (79%) e o GC, portanto pode se estabelecer que os produtos que contem
glifosato afeitam negativamente a média de supervivéncia das lagartas na L2.

Finalmente, o bioensaio para lagartas na L3 de C. includens mostrou que no grupo controle
a sobrevivéncia foi de 98%, embora nos outros tratamentos foi 79% em DL e 58% em o PC, pelo
que é possivel estabelecer que existe diferencia estatisticamente significativa entre os tratamentos

todos de acordo com o teste F.
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Figura 3: Porcentagem de sobrevivéncia das lagartas de primeiro (A), secundo (B), e
terceiro (C) instar de C. includens expostas a dose recomendada para o uso (PC), a dose
recomendada diluida 20x (DL) do produto comercial do herbicida glifosato, e ao controle
ndo tratado (GC). As barras representam as medias de cinco repeti¢fes (20 larvas cada) e o
erro padrdo. As letras minlsculas acima das barras indicam diferencias estatisticas
significativas (P < 0,05) entre os tratamentos para o teste F.
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6.3 Efeito da exposicédo ao glifosato em pupas de S. frugiperda e C. includens

A sobrevivéncia das pupas é considerada assim quando o adulto consegue emergir do casulo
depois de submetido ao tratamento. Para a espécie S. frugiperda os resultados obtidos para o
tratamento com PC sdo significativamente os mais baixos de todos, com 48,3 % de supervivéncia

em comparacdo com o0 76,7% do tratamento DL e 0 86,7% do GC. (Figura 4A).

A analise de sobrevivéncia /emergéncia das pupas de C. includens submetidas aos trés
tratamentos (Figura 4B) gerou resultados que demonstram diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos PC (50%) e o GC (87,5%). Os valores obtidos para o tratamento do produto
comercial diluido DL (60%) também foram significativamente diferentes com relacdo ao
tratamento GC. O que sugere que a substancia afeta de maneira negativa o sucesso de emergéncia

depois da aplicacdo dos produtos na dose recomendada na bula e também na menor dose diluida.
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Figura 4: Porcentagem de sobrevivéncia das pupas de S. frugiperda (A) e C. includens (B)
expostas a dose recomendada para o uso (PC), a dose recomendada diluida 20x (DL) do
produto comercial do herbicida glifosato, e ao controle ndo tratado (GC). As barras
representam as medias de 6 repeticdes (10 pupas cada) e o erro padrdo. As letras minasculas
acima das barras indicam diferencias estatisticas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos

para o teste F.
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6.4 Tempo de duracgéo dos estadios

A continuagdo se presenta em forma de tabelas a duragdo dos estadios avaliados
anteriormente: ovos, lagartas e pupas tratadas com os trés tratamentos até a fase de emergéncia da

pupa, nenhum dos valores mostro diferencia estatisticamente significativas com testes de ANOVA

e de comparacdo multiplo (p > 0,05).

Tabela 1: Comparacdo do tempo médio de duragdo dos estadios para S. frugiperda

Tabela 2:

S. frugiperda Duragdo média (dias)
Tratamento PC DL GC
ovo 3,39 3,15 3,08
L1 3,85 4,01 3,63
L2 3,08 2,98 3,0
L3 2,79 2,47 2,8
L4 2,95 3,16 2,7
L5 3,03 3,1 3,2
L6 3,03 3,2 3,4
Prepupa 1,95 1,98 2,05
pupa 10,5 11,0 10,9

Comparacdo do tempo médio de duracdo dos estadios para C. includens.

C. includens

Durag¢ao média(dias)

tratamento PC DL GC

ovos 4,5 4,1 3,4

L1 3,98 3,94 3,94
L2 2,94 2,96 3,06
L3 3,74 3,7 3,58
L4 2,15 2,14 2,16
L5 2,11 2,65 2,73
pre pupa 1,8 1,5 1,61
pupa 8,07 8,52 8,43
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6.5 Efeito da exposi¢do ao glifosato em a fecundidade e fertilidade das fémeas

6.5.1 Spodopera frugiperda

Os casais provenientes de lagartas L3 de S. frugiperda, que foram tratados com 20ul de
solucéo (PC, DL ou GC) foram avaliados em términos de fertilidade contando o nimero de posturas
por fémeas em cada tratamento (Figura 5A). Também foi avaliada a fecundidade contando o
namero de lagartas obtidas das posturas de cada casal (Figura 5B).

