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Efeitos sinérgicos entre isolados virais
da familia Baculoviridae com potencial

de controle de Spodoptera frugiperda
LIRA, J. K. F.'; ALMEIDA, A.2; TORRES, G. V. H.3; OLIVEIRA, M. C. N. de*; SOSA-
GOMEZ, D.R*

'"UNOPAR, Universidade do Norte do Parand, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina, PR; 2UFPR; Universidade
Federal do Parana, Curitiba, PR, 2 UNIFIL, Centro Universitario Filadélfia, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina,
PR;“Pesquisador(a), Embrapa Soja.

Introducgao

A espécie vegetal Glycine max (L.) Merrill € uma das principais commodities
agricolas cultivadas no territério brasileiro. Na safra 2021/2022, foram desti-
nados 40,9 milhdes de hectares para o plantio desta cultura, resultando em
uma produgao de 123,8 milhdes de toneladas (Embrapa Soja, 2022). Apesar
do elevado potencial produtivo, a soja tem enfrentado ao longo dos anos
diversos desafios fitossanitarios (Nardon et al., 2021), incluindo o ataque de
pragas pertencentes a diferentes ordens, com destaque para lepidépteros,
hemipteros e coledpteros (Cazado et al., 2013; Silva et al., 2014; Murua et
al., 2018).

Dentre os lepidopteros, destaca-se a familia Noctuidae, que abrange diversos
insetos como destaque para Spodoptera frugiperda J.E. Smith,1797 (Bueno
et al., 2011; Moscardi et al., 2011; Marques et al., 2016), uma praga polifaga
que afeta varias culturas cultivadas no Brasil, incluindo soja, milho e algo-
dao (Barros et al., 2010). Embora inseticidas sejam amplamente utilizados
para mitigar os danos causados por esse inseto, estudos tém demonstrado
a ocorréncia de resisténcia de populagdes dessa praga a proteinas Cry e a
inseticidas quimicos, o que demanda a busca por diferentes alternativas de
controle (Farias et al., 2014).

Nesse sentido, o uso de agentes de controle bioldgico tem se mostrado cada
vez mais uma alternativa para o manejo, minimizagéo dos danos provocados
por essa praga. Nesse contexto, o uso do controle biolégico aplicado com
agentes microbianos é uma ferramenta essencial para o Manejo Integrado
de Pragas (MIP), apresentando como principal vantagem a segurancga tanto
para seres humanos quanto para animais invertebrados (Sosa-Gomez et al.,
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2022). Além disso, os baculovirus podem ser produzidos em larga escala e,
devido a sua viruléncia, sao letais para a maioria dos seus insetos hospedei-
ros (Jehle et al., 2006). Essa abordagem pode levar a uma redugéo do uso
de inseticidas sintéticos e portanto, pode ser introduzida como uma alterna-
tiva eficaz para o manejo de insetos na cultura da soja, tornando-se valiosos
agentes de controle natural, que além de proporcionarem um controle segu-
ro, eficaz e sustentavel tem acao sobre uma variedade de lepidopteros-pra-
ga, incluindo S. frugiperda.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a viruléncia dos isolados
de baculovirus CNPSo-SfMNPV 156 e CNPSo-SfGV 178, aplicados isolada-
mente e em mistura sobre lagartas de S. frugiperda.

Material e Métodos

No presente estudo, foram utilizados isolados virais de granulovirus e
multiplo nucleopoliedrovirus de S. frugiperda provenientes do Banco de
Entomopatégenos do Laboratério de Patologia de Insetos da Embrapa Soja
(Londrina, PR). O inoculo inicial dos isolados virais foram multiplicados por
meio de inoculagéo de superficies em dieta artificial de Greene et al. (1976)
os quais foram oferecidos a lagartas de 3° instar de S. frugiperda, em seguida,
as lagartas com sintomas da infec¢do foram maceradas com agua destilada,
filtradas em dupla camada de musseline, e o liquido resultante da filtragao foi
centrifugado a 10.000 rpm por 15min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
o pellet ressuspenso em agua destilada estéril. As lagartas de S. frugiperda
utilizadas nos experimentos foram criadas no laboratério e mantidas em dieta
artificial a temperatura de 26+1°C, umidade 60+10% e fotofase de 14 horas.

