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RESUMO

Com o objetivo verificar o potencial do nucleopdii@virus deP. includengPsinNPV) em campo e
laboratorio, bem como o desenvolvimento de tatdascontrole que sejam compativeis com o
programa de controle biolégico deticarsia gemmataligHlbner); Foram realizados diferentes
experimentos, incluindo a determinacédo da infligrde praticas de controle de pragas sobre a
populacdo dé’seudoplusia includens seus inimigos naturais, avaliacdo de alguns pEréamde
viruléncia do virus em laboratodrio, determinacaopadencial do virus e alguns inseticidas em
campo, avaliacdo da viruléncia de algumas protedmgsde Bacillus thuringiensigBerliner), e a
comparacao de isolados do PsinNPV em relacdo pestas morfoldgicos, moleculares e atividade
biologica. Através dos experimentos utilizando raifeées taticas de manejo da soja, em Londrina,
PR: i) Produtor, ii) MIP e iii) Controle Biolégiceerificou-se que o tratamento do Produtor nas trés
safras avaliadas apresentou maior numerd®déncludense em algumas safras o namero de
inimigos naturais foi menor para esse tratamentocodcentracao letal média (6).do PsinNPV
para lagartas de 2° e 3° instar foram, respectinEn@&770, 4234 CPI/ml. O tempo letal médio
(TLsg) para lagartas de 2° instares foi menor que para&°instar, com uma diferenca de
aproximadamente dois dias. Os resultados dg €in casa de vegetacdo foram semelhantes aos
obtidos em laboratorio. Resultados de campo corsiriNPV e inseticidas quimicos, de um modo
geral, ndo apresentaram diferencas significativdge eos tratamentos ou entdo tiveram baixa a
meédia eficiéncia, principalmente ao longo das ddéaamostragem apoés aplicacdo dos produtos. As
proteinas ddB. thuringiensigestadas, com excecdo da Cry 2A, foram toxicBs iacludens Em
relacdo a morfologia dos baculovirus de diferenteslidades, verificou-se pela microscopia

eletrénica de transmissdo (MET) dos corpos de aol{®Bs) do PsinNPV a presenca de até 21



virions que exibem nitidamente a presenca de umoUmicleocapsideo. Com relacdo & o
TLsp dos sete isolados avaliados, observou-se que laslasolA (da Guatemala), IE (de Iguaracu,
PR, Brasil, safra 2006/07) e IF (de Dourados-M&sBy foram os mais virulentos, ou seja, com a
menor Clso contraP. includensem relacdo aos demais isolados testados. Os asolAd IE, e IF
apresentaram o menor Fl(variando entre 9,18 e 9,50 dias) para matar etonsospedeiro, em

comparacao com os outros isolados (variando efitfe8%® 13,39 dias).

Palavras-chave: Manejo integrado de pragas; laf@lda-medideira; Baculovirus; controle

biologico.



ABSTRACT

This work had the objectives of evaluating the pti& of the nucleopolyhedrovirus &% includens
(PsinNPV) under field and laboratory conditions,vesll as the development of control tactics
compatible with the biological control program agsi the velvetbean caterpillaAnticarsia.
Gemmatalis(Hubner). Differnt experiments were carried outlinling the determination of the
influence of current control practices & includenspopulations and its natural enemies during
three consecutive soybean seasons, evaluationrafiiPg virulence paramethers in the laboratory,
determination of the potential of this virus andhgochemical insecticides in the field, evaluatién o
Cry toxins ofBacillus thuringiensigBerliner), and comparison of PsinNPV isolates elated to
morphological, molecular and biological activitypasts. Regarding experiments comparing control
tactics : i) Farmer's Perception, ii) Integrated Pest Manager(idi®), and iii) MIP-Biological
Control, the former treatment had the highesincludensduring the three consecutive seasons and
lowest natural enemy numbers The PsinNPV meanllatha (LCsg) for second and third inst&.
includenslarvae were 3.770 and 4.234 occlusion bodies (@B)lhe mean lethal time (ls§) for
second instar larvae was lower than that for sgdastar larvae, with a difference of aproximately
two days. LGy values obtained inside the greenhouse were sitoildrose gotten in the laboratory.
Field results with the PsinNPV and some chemicakdticides, as a whole, did not present
significant differences among treatments or had townedium efficiency, mainly throughout the
sampling dates after application of the productse Tested toxins oB. thuringiensis with the
exception of the Cry 2A, had toxic activity agairiat includenslarvae. All PsinNPV isolates
collected in different sites or regions presentedesal virions (up to 21) per OB and each virion