Pode-se olhar que o P valor > 0,05 e, portanto, ndo existe uma diferencia estatistica
significativa entre os tratamentos no quanto a fertilidade das fémeas. Nao entanto, a média de PC
(10,47) e a média de DL (10,13) foram maiores que no grupo controle (9,69) em relacdo como o
namero de sacos de ovos achados na gaiola de cada casal.

Por outro lado, em relagdo com a fecundidade dos casais de S. frugiperda provenientes de
lagartas tratadas (Figura 5B), o teste ANOVA arrojou diferencias estatisticas significativas na
fecundidade de S. frugiperda tratada na fase de lagarta entre os tratamentos (F = 4,8; df = 2; p =
0,012). Além disso, em concordancia com o teste F, tem um p valor = 0,0125, que sugere que pelo
menos dois tratamentos variam entre si o suficiente para aceitar diferencias estatisticas
significativas. O PC (486) e o GC (793) sdo os valores mais heterogéneos. Mas o DL (547) foi
intermédio entre os valores de PC e GC para a média de lagartas nascidas por casal entre os trés

tratamentos.
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Figura 5: Fecundidade e fertilidade de S. frugiperda depois de tratar lagartas na L3 com 20ul da
dose recomendada para o uso (PC), a dose recomendada diluida 20x (DL) do produto comercial
do herbicida glifosato, e ao controle néo tratado (GC).
(A) Fecundidade média contando o numero de posturas obtidas de cada casal.

(B) Fertilidade média contando o numero de lagartas obtidas das posturas em cada casal.
As barras representam as medias de 17 a 20 repeticdes (um casal para cada) e o erro padréo. As

letras minusculas acima das barras indicam diferencias estatisticas significativas (P < 0,05) entre

0s tratamentos para o teste F.
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Em quanto os resultados do bioensaio de fertilidade e fecundidade, mas tratando as pupas
de S. frugiperda (Figura 6), é importante aclarar que neste bioensaio, a fertilidade foi avaliada
contando um por um o0s ovos presentes nas camadas dos sacos de ovos para obter um valor mais
aproximado da quantidade total de ovos colocados por cada fémea, ndo assim o nimero de posturas
de sacos de ovos que foi descrito com as lagartas tratadas no experimento anterior.

Assim, os valores da média para a fertilidade das fémeas de S. frugiperda foi menor em PC
(543) e DL (814) em comparagdo com o GC (916). Porém, o p valor indica que ndo existem
diferencias estatisticamente significativas entre os trés tratamentos (Figura 6A) igual que aconteceu
quando se avalio a fertilidade com lagartas tratadas.

Por outro lado, os resultados dos testes para avaliar a fertilidade dos casais de S. frugiperda
provenientes de pupas tratadas (Figura 6B) demostram que as medias entre os tratamentos sao
estatisticamente diferentes. Por exemplo, o PC teve a média de 166 lagartas por casal, a mais baixa
das trés. Enquanto o tratamento GC teve a média mais alta com 532 lagartas nascidas por casal.
Finalmente, o tratamento DL tive resultados intermédios com 426 lagartas, valor de média menor

gue o GC e maior que o PC, mas ndo tem diferencias significativas com eles.
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Figura 6: Fecundidade e fertilidade de S. frugiperda depois de tratar pupas com a dose
recomendada para o uso (PC), a dose recomendada diluida 20x (DL) do produto comercial do
herbicida glifosato, e ao controle n&o tratado (GC).
(A) Fecundidade média contando o nimero de ovos obtidos por cada casal.

(B) Fertilidade média contando o nimero de lagartas obtidas das posturas em cada casal.

As barras representam as medias de 7 repeti¢cbes (um casal para cada) e o erro padrdo. As letras
minusculas acima das barras indicam diferencias estatisticas significativas (P < 0,05) entre os

tratamentos para o teste F
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6.5.2 Chrysodeixis includens

A continuagédo se presenta a descri¢cdo dos resultados sobre o efeito do glifosato sobre a
fertilidade e fecundidade em adultos da espécie praga C. includens tratada com PC, DL e GC
durante a fase de lagarta L3 (Figura 7).

