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A preocupagdo da pesquisa relacionada ao aumento da produtividade da
cultura da soja (Glycine max L.) esta em fungdo de varios fatores tais como: as
condigdes climaticas, a qualidade do solo, o controle de pragas e doengas e 0 meio
ambiente, entre outras. Sob o aspecto do controle de pragas ha maior interesse numa
linha de pesquisa bioldgica, como o uso dos virus de poliedrose nuclear (NPV), devido
sua importancia como agentes de controle microbiolégico, principalmente das lagartas
(Grzywacz, 2016). Na natureza existem muitas interferéncias na atividade desses
agentes, inclusive na interacdo com plantas hospedeiras de importancia econémica
capazes de reduzir a atividade do virus frente a seus insetos praga. Dessa forma,
entender como ocorre a interacao do virus de Chrysodeixis includens, ChinNPV, com
as lagartas se alimentando de duas importantes plantas, a soja e o algodao
(Gossypium hirsutum L.), pode permitir o aumento do uso de inseticidas bioldgicos
reduzindo suas limitagdes. As lagartas de C. includens foram obtidas no laboratério de
Entomologia da Embrapa Soja e criadas em dieta artificial de Greene et al. (1976). O
isolado do virus utilizado, ChinNPV (Isolado CNPSo-VPN168), esta armazenado na
colegcao de entomopatégenos da Embrapa Soja e foi obtido de lagartas infectadas e
coletadas em plantagdes de soja em Iguaragu, PR, na safra 2005/2006. As plantas
hospedeiras de C. includens (Soja — BRS 360 RR e algoddo - FMT 701), foram
cultivadas em casa de vegetagao. As plantas foram utilizadas aos 30 a 40 dias apos a
semeadura. Os bioensaios foram realizados pelo método de incorporagado de tecidos
da folha em dieta (Baldo, 2018). As folhas das culturas foram cortadas, liofilizadas
(Liofilizador LS3000 - Terroni) e em seguida trituradas em moinho de facas com
peneira de abertura de 1 mm. As folhas trituradas foram incorporadas a dieta artificial
na proporcao de 3% (p/v), juntamente com o ChinNPV na concentragéo final de 5 x103
CO.mL"". Posteriormente a dieta foi vertida em bandejas com 32 células, onde, apds
sua solidificacdo, lagartas de terceiro instar foram transferidas individualmente para
cada célula. As lagartas foram avaliadas diariamente durante 12 dias. O bioensaio foi
conduzido em camara B.O.D. a 26 + 2°C, com fotoperiodo de 14:10 (L:E) e umidade
relativa de 60 + 10%, no Laboratério de Entomologia da Embrapa Soja, em Londrina.

O delineamento experimental foi completamente casualizado com os
tratamentos em arranjo fatorial: seis tratamentos: T1-Dieta artificial, T2-Dieta artificial +
3% de folha de algodao triturada, T3-Dieta artificial + 3% de folha de soja triturada, T4-
Dieta artificial + ChinNPV, T5-Dieta artificial + 3% de folha de algodao triturada +
ChinNPV, T6-Dieta artificial + 3% de folha de soja triturada + ChinNPV, 32
subamostras e nove repeticdes, totalizando 1728 observagdes. Neste bioensaio, foi
aplicado um novo método estatistico - a Andlise de Sobrevivéncia com estrutura de
Riscos Competitivos — ASRC, devido a ocorréncia de uma causa de mortalidade nao
identificada ou diferente daquela planejada pelos tratamentos. Essa metodologia com
essa caracteristica é bastante recente (Colosimo; Giolo, 2006, Pintilie, 2006, Carmes,
2015) e permite uma avaliagdo mais criteriosa dos tratamentos e morte das lagartas.
Um contexto comum de riscos competitivos envolve a morte do inseto, em que a
probabilidade de falha causa-especifica, ou curva de incidéncia acumulada, sumariza
corretamente a probabilidade de falha em um cenario de analise de dados com riscos
competitivos. Os dados obtidos foram codificados da seguinte forma: 0- lagarta viva, 1-
lagarta morta por virus, 2- lagarta morta por causa desconhecida. A hipétese é que se
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houver a compreensdo da interagdo entre as plantas hospedeiras e a atividade do
virus de poliedrose nuclear de C. includens sera possivel potencializar o controle das
pragas sem agressao ao meio ambiente. Os objetivos desse trabalho foram: 1) avaliar
a influéncia do substrato foliar das culturas de soja e de algodado sobre o virus de
poliedrose nuclear de Chrysodeixis includens, 2) a aplicagdo de métodos estatisticos
que permita interpretar adequadamente dados categoéricos referentes a sobrevivéncia
e a morte de insetos, 3) identificar a causa da mortalidade e se estava associada a
algum tratamento, 4) comparar fungées de sobrevivéncia e avaliar a relacdo das
variaveis ou covariaveis explicativas com o tempo de sobrevivéncia. Existem algumas
razdes para estas ocorréncias: 1- o acontecimento nado se da antes do fim do estudo,
2- o inseto ndo é observado no fim da pesquisa ou morre pela infecgao do virus no
inicio da investigagdo. Essas informagbes sdo importantes para que os dados sejam
analisados por métodos estatisticos especificos para cada situacdo. O modelo
estatistico do delineamento é o que segue:

Yi]-k = m + tratamentos; + subamostrasy + tratamentos * subamostras;, + Eijk
em que, Y;j € o efeito da variavel resposta tempo de sobrevivéncia;
m é o efeito da média geral; tratamentos; é o efeito de combinagdes de dietas, folhas
de algodéo e soja trituradas e virus;
subamostras,, € o efeito da pseudorrepeti¢cdo dos tratamentos;
tratamentos * subamostras;, € o efeito da interagcao entre os fatores em estudo e,
&ijx € o efeito do erro aleatério com distribuicdo = N ( 0,62).

Na analise de sobrevivéncia com estrutura de Riscos Competitivos (ASRC), a
variavel tempo até a ocorréncia do evento foi analisada sob a abordagem néao
paramétrica. Para tanto, foram obtidas as curvas de incidéncia acumulada causa-
especifica para todos os tratamentos, sendo a comparacgao entre elas realizada com o
auxilio do teste de Gray (1988), que considera todos os tempos {. Neste método, 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= 1,2 denota as causas de falha (1 = morte por virus e 2 = morte por
causa desconhecida). O tempo t denota os dias, ou seja, t= 0, 1, 2, 3, ..., 12 dias.
Ainda, F{t)=P(T<t, C=k |x) denota a probabilidade de um individuo sob risco, e com
vetor de covariaveis x, apresentar o desfecho até o tempo t devido a causa k. Os
dados de mortalidade foram analisados no contexto de Analise de Sobrevivéncia com
estrutura de Riscos Competitivos (ASRC), conforme mencionado anteriormente, pois,
além da mortalidade causada pelo NPV (causa 1), foi observada também mortalidade
por causas desconhecidas (causa 2). O estimador da Fun¢do de Incidéncia
Acumulada (FIA) é expresso por

" dij 4
Fe(t) = Z N S(tj1) s
alljigjst 7
dy; € o numero de lagartas que falharam no tempo ¢; devido a causa k, para k= 1,2, ¢;
tal que t; € {1, 2, 3,...,12} sdo os tempos distintos em que ocorreram falhas, n; € o total
de lagartas sob risco em t;, e 5(¢;_;) € o estimador de Kaplan-Meier da probabilidade
de permanecer livre de falha, por qualquer causa, anterior a t;.