had only one nucleocapsid. The isolates IA (fromat8mala), IE (from Iguaracu, PR, Brazil), and



Xi

IF (from Dourados, MS, Brazil) were the most vintland presented lower kd(from 9.18 to 9.50

days), in comparison to the other four tested tesl@rom 10.13 to 13.39 days).

Key words: Integrated pest management, soybearetpBaculovirus, biological control.
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CAPITULO 1

1.1. Introducéo Geral

A soja,Glycine maxMerril) (Fabaceae), € um dos mais importantedytas de exportacao
do Brasil e tem como principal praga desfolhadaréagarta-da-sojaAnticarsia gemmatalis
(Hubner 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) (Embrapa6200io entanto, atualmente, nas principais
regides do pais, outras lagartas vém causando @aposssivos a cultura, incluindo a lagarta-falsa-
medideira,Pseudoplusia includen@Valker 1857) (Lepidoptera: Noctuidae), a lagamasladeira-
das-folhas©Omiodes indicatgFabricius 1775) (Lepidoptera: Pyralidae) e vadasgécies do género
Spodopteracomo a lagarta-das-vagesss, eridania(Cramer 1782), a lagarta-do-cartucho-do-milho,
S. frugiperda(Smith 1797) eS. cosmioidegWalker 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) (Embrapa
2006).

A lagarta-falsa-medideira era considerada de memmortancia, pois era controlada
naturalmente por parasitdides e fungos entomopaito@m® Entretanto, com o aumento do plantio
direto no Pais, a maioria dos produtores de sagndp aplicam herbicidas pdés emergentes na soja,
logo no inicio do desenvolvimento da cultura, tétitizado a tecnologia equivocada de misturar
com o herbicida, inseticidas de amplo espectro @®,acomo 0s piretréides, afetando todo o
complexo de inimigos naturais presentes na cultlzagencadeando surtos de altas populacdes de
insetos, como &. includens em varias regides, demandando varias aplicacoésterores de

inseticidas de amplo espectro na cultura, impdgaifilo, em muitos casos o0 uso de inseticida



biologico a base de um Baculovirus (AgMVPN) comtriagarta-da-soja. gemmataligMoscardi
2008).

Além disso, com a crescente utilizacao de funggjgra o controle da ferrugem asiatica e
outros fitopatdgenos em soja, esses produtos pedén contribuindo também para a reducéo de
fungos entomopatdégenos importantes para o contratigral deP. includense outros Plusiinae
(Livingston et al 1980; Sosa-GOmez 2006), levando ao aumento popné desses insetos em
varias regides do Pais. Entre as safras de 2008/2@D07/2008 varios surtos foram constatados
em diversos estados brasileiros (MS, GO, SP e B&)yrendo isoladamente ou associados a
lagarta-da-soja, onerando os custos de produc&orisams de intoxicacao e de poluicdo do meio
ambiente.

O controle quimico daP. includens a principal tatica de controle utilizada pelos
agricultores, ndo tem sido eficiente em algumasidesg principalmente pelo habito dela
permanecer na porcao inferior da planta e assiglacaiseticida ndo atingi-la. Dessa forma, o
controle exige o uso de produtos em doses elevadgae diminui ainda mais a populacdo dos
inimigos naturais que permanecem na cultura. Coongexjiiéncia desse desequilibrio bioldgico, a
lagarta falsa-medideira, que sempre teve imporasetundaria na cultura, agora esta se tornando
um grande problema a produtividade da soja (M&b@7).