Em quanto a fertilidade das fémeas, ndo se encontrarem diferencias significativas em os
tratamentos em quanto o nimero de posturas para C. includens. Do mesmo jeito aconteceu com o
teste de comparacdo F onde novamente a média de posturas por parte das fémeas é maior nos
grupos que foram expostos o glifosato, PC (815) e DL (978) em comparacdo com o0 grupo controle
(590). Porém, o p valor (0,36) ndo estabelece diferencias significativas entre os tratamentos (Figura
7A).

Do mesmo jeito, analisando os resultados obtidos no experimento, mas estudando a
fertilidade através de o numero de lagartas nascidas dessas posturas; se encontro que nao existem
diferencias estatisticas significativas para a fertilidade das fémeas quando sdo expostas aos trés
tratamentos durante o estadio de lagarta (L3) para a espécie C. includens. No entanto, pode se
observar no teste F, que novamente sdo maiores as médias para os tratamentos com glifosato DL
(396) e PC (316) em comparacdo com o GC (180). Porém, o p valor ndo evidencia diferencias

significativas na quantidade de lagartas entre os tratamentos (Figura 7B).
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Figura 7: Fecundidade e fertilidade de C. includens depois de tratar lagartas na L3 com 20pl
da dose recomendada para o uso (PC), a dose recomendada diluida 20x (DL) do produto
comercial do herbicida glifosato, e ao controle nao tratado (GC).

(A) Fecundidade média contando o nimero de posturas obtidas de cada casal.

(B) Fertilidade meédia contando o nimero de lagartas obtidas das posturas em cada casal.

As barras representam as medias de 5 repeti¢cdes (grupos de 8 adultos para cada) e o erro padrao.
As letras minusculas acima das barras indicam diferencias estatisticas significativas (P < 0,05)
entre os tratamentos para o teste F.
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Nos seguintes gréficos (Figura 8) se podem observar os resultados em quanto a fertilidade
e fecundidade de adultos de C. includens depois de tratar com os trés tratamentos previamente as
pupas.

Os resultados para o numero de posturas correspondentes com a fertilidade das fémeas
provenientes de pupas tratadas ndo acharam diferencias estatisticamente significativos para os trés
tratamentos (Figura 8A) e, embora a quantidade média de ovos produzidos por cada fémea estudada
é ligeiramente maior no GC (804) que em os outros tratamentos, PC (770) e o DL (598) o teste F
também determino que ndo existem diferencias estatisticas entre os tratamentos para a quantidade
de posturas nesta espécie.

Finalmente, analisando os resultados para fertilidade dos adultos através do nimero de
lagartas nascidas por fémea para cada grupo de C. includens tratadas na fase de pupa; pode se
estabelecer que existem diferencias estatisticas significativas entre os tratamentos e demostram que
al menos dois tratamentos diferem significativamente entre eles (Figura 8B) ja que os valores das
médias para lagartas nascidas por fémea para o PC (62,2) e o DL (128,8), sdo muito menor que em

GC (273,5). Por consequéncia, o p valor para esta comparagdo também é < 0,05.
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Figura 8: Fecundidade e fertilidade de C. includens depois de tratar pupas com a dose
recomendada para o uso (PC), a dose recomendada diluida 20x (DL) do produto comercial
do herbicida glifosato, e ao controle ndo tratado (GC).

(A) Fecundidade média contando o numero de ovos obtidos por cada casal.

(B) Fertilidade média contando o nimero de lagartas obtidas das posturas em cada casal.
As barras representam as medias de 4 repeti¢Ges (grupos de 5 adultos para cada) e o erro
padrdo. As letras minusculas acima das barras indicam diferencias estatisticas
significativas (P < 0,05) entre os tratamentos para o teste F