Para a execugao dos bioensaios inicialmente determinou-se a concentracoes
letais 50 e 25% dos isolados virais de SfGV e SfTMNPV. Os virus foram incor-
porados a dieta sem anti-contaminantes quando se encontrava no processo
de esfriamento a 55°C. As diluicdes utilizadas do SfGV foram 8,4 x 108; 4,2
x 108 2,1 x 108 1,0 x 108; 5,2 x 107; 2,6 x 107; ja para SIMNPV foram 1,5 x
105, 7,7 x 104 3,8 x 10%;, 1,9 x 10% 9,6 x 103; 4,8 x 10%; 2,4 x 10%. Os corpos
de oclusao (OBs) dos virus foram quantificados com o auxilio de camara de
Neubauer espelhada, em microscépio éptico com contraste de fases. Para
determinar as concentragdes letais médias dos isolados foi utilizado o progra-
ma PoloPlus (LeOra Software, 2002) aplicando o modelo de Probit.
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Determinadas as concentrais letais dos isolados virais o bioensaio de so-
brevivéncia foi instalado com seis tratamentos (T1-Testemunha= Dieta ar-
tificial sem anti-contaminantes (sem formol, metil-parabeno e antibioticos),
T2-SfMNPV (CL,) = 2,4x10* OBs/mL, T3- SfMNPV (CL,)= 5,6x10° OBs/
mL, T4- SfGV (CL,,)= 2,9x10” OBs/mL, T5- SfGV (CL,,)= 9,5x10° OBs/mL,
T6-Mix SfMNPV (CL,,)= (5,6x10) OBs/mL + SfGV (CL,,)= 9,5x10° ) OBs/mL,
Lagartas de S. frugiperda (n=60 por tratamento) foram individualizadas em
recipientes plasticos de 50 mL, divididas em quatro repeticdes com 15 su-
bamostras (lagartas). A alimentagdo com a dieta contendo os isolados virais
foi realizada durante 96 horas, apds este periodo as sobreviventes foram
transferidas para dieta sem anti-contaminantes. Os insetos foram mantidos
em camaras com controle de temperatura (26x 1,5°C), fotofase de 14 h e
umidade relativa (75+10 %). A mortalidade dos insetos com sintomas tipicos
de infecgao por baculovirus foi registrada também apds 96 h de inoculadas.
O bioensaio teve duragao de 14 dias, registrando-se diariamente o numero
de lagartas mortas e vivas, esses dados foram codificados da seguinte forma:
0- lagarta viva e 1- lagarta morta por virus. A hipétese é que se entender a in-
teracao entre os diferentes tratamentos e a atividade dos dois tipos de virus,
poliedrose e granulose de S. frugiperda, permitira potencializar o controle de
pragas. Essas respostas categéricas referentes a sobrevivéncia e a morte
das lagartas foi avaliada pelo estimador n&o-paramétrico de Kaplan-Meier
(1958) para a fungéo de sobrevivéncia e o teste de comparagbes dos trata-
mentos dois a dois pelo teste logrank (Mantel, 1966). O modelo para melhor
entender esse processo € o que segue:

Yijx = m + tratamentos; + subamostras; + tratamentos * subamostras;, + &g

em que, é o efeito da variavel resposta tempo de sobrevivéncia; m é o efeito
da média geral; ¢é o efeito de concentragbes de doses de poliedrose e gra-
nulose nuclear; ¢é o efeito da pseudorrepeticao dos tratamentos; ¢é o efeito
da interacdo entre os fatores em estudo e é o efeito do erro aleatério com
distribuicéo ).