Para o controle de pragas, diante desse quadr@-sgewptar por uma Vvisao inter e
multidisciplinar integrando-se diversos métodoscdatrole menos prejudiciais ao homem e ao
meio ambiente. Nesse contexto, a ado¢cdo de tataaplementares para o éxito no controle de
insetos-pragas pode ser incorporada no sistemapdsm filosofia do Manejo Integrado de Pragas
(MIP) (Panizzi 2006). A utilizacdo de entomopatdmepara o controle da lagarta-falsa-medideira

apresenta-se como alternativa desejavel. Um Nualelpvirus (VPN) deP. includendoi isolado



de espécimes coletados na Guatemala em algodawirbiyyngston & Yearian (1972), o qual se
encontra disponivel na colecédo de virus entomopatogs da Embrapa Soja, Londrina, PR. Por
outro lado, ha relatos sobre o controle do insetta bactéria entomopatogénidzacillus
thuringiensis(Berliner) em outros paises. Ambos agentes deralenbiolégico tém sido pouco
estudados no Brasil para o controle do inseto.

Assim este trabalho estudou em laboratério e campgmmtencial do baculovirus da
includens bem como o desenvolvimento de taticas de contgjake sejam compativeis com o

programa de controle biolégico de gemmatalis

1.2. Objetivos
O estudo teve o0s seguintes objetivos especificos:
e Determinar a influéncia de praticas de controlepdigas sobre a populacédo de

Pseudoplusia includeresseus inimigos naturais na cultura da soja;

e Determinar parametros de viruléncia, em laborat&ilo virus poliedrose nuclear

(VPN) dePseudoplusia includens

e Determinar parametros de viruléncia, em casa detaego, do virus poliedrose

nuclear (VPN) em lagartas &seudoplusia includens

e Avaliar, em campo, a eficiéncia do virus (VPN) dedintes inseticidas para o

controle dePseudoplusia includens



e Determinar parametros de viruléncia, em laborat@aodiferentes proteinas Cry em

lagartas dé€seudoplusia includens;

e Avaliar e comparar os isolados virais de diferedtesalidades em relacdo aos

aspectos morfologicos, moleculares e atividadedgioh emPseudoplusia includens



1.3. Revisao Bibliografica

1.3.1. Distribuicdo geografica e hospedeiros dRseudoplusia includens

A subfamilia Plusiinae compreende espécies queansportantes pragas agricolas, sendo
gue das lagartas que atacam a sBjaincludensé a espécie mais abundante, tendo distribuicdo
restrita ao hemisfério ocidental, ocorrendo desdere dos EUA até o sul da América do Sul
(Alford & Hammond Junior 1982; Eichlin & Cunninghat®78). A sua importancia resulta do
grande numero de hospedeiros, que pode chegaespésies de plantas pertencentes a 29 familias.
Dentre as plantas hospedeiras, ha culturas de gyremgdortancia econémica, como a soja, 0
algodoeiro, o fejoeiro, o fumo, o girassol e vahastalicas (Herzog 1980; Eichlin & Cunningham
1978). Apesar de somente a uns seis &ascludenger assumido importancia na cultura da soja
no Brasil, 0 inseto € considerado nos EUA, ha miemapo, praga-chave da cultura, principalmente
no Sudeste, pois seus danos geralmente sdo grarapsdo medidas de controle em varias épocas

durante todo o ciclo da planta (Kogan & Turnips&e87).

1.3.2. Aspectos biologicos deseudoplusia includens

As lagartas, nos primeiros instares, selecionanfioligs mais tenras, alimentand-se o
daquelas com pequena quantidade de fibra (Kogaroge@974) (Fig. 1.1), tornando-se menos
exigentes a medida que se desenvolvem. Até o tericestar, as lagartas deixam intactas regides da
epiderme; entretanto, a partir do quarto instarsomem grandes areas, mantendo, porém, integras

as nervuras principais, o que confere um aspectdillb@do caracteristico as folhas atacadas



(Herzog 1980). Em trabalhos realizados na GeOfgi#4\, P. includensapresentou periodo de
desenvolvimento lagarta-adulto de 26,5 e 31,7 djasndo alimentada com folhas de soja e
algodoeiro, respectivamente (Mitchel 1967).