As curvas de probabilidades acumuladas foram avaliadas por métodos
classicos calculando-se as estimativas pontuais para o total dos 12 dias de duracéo do
bioensaio. Os dados foram analisados pelo software R, versdo 3.4.1 (R Core Team,
2014), pelos pacotes cmprsk, lattice, lattice Extra e survival (Gray, 2014). O teste de
Gray na comparacgéao entre as curvas das fungdes de incidéncia acumulada (FIA) dos
tratamentos ndo indicou significAncia na mortalidade causada por virus quando as
lagartas se alimentaram de dieta artificial com folhas de algod&o ou de soja (T5 e T6),
e que ambos provocaram infecgdes inferiores a testemunha - dieta artificial (T4)
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(Tabela 1). A atividade do ChinNPV foi afetada pelas folhas de soja e do algoddo. A
mortalidade causada pelo ChinNPV foi de 53,12% na testemunha, 26,04% no
tratamento com folha de algodéao e 27,8% no tratamento com folha de soja. A redugao
média da mortalidade de lagartas foi de aproximadamente 50,6% quando elas se
alimentaram da mistura dieta/substrato em comparacdo a dieta contendo apenas o
virus (Figura 1).

Pela hipotese formulada pode-se observar que a atividade do ChinNPV reduziu
quando tecidos foliares do algodao e da soja foram incorporados a dieta artificial em
detrimento a testemunha (dieta artificial). No entanto, as folhas de ambas as culturas,
quando liofilizadas, interferiram de forma semelhante na atividade viral do NPV. Houve
interacdo entre as plantas hospedeiras e a atividade do virus de poliedrose nuclear de
C. includens. O método de ASRC foi eficiente para avaliar diferencas entre curvas de
tratamentos na mortalidade acumulada de Chrysodeixis includens.
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Tabela 1. Comparacao entre os tratamentos pelo teste Nao-Paramétrico de Gray para dados do
bioensaio de Incorporagédo de 3% de Folha Liofilizada em Dieta. Resultados obtidos pela Analise
de Sobrevivéncia por Riscos Competitivos. Londrina, PR. 2016/2017

Comparacgao dos Valor da Estatistica pelo teste de Gray Valor de p
Tratamentos C1-Morte C2-Morte por causa C1-Morte C2-Morte por causa
por Virus desconhecida por Virus desconhecida
T1vs T2 - 0,572 = 1.00Vs 0,4494
T1vsT3 - 2,648 = 1.00Ms 0,1037
T1vs T4 179,681 8,889 = 0,00 0,0029**
T1vs TS 82,099 0,362 = 0,00 0,5476
T1vsT6 77,370 4,860 = 0,00 0,0275**
T2vs T3 - 0,815 = 1.00Ms 0,3668
T2vs T4 179,136 6,057 = 0,00 0,0139**
T2vs TS5 81,152 1,713 = 0,00" 0,1906
T2vs T6 76,966 2,448 = 0,00 0,1177
T3vs T4 195,208 2,210 = 0,00 0,1371
T3vs TS 90,965 4,739 = 0,00*" 0,0295**
T3vs T6 86,934 0,372 = 0,00" 0,5420
T4 vs TS 32,990 12,355 = 0,0000* 0,0004**
T4 vs T6 37,901 0,884 = 0,0000" 0,3471
T5vs T6 0,138 7,487 0,7107 0,0062**

T1= Dieta Artificial; T2= Dieta Artificial + 3% de Folha de Algod&o; T3= Dieta Atrtificial + 3% de Folha de Soja; T4= Dieta
Artificial + ChinNPV; T5= Dieta Atrtificial + 3% de Folha de Algodao + ChinNPV; T6= Dieta Artificial + 3% de Folha de Soja
+ ChinNPV. Ns= N&o Significativo Curvas de Tratamentos; ** As Fungdes de Incidéncia Acumulada (FIA) diferem entre si
pelo teste de Gray (p < 0,05).
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Figura 1. Fungdes de incidéncia acumulada [Fk(t)] para as causas 1- Lagarta morta por virus e
2- Lagarta morta por causa desconhecida. T1 = Dieta Atrtificial; T2 = Dieta Artificial + 3% de
Folha de Algodéo; T3 = Dieta Atrtificial + 3 % de Folha de Soja; T4 = Dieta Atrtificial + ChinNPV;
T5 = dieta Artificial + 3% de Folha de algodao + ChinNPV; T6 = Dieta Artificial + 3 % de Folha
de Soja + ChinNPV.
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