42



43

7. DISCUSSAO

Com o desenvolvimento desta pesquisa, ressalta-se a importancia de estudar os efeitos
diretos e indiretos de herbicidas, principalmente sobre a mortalidade e fecundidade de espécies de
insetos-praga da ordem Lepidoptera como as espécies S. frugiperda e C. includens. Nesse sentido,
é importante mencionar que os herbicidas sdo exclusivamente utilizados para eliminar plantas
indesejaveis, mas em teoria ndo deveriam ter efeitos sobre os insetos. No entanto, nesta pesquisa
encontrasse que o glifosato pode ser usado como mecanismo de controle de estas duas pragas,
sobretudo naquelas variedades com resisténcia ao glifosato onde pode ser aplicado post
emergéncia. Segundo Lopez (2017), os estadios vegetativos iniciais das plantas de milho e soja séo
0s mais vulneraveis porgue as lagartas de S. frugiperda e C. includens sd@o muito vorazes e podem
matar a planta nesta fase por perda das folias. Assim, os resultados da pesquisa sugerem alta
mortalidade nas duas espécies praga desde ovo até lagarta de terceiro estadio. Pelo que fazer o
plano de manejo que contemple irrigacdo do herbicida durante este periodo de vulnerabilidade,
reduze a possibilidade de dano econdmico futuro pelos insetos e também pelas ervas daninhas no

quanto a MIP.

Por outro lado, no que diz respeito a perda de espécies de insetos, neste caso Lepiddpteros,
qgue vem ocorrendo nas Ultimas décadas, Seibold et al. (2019) alertam sobre os efeitos que as
substancias usadas em areas agricolas, como 0s agrotoxicos, estdo tendo na reducdo da biomassa
de insetos e outros artropodes. Nesse sentido, os resultados desta pesquisa indicam que o herbicida
mais utilizado no Brasil e em outros paises do mundo esta afetando diretamente a sobrevivéncia
das populacdes das espécies estudadas. Além disso, por ndo ser um herbicida especifico, pode
eliminar também plantas nutricionais de mariposas e borboletas indiretamente, o que poderia estar
relacionado a causalidade entre 0 aumento no uso de glifosato desde a década de 1970 até hoje,
com a perda de diversidade de Lepidoptera, e talvez, de outros grupos de insetos, como percevejos,
besouros e abelhas, que compartilham habitos fisioldgicos e ecoldgicos similares nas lavouras onde

o glifosato é aplicado.

Além disso, os resultados da pesquisa tém importancia quanto ao acrescentamento dos
estudos com enfoque ecotoxicologico. O conhecimento das interagdes entre o glifosato e

organismos ndo alvo, como os insetos praga, pode ajudar a melhorar as estratégias de Manejo
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Integrado de Pragas (MIP) e minimizar o impacto negativo no ambiente, na sociedade e na
economia, enquanto fornece conhecimentos agroecoldgicos necessarios para administrar e
monitorar de maneira mais eficiente os agroecossistemas e o0s beneficios que estes podem trazer
(HECHT, 1999).

7.1 Bioensaios em ovoS

Nesse sentido, os bioensaios de toxicologia em ovos para as duas espécies detectaram um
impacto significativamente negativo sobre o sucesso de eclosdo dos ovos expostos ao herbicida,
especialmente no tratamento do produto comercial na dose recomendada (PC). Assim, mais da
metade dos ovos de segunda postura (que, segundo Andrews, 1979, e confirmado nos pré-testes,
tém a maior taxa de sucesso de eclosdo) tratados com glifosato em S. frugiperda e C.includens ndo
conseguiram nascer, com taxas de mortalidade entre 63% e 77% nos ovos tratados com Roundup
original® na dose recomendada pela bula do produto. Quanto ao tratamento com dose
recomendada diluida (DL), que tem uma carga muito menor do principio ativo glifosato, a média
de eclosdo também foi menor que a do grupo controle, com taxa de mortalidade entre 45% e 54%
dos ovos. Ressalta-se que os ovos tratados como grupo controle (GC) nas duas espécies

apresentaram taxa de ecloséo entre 75% e 98% de sucesso.

Embora os estudos sobre o impacto dos herbicidas sobre lepiddpteros sejam escassos, Debbi
(2019), trabalhando com quatro espécies de borboletas, encontrou que 0s 0vos expostos ao
Roundup® tiveram de 0 a 15% de sucesso na eclosdo apés a aplicacdo de 20ul de solucdo em cada
um; uma dose muito maior do que a usada nesta pesquisa. Tal efeito provavelmente € devido a alta
solubilidade do glifosato em &gua, podendo adentrar e ter contato com o embrido, afetando seu
desenvolvimento. E importante lembrar que os ovos dos insetos possuem em sua estrutura poros
microscopicos, que permitem a passagem de dgua do exterior para o interior e sdo vitais para o
desenvolvimento do embrido (DONOUGHE, 2022).