O tempo de desenvolvimento, peso das pupas e roonsie area foliar de soja, foram
estudados na Florida, EUA, por Reid & Greene (19&8) laboratério mantido a 29°C e 14 h de
fotofase. A duracéo do estagio larval foi de 13a&,dcom total de seis instares larvais. O peso das
pupas com 24 h de idade, foi de 193,4 mg, simaolatido quando os insetos foram criados em
dieta artificial (183,3 mg), porém, ambos menoresqde quando as pupas eram coletadas no
campo (214 mg).

No Brasil, em criacdes de laboratério, foi obseovgde o ovo d®. includens® depositado
de forma isolada, com diametro de 0,52 mm a 0,53 dencor amarelo brilhante com 31 a 33
cristas radiais e distintas costas transversaislosque a alimentacdo em dieta artificial podealte
a coloracao dos ovos. O periodo de incubacao,@ Z68e trés dias. A viabilidade dos ovos pode
variar de 39,7% a 100%, sendo essas diferencasiaeddas, principalmente, as metodologias
utilizadas nas pesquisas (Young & Yearian 1982sel@nNewsom; Gibbens 1974; Mitchel 1967,
Beach & Tood 1985).

O inicio para transformacdo em pré-pupa € visuddizaor uma acentuada mudanca de
coloracdo. Nesta transformacéo em pré-pupa ocal@macdes no sistema hormonal, envolvendo:
parada na alimentacdo, mudanca para coloracdo aendeelada uniforme, liberacdo do dltimo
“pellet” fecal de coloracdo amarelo brilhante, iaida construcdo do casulo, perda de mobilidade e
transformacéo em pupa (Vazquez 1986).

No campo, para transformar-se em pupancludengyeralmente enrola-se nas folhas e tece

um fino casulo de seda (Shoretlyal 1962) (Fig. 1.1). A pupa é de coloracao verdeadigilhante,



mantendo esta coloracdo até 48 horas antes da @mergquando adquire a coloracdo marrom
escura (Vazquez 1986).

A longevidade dos adultos € muito variavel podevaiiar de 9,8 até 18,2 dias (Mason &
Mack 1984). O numero total médio de ovos pode vadeal44 a 1953 ovos, sendo que 80 a 90% do
total de ovos séo colocados até o sétimo dia (\&za86) (Fig. 1.1).

Paralelamente a infestacdo do complexo de lagantagrande nimero de inimigos naturais
esta normalmente presente em lavouras de sojap sesplonsaveis muitas vezes, pela manutencao
das populacdes dos insetos-pragas em niveis resdyuzem que haja a necessidade de se tomarem

medidas de controle na cultura (Embrapa 2000).



Figura 1.1. Etapas do ciclo bioldgico e caracteristicas dariajna folha de soja p&seudoplusia
includens A— Lagarta; B — Pupa; C — Adulto; D — Sintomasatkjue e injdria causada por lagarta

deP. includengem folhas de soja. Fotos: Regiane Cristina Olivé&&reitas Bueno.

1.3.3. Inimigos naturais associados RBseudoplusia includens

Dentre os grupos de inimigos naturais que ocorremPe includensestdo referidos os

predadore®rius sp. (Hemiptera: Anthocoridaéyabissp.,Tropiconabissp. (Hemiptera: Nabidae),