Os dados de mortalidade foram analisados com o programa R versao 4.2.3
(R Core Team, 2008) pelos pacotes cmprsk, lattice, lattice Extra e survival.
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Resultado e Discussao

Verificou-se que os tratamentos 2-SfIMNPV (CL, ) e 4-SfGV (CL,,) causaram
uma taxa de mortalidade de 57,8% e 55,4%, respectivamente. Em contraste,
os tratamentos 3-SfMNPV (CL,,) e 5-SfGV (CL,,) ocasionaram uma taxa de
mortalidade de 26,4% e 20% (Figura 1). Ao realizar a comparagao entre os
tratamentos utilizando o teste de qui-quadrado , verificou-se que nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos 3-SfMNPV (CL,,) e 5-SfGV (CL,,)
em relagéo a mortalidade observada (pr= 0,06%), 0 mesmo ocorreu para 0s
tratamentos 2-SfMNPV (CL,) e 4-SfGV (CL,;) que apresentaram valor de
pr= 0,07%. Esses resultados indicam que esses quatro tratamentos podem
ser considerados como semelhantes em termos de eficacia no controle da
mortalidade das lagartas (Figura 1). Ao observar a mortalidade ocasionada
pelo tratamento 6-Mix SIMNPV (CL,,) + SfGV (CL,,), constatou-se uma taxa
de mortalidade de 100% dos individuos até o quinto dia de avaliagéo (Figura
1) o que indica que o método de Kaplan-Meier foi eficiente para avaliar as
diferengas entre as curvas de tratamentos na sobrevivéncia de S. frugiperda.
Os demais tratamentos causaram mortalidade significativamente menor para
0 mesmo periodo de tempo, sendo de 57,6% para o tratamento 2-SfMNPV
(CL,,), 25% para o tratamento 3-SfMNPV (CL,,) e 6,7% para o tratamen-
to 4-SfGV (CL,,), no mesmo periodo. A combinagdo de tratamentos (6-Mix
StMNPV (CL,,) + SfGV (CL,;)) apresentou alta eficiéncia em relagdo a mor-
talidade dos individuos quando comparado aos outros tratamentos avaliados
(Figura 1). Essa interagao observada nos resultados dos bioensaios também
vem sendo apontados por estudos disponiveis na literatura que indicaram
que os isolados virais de S. frugiperda assim como de outros insetos, quando
aplicados em mistura sédo altamente virulentos a praga e apresentam poten-
cial para uso no manejo integrado de pragas (Valderrama et al., 2010; Toprak
et al., 2012; Cuartas-Otélora et al., 2013).
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Sinergismo entre os virus de poliedrose nuclear e de granulose de S. frugiperda
Data de Avaliagdo 06/01/2023
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Figura 1. Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda inoculadas com isola-
dos virais de baculovirus em diferentes concentragdes letais.

O teste de logrank (Tabela 1) indicou que existe diferenga significativa pelo
teste de qui-quadrado entre as curvas de sobrevivéncia apresentadas na
Figura 1. A mortalidade no tratamento 3-SfMNPV (CL,,) finalizou em 6 dias, a
mortalidade no tratamento 5-SfGV (CL.,,) ocorreu até o dia 14 e no tratamento
com mistura 6-Mix SfMNPV (CL,,) + SfGV (CL,,) houve mortalidade total no
dia 5.



136 DOCUMENTOS 453

Tabela 1. Resultados do teste de logrank (Mantel, 1966) comparando os tratamentos.

Tratamentos N Valor Valor (O-E)?/E (O-E)? IV
Observado Esperado
1-Testemunha 60 0 8515 3515l 49,414
2-SfMNPV (CL, ) 60 34 21,1 7,810 9,786
3- SIMNPV (CL,,) 60 16 31,2 7,440 9,972
4-SfGV (CL,,) 60 33 30,5 0,203 0,272
5-SfGV (CL,,) 60 22 34,0 4,255 5,833
6-[Mix STMNPV + SfGV] (CL,,) 60 60 12,6 179,391 234,381

X2 =284 GL=5 Pr=2x10"® O= valor observado E= valor esperado

Conclusao

A utilizacdo combinada dos isolados CNPSo-SfMNPV 156 e CNPSo-SfGV
178 demonstrou efeito sinérgico no controle de Spodoptera frugiperda, cau-
sando 100% de mortalidade desses individuos quando comparada a aplica-
¢ao isolada de cada um desses virus.
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