7.2 Bioensaios em lagartas

As lagartas representam o estagio que mais tem impacto sobre as culturas, devido ao seu
habito fitéfago e aos danos econdmicos que ocasionam. Neste estudo, pode-se comprovar que o
glifosato pode ter um efeito consideravel no controle das populagdes de lagartas em S. frugiperda

e C. includens. Por exemplo, os resultados dessa pesquisa mostram que entre 60% e 83% das
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lagartas do primeiro instar (L1) que foram expostas ao glifosato no tratamento PC morreram,
enquanto 98% e 100% das lagartas L1 do grupo controle sobreviveram. Essa ¢ uma diferenga muito
grande se considerarmos que o produto usado ndo é inseticida. Nesse mesmo sentido, os resultados
do tratamento com o glifosato diluido 20 vezes na dose recomendada (DL) tiveram uma taxa de

mortalidade entre 43% e 48%, que € quase a metade do valor alcangado pelo grupo controle.

Assim, embora os resultados anteriores sugerem que o primeiro instar € o mais vulneravel
ao herbicida, foi observado que a taxa de mortalidade para as lagartas L2 tratadas com PC foi de
43% a 46%. Enquanto isso, o tratamento DL apresentou uma taxa de mortalidade de quase 30%,
valores muito elevados se considerarmos que o GC teve entre 8% e 10% de mortalidade em todos
os tratamentos. Conjuntamente, esses achados podem indicar que os dois primeiros instares larvais

sdo susceptiveis para a exposicdo ao herbicida com o glifosato com principio ativo.

Numa perspectiva pratica e considerando os resultados anteriores para as lagartas L1 e L2
em relacdo a mortalidade, tanto na dose de PC quanto no tratamento DL, seria possivel economizar
no uso e custo de inseticidas para 0 manejo dessas pragas se as aplicagfes de glifosato fossem
coordenadas com esses estagios de desenvolvimento, incluindo o estdgio do ovo, que também

apresentou niveis de mortalidade muito altos.

Além do exposto anteriormente, outro resultado importante, j& confirmado por outros
autores no uso de inseticidas, é que a partir do terceiro instar (L3) em diante, as lagartas tém uma
maior capacidade de resiliéncia aos agrotoxicos. Nesse caso, a média de mortalidade das lagartas
L3 foi de cerca de 30% para S. frugiperda e 42% para C. includens quando sdo tratadas com o
produto PC. Mesmo assim, o tratamento DL ainda conseguiu alcancar 9% para S. frugiperda e 21%
para C. includens. Novamente, esses resultados sugerem efeitos negativos diretos do glifosato na
sobrevivéncia das lagartas, uma vez que o grupo controle obteve uma média de sobrevivéncia de
100% em S. frugiperda e 98% em C. includens nos bioensaios. De acordo com esses resultados,
parece haver uma margem de ac&o inseticida 6tima desde o estagio do ovo até o inicio de terceiro

instar larval (L3).

Embora tenham sido realizados pré-testes em outros instares larvais (L4, L5 e L6), eles ndo
foram considerados neste estudo porque os resultados foram pouco significativos com

sobrevivéncia de 100% em todos os casos. No entanto, é importante mencionar que as lagartas
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expostas ao herbicida, na dose recomendada como na dose diluida, alteravam notoriamente seu
comportamento, afastando-se da fonte de estimulo e fazendo movimentos em espiral apoiando-se
sobre suas pernas posteriores. Seria interessante verificar no futuro se algum dos componentes do

produto comercial desse herbicida tem efeitos repelentes para essas duas espécies de lepiddptera.

7.3 Bioensaios em pupas

As pupas de Lepidoptera ndo causam danos as culturas, pois elas ndo séo ativas e nao se
alimentam. No entanto, em seu interior ocorre a formacdo dos adultos, que posteriormente
produzirdo ovos e posteriormente lagartas, as quais sdo grandes consumidoras das lavouras. Por
iSS0, as pupas sdo importantes para a agroecologia. Nesse sentido, ao avaliar a toxicidade dos
tratamentos sobre as pupas, encontrou-se diferenca estatisticamente significativa em relacdo a
mortalidade das pupas de ambas as espécies quando sdo expostas principalmente ao PC, em
comparagdo com os valores do grupo controle. Além disso, o tratamento com o produto DL

também teve uma diminuigdo na taxa de sobrevivéncia das pupas em relacéo ao GC.