Geocorissp. (Hemiptera: Lygaeidaefalosoma granulatunfPenty, 1830)Lebia sp., Callida sp.
(Coleoptera: Carabidae)Podisus sp. (Hemiptera: Pentatomidaelriopis sp. (Coleoptera:
Coccinelidae), Chrysopa sp. (Neuroptera: Crysopidae) [Boru lineare (Eschscholtz, 1822)
(Dermaptera: Forficulidae), os parasitéides similis Euplectrus chapadadAshmead 1904)
(Hymenoptera: Eulophidae)Microcharops spp. (Hymenoptera: Ichneumonida&}ppidosoma
truncatellun(Dalman) (Hymenoptera: Encrytidae), parasitoidesodos do génerdrichogramma
(Trichogrammatidae) e os entomopatogenos, reprs@ntprincipalmente por baculovirus (virus
de poliedrose nuclear da gemmatalis- (AgMVPN) e deP. includens{PsinSVPN) e pelo fungo
Nomuraea rileyildoenca branca) (Farlongntomophthoralesais comaPandorasp. eZoophthora
sp. (doenca marrom)Embrapa 2000).

Entre os inimigos naturais, os parasitoides de alegrichogrammaspp sédo agentes de
controle biolégico com potencial de uso no manejegrado deP. includens Estudos com esses
parasitéides vém sendo conduzidos em mais de Sepa liberacdes inundativas realizadas
comercialmente em cerca de 32 milhfes de hectades dno (Parrat al 2002). No Brasil,
pesquisas visando a utilizacdo desse parasitoidmminole da lagarta-falsa-medideira vém sendo

realizadas (Buenet al 2009a; Buenet al.2009b).

1.3.4. Caracteristicas gerais dos virus

A virologia teve seu inicio no final do século XIXpm o conhecimento de agentes
infecciosos capazes de passar através de filtros mgiinham bactérias. Verificou-se,

posteriormente, que dos agentes filtrAveis apdgasspodiam ser classificados como virus, visto
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gue apenas estes, além de serem parasitos intameslwbrigatérios, possuem organizacao e
composicao estrutural caracteristicas e procesgm We replicacdo (Candeias 1991). Existem
diferencas fundamentais entre os virus e as célislas. O genoma celular é constituido pelo DNA

e RNA, enquanto o genoma viral possui apenas usedexidos nucléicos; ao contrario da célula,
0 virus ndo possui um sistema enzimatico proprian@feias 1991; Azevedo 1998a; 1998b). A
célula forma-se por divisao binaria de elementegxistentes, ao passo que a replicacéo viral se da
exclusivamente a custa de processos anabdlicaswa bospedeira (Falke 1979).

O virus € composto de um acido nucléico (estrungate circular ou linear) envolvido por
proteinas formadas por subunidades chamadas capsirgae formam uma camada denominada
capsideo. Esse conjunto recebe o nome de nuclédeap@zevedo 1998a). Sequencialmente a
essa formacao, o nucleocapsideo é envolto por uengbnana (envelope), normalmente construida
a partir de material celular especifico do artr@pbdspedeiro. O conjunto formado pelo envelope
mais o nucleocapsideo € chamado de virion, comstdwa unidade infectiva do virus (Crook 1991,
Van Regenmortekt al 2000). Os diferentes virus possuem tamanho &tirgm e 300mm

(Bilimoria 1991) (Fig. 1.2).
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Poliedro

Nucleocapsideo

'\

Virion

Figura 1.2. Estrutura do corpo de oclusdo do baculovirus. Agrjrafia eletrénica de varredura
da superficie de corpos de oclusdo (poliedros) mhenucleopolyhedrovirysB) Micrografia
eletrbnica de transmissao mostrando multiplas quagi$ virais envelopadas (OBV), no interior de

um poliedro; C) Desenho esquematico da organizat@ma de um poliedro.

1.3.5. Virus entomopatogénicos

Dentre os agentes causadores de doencas em jns@tscomo, bactérias, fungos,
espiroquetas, protozoarios, helmintos e virus (@\N®98), as viroses estdo entre as mais
investigadas pela ciéncia (Moscardi 1991; Valadarghs et al. 1998; Alves 1998; Richards al.
1998; Azevedo & Wolf 2000), devido ao grande poi@mue esses agentes possuem para emprego
em programas de manejo integrado de pragas (Tid8Iié9; Fuxa 1987; Moscardi 1999). Isto se
deve a sua especificidade e viruléncia ao insetpduriro, e por ndo afetarem inimigos naturais e a

fisiologia das plantas (Moscardi 1991) e seremun8a@os vertebrados (Burgssal. 1980).
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Os virus entomopatogénicos apresentam a caraicieride especificidade aos seus
respectivos hospedeiros (Burges al. 1980). Entretanto, alguns virus foram observados
apresentando certa atividade patogénica sobreosskt outras espécies (Moraketsal. 1993;
Ignoffo & Garcia 1997; Harrison & Bonning 2001). égar da existéncia de um grande numero de
virus entomopatogénicodpis grupos tém sido os mais estudados como agdatesntrole de
insetos-praga: os Baculovirus (familia Baculoviefa os virus de poliedrose citoplasmatica (VPC)
(familia Reoviridae) (Tinsley 1979; Fuxa 1987; Dartib & Capalbo 1998; Moscardi 1999). A
familia Baculoviridae € a mais pesquisada e utlhizeomo agente controladores de insetos (Tinsley
1979; Moscardi 1989; 1999).

A familia Baculoviridae é diversificada e esta,aftuente, taxonomicamente dividida em
dois géneros:Nucleopolyhedrovirus,que contém os virus de poliedrose nuclear (VPNs) e
Granulovirus, contendo os virus de granulose (VGs) (Ribeir@l. 1998). Os VPNs e VGs sao
organismos biologicamente complexos e parasitosilates obrigatorios, pois dependem,
necessariamente, de um hospedeiro para a suaaggaioo meio ambiente (Miller 1988). Os virus
dessa familia, com poucas excec¢des, tém como edsdicia 0 fato de as particulas virais estarem
associadas a corpos de oclusdo de natureza prajéieaconferem, de modo geral, uma protecao
contra a desativacdo no meio ambiente, principaingela acdo de raios solares e ndo permitirem
facilmente a sua degradacao por acdo de microrganigdo solo (Van Regenmortlal 2000).

Os Baculovirus séo virus encontrados exclusivamemienvertebrados (Ribeiro & Pinedo
2001), formando um grupo de virus cuja maioriaisatados da classe Insecta, principalmente da
ordem Lepidoptera (Granados & Federici 1986; Bids& Rohrmann 1990) podendo ser
encontrados, também, associados a HimenopteragrBjpColeoptera e Trichoptera (Blissard &

Rohrmann 1990). A especificidade e a segurancaewnoesnprego constituem vantagens que
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favorecem o interesse na sua utilizacdo em prograiteamanejo integrado de pragas, havendo
diversas revisdes sobre Baculovirus, relativasadbsniogia e emprego como bioinseticida (Tinsley
1979; Maeda 1989; Blissard & Rohrmann 1990, Richatd@l 1998, Moscardi 1999).

Uma caracteristica importante dos VPNs € o seudgraamanho, devido ao cristal de
proteina que envolve os virions. O principal congmie desse cristal € a poliedrina, que confere a
forma de um poliedro para o virus. Essa estrutuesgonsavel pela protecdo dos nucleocapsideos
nele ocluidos (Valadares-Inglet al. 1998). O virion, unidade infectiva do virus, cont@ma
molécula de acido nucléico (DNA) de fita dupla ecdlar variando de 80 a 220 kilobases (kb),
empacotado em nucleocapsidios em forma de bastongie adquirem envelope através da
membrana plasmatica (Miller 1988, Ribeiro & Pin@i®1).

Os virus entomopatogénicos contaminam o0s insetg&cdmente por via oral, sendo
ingeridos juntamente com o alimento, geralmentestitoido pelas folhas das plantas (Moscardi
1983, Alves 1986). A contaminacéo interna dos du@msovariana), ndo € comum, porém pode
acontecer a transmissdo através de particulass va@gridas ao corion dos ovos (transovum),
facilitando a contaminacdo devido ao habito dertagade primeiro instar ingerirem o cérion dos
ovos apos a eclosdo. As particulas virais existembesolo podem ser levadas para as folhas das
plantas através de respingos de chuva, passarostres canimais. Outra possibilidade € a
transmissao de certos virus pela picada do ovigrodé parasitdides (Alves 1986). Outras formas
possiveis de acontecer contaminacdo sao peloggattimaticos como chuvas e ventos sobre as
plantas, fatores fisicos como maquinas agricotassifiando pelas lavouras, canibalismo de insetos
doentes (Alves & Lecuona 1998), animais e inset@siguores (Lautenschlager & Podgwaite