Um aspecto que ndo foi medido, mas foi observado, é que muitos adultos emergindo de
pupas tratadas com PC apresentaram deformacgfes, como asas fracas, partes da pupa ligadas ao
corpo dos adultos e abdémen mais volumoso do que o normal. Além disso, muitos dos grupos
tratados com PC ndo conseguiram emergir do casulo e, ao serem estimulados para observar
movimentos ou sinais de vida, ndo deram nenhuma resposta, sendo considerados mortos na

contagem de sobrevivéncia.

Em concordancia com o exposto anteriormente, um estudo publicado por Cherednichenko
et al. (2017) encontrou que as pupas de Bombyx mori expostas ao Roundup® apresentaram estresse
oxidativo e aumento na mortalidade, além de diminui¢cdo na producéo de proteinas e modificaces
na expressao de genes associados ao crescimento e desenvolvimento da mariposa. Além disso,
Pleasants et al. (2018) encontraram que o glifosato provocou uma reducdo na taxa de ecloséo das
pupas de Danaus plexippus, alteracbes no tamanho delas e também na expressdo de genes
relacionados com o desenvolvimento e resposta imunolégica. Portanto, no futuro, poderiam ser
feitas andalises genéticas sobre o impacto do Roundup original® no desenvolvimento das espécies

S. frugiperda e C. includens para melhor confirmar os resultados deste estudo.
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7.4 Bioensaios em adultos

A fase adulta dos insetos est& adaptada principalmente para a consecu¢do da reprodug&o.
Por isso, para controlar as populacdes de pragas, esta fase pode ser critica e ter um papel chave no

sucesso do controle.

Nesse sentido, os resultados obtidos no presente estudo podem ajudar a melhorar o manejo
das pragas estudadas, principalmente aqueles relacionados com a fecundidade. Por exemplo, nos
bioensaios em que foram expostas as pupas das duas especies, a quantidade média de lagartas
nascidas por fémea no tratamento com PC foi menor em comparacdo com o grupo controle. Os
resultados apoiam a ideia de que o glifosato na formulacdo comercial estd afetando o fitness
reprodutivo dessas espécies.

Da mesma forma, ocorreu nos tratamentos com lagartas, exceto que na espécie C. includens
demonstrou-se um aumento na média em relacdo ao grupo controle. Isso poderia indicar um efeito
simulatdrio ou hormetico. Uma possivel explicacdo é que a lagarta teve mais tempo para responder
ao estresse causado pela presenca de glifosato em seu ambiente. Além disso, a ideia também é
apoiada pelos resultados das posturas obtidas quando as lagartas das duas espécies foram tratadas,
ja que a média do grupo tratado com PC foi maior do que no grupo controle. No entanto, é
necessario fazer mais testes para comprovar os efeitos horméticos da exposicéao ao glifosato, ja que
o resultados de alguns dos tratamentos sustentam a ideia contraria especialmente quando as pupas
foram tratadas.

Os tratamentos com a solucdo DL sdo interessantes no sentido de que os resultados
apresentaram valores intermediarios entre o grupo tratado com PC e o grupo controle, o que indica
que apenas a presenca de quantidades menores da dose recomendada de glifosato nos bioensaios

teve um efeito diferencial em relacdo aos tratamentos com agua destilada.

Assim, e como um antecedente ligado aos resultados, os efeitos na reproducdo de
caranguejos expostos ao glifosato na formulagédo Roundup Ultramax® foram estudados por Canosa
(2019), que encontrou um possivel efeito de desorganizacdo endocrina. Por exemplo, ela observou
que "no ovario das fémeas expostas a 0,2 mg/L de Roundup foi observada uma diminuigéo

estatisticamente significativa no contetdo de vitelogenina, correlacionada com a diminui¢éo no
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tamanho dos odcitos vitelogénicos e uma maior incidéncia de odcitos vitelogénicos em reabsorcao”
(CANOSA, 2019), o que resultou na diminuicdo da taxa reprodutiva final. Esses resultados podem
estar associados ao glifosato como principio ativo ou a combinacdo com os coadjuvantes. De
qualquer forma, os efeitos sobre a diminuicdo da fertilidade das fémeas sdo evidentes nessa

pesquisa.



APENDICE 1

Dieta para adultos de S. frugiperda e C. includens.!

Composicéo

Quantidade

Mel

59

Sacarose (ou agucar) | 30g

Agua destilada

500 ml

PROCEDIMENTO
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Os componentes sdo dissolvidos na dgua destilada e a solugédo obtida deve ser conservada

em geladeira pelo maximo 5 dias.

! Ajustada aos requerimentos desta pesquisa de acordo com a dieta para criagdo de adultos de
Anticarsia gemmetalis proposta por Hoffman; Olivera e Moscardi. (1985). EMBRAPA
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APENDICE 2

Composicéo da dieta artificial usada para C. includens?

Componentes Quantidade

1 Feijao 57,50¢
2 Germe de trigo 30,009
3 Proteina de soja 15,009
4 Caseina 15,009
5 Levedura 18,75

6 Solug&o vitaminica® 4,50ml
7 Acido ascorbico 1,80g

8 Acido sorbico 0,909

9 Metil parabem (Nipagin®) 1,509

10 Tetraciclina 56,509
11 Formaldeido (40%) 1,80ml
12 Agar - agar 11,509
13 Agua destilada 650ml

PREPARO

Cozer a fogo o feijdo branco em 1L de agua hasta ferver; enquanto isso, em outra tigela
misture os ingredientes 2, 3, 4, 5, 7, 8, tendo cuidado com as quantidades corretas e bata no
liquidificador com 600ml de agua e o feijdo cozido por aproximadamente 2 minutos até obter uma

consisténcia pastosa.

2 Baseada na dieta para criacdo de lagartas de Anticarsia gemmetalis proposta por HOFFMAN et
al. (1985). EMBRAPA.

3 0 complexo vitaminico contém os seguintes componentes: biotina, 4cido fdlico, piridoxina,
tiamina, riboflavina, niacinamida. Todos os componentes do complexo vitaminico, podem ser
adquiridos no mercado nacional. Se misturam as formulagdes em 1L de 4gua para obter a solucéo
vitaminica, que deve ser guardada em geladeira.
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Separadamente, dissolver muito bem o agar — agar em 600ml de &gua destilada, misturar com a
pasta feita anteriormente e adicionar o formol. Levar a fogo a mescla ate ferver por 15 minutos

movimentando constantemente para que nenhum grumo se forme.

Os componentes 6, 9 e 10 devem ser dissolvidos em 50ml de &gua destilada fria e
misturados com a massa ainda quente, porém, fora do fogo. Bater muito bom em liquidificador ou
com ajuda de uma espatula devidamente esterilizada e distribuir em bandejas de acero inoxidavel

também esterilizadas para cortar em pedacos de 2cm? e distribuir nos copos das lagartas.



APENDICE 3
Composicéo da dieta artificial usada para S. frugiperda (GREENE et al., 1976)
Componentes Quantidade
1 Feijéo carioca 166, 669
2 Germe de trigo 79,29
3 Levedura de cerveja 50,79
4 Acido sorbico 1,659
5 Acido ascorbico 5,19
6 Nipagin 3,159
7 Agar — agar 279
8 Formol 4,15ml
9 Solucéo inibitdria* 4,15ml
10 Agua destilada 750ml
PREPARO

52

Adicionar ao feijdo 1,2 L de agua para cada receita e cozinhar em panela de pressao por 40

min aproximadamente. Em seguida retirar 750 ml do caldo de feijdo e transferir para liquidificador

junto com os componentes 2, 3, 4, 5, 6 e misturar com o feijdo cozido, bater durante 1 minuto no

liquidificador.

Separadamente, dissolver muito bem o agar — agar em 750ml de agua destilada, misturar

com a pasta feita anteriormente e levar a fogo a mescla até ferver por 15 minutos movimentando

constantemente para que nenhum grumo se forme.

Os componentes 6, 8 e 9 devem ser dissolvidos em 50ml de agua destilada fria e misturados

com a massa ainda quente, porém, fora do fogo. Bater muito bom em liquidificador ou com ajuda

de uma espatula devidamente esterilizada e distribuir em bandejas de acero inoxidavel também

esterilizadas para cortar em pedagos de 2cm? e distribuir nos copos das lagartas.

4 A solugéo inibitdria cote os seguintes componentes: Acido propidnico (18ml); acido fosférico (43ml); 4gua (540ml)
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