1979).
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O ciclo da doenca ¢ iniciado apds a ingestao diegrol contendo as particulas infectivas e
0s virions, ocorrendo a digestdo do poliedro juetasten com o alimento. A matriz protéica do
cristal é dissolvida no limem do intestino médieg{@o do meséntero) devido ao pH alcalino,
geralmente entre 9,5 e 11,5 (Moscardi 1991), sugastricos e por degradacdo enzimatica
(Valadares-Ingli®t al. 1998), liberando os virions. Essas particulascinfas, entrando em contato
com as microvilosidades das células do intestiberdm os nucleocapsidios nas células epiteliais.
Nestas ocorre a infec¢cdo primaria, caracterizatta rpeltiplicacdo viral sem producéo de cristais
(poliedros) (Ribeiro & Pinedo 2001). Posteriormeradg particulas de virus podem atingir outros
tecidos suscetiveis, tal como o adiposo, reprodutdpitélio da traquéia, ocorrendo a infeccao
secundaria ou sistémica, caracterizada pela fomnde&grande quantidade de nucleocapsidios e,
posteriormente, a grande producdo de poliedrossvifdves 1986; Moscardi 1991; Granados &
Williams 1986; Alves 1998). O acumulo de poliedras nucleo € o fator responsavel pela lise
celular, ocorrendo a morte da célula por acao &d cristal da poliedrina (Valadares-Ingdisal.

1998).

1.3.6.Utilizacao de virus como bioinseticida

A permanente constatacdo de problemas ambientale salde publica associados a
utilizacdo de inseticidas quimicos nas lavouragh{€ 1974; Kogan 1998; Galkt al. 2002) tem
conferido aos entomopatégenos um lugar de destagge estudos para implementacdo de
programas de manejo integrado de pragas em diveutogs (Alves 1998; Kogan 1998; Moscardi
1999), com destaque para o0 uso dos virus (Tin®&9;IMoscardi & Sosa-Gomez 1996; Azevedo

& Wolff 2000). Diversos programas para a utilizagho baculovirus tém sido desenvolvidos em
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varios paises, envolvendo pragas em varios culigpiolas e florestais (Moscardi 1991, 1998,
1999).

No Brasil existem ou existiram alguns programasddsenvolvimento e utilizagdo em
diversas culturas de alguns virus pelo produtomac@ o caso do VG derinnys ello(L.1758)
(Lepidoptera, Sphingidae) em cultivos de mandidg8ahimitt 1985), do VPN de&podoptera
frugiperda(Smith 1797) na cultura do milho (Cruz 2000) eddguue € o maior programa mundial
de producédo e comércio de bioinseticida microbian®¥PN da lagarta-da-sofa. gemmatalisna
cultura da soja (Moscardi 1983; 1999; Moscardi 8ufo 2002). Livingston & Yearian (1972)
citaram pela primeira vez um virus ocorrendo enar@g deP. includenstendo sido isolado de
exemplares de lagartas provenientes de uma culteralgoddo na Guatemala. Os autores o
descreveram como sendo um virus de poliedrosearud/®N). Os sintomas externos nas lagartas
doentes foram similares aos descritos anteriormgata outros Plusiinae, sendo a infec¢cdo dos
tecidos idéntica a descrita para outras lagartdspigopteros.

A possibilidade de persisténcia desse VPN no solca¥valiada por Young & Yearian
(1979). A mortalidade no primeiro ano foi de 100% maior dose utilizada (247 lagartas
equivalente por hectare), seis meses apos iniciadaoducdo de lagartas nas gaiolas tratadas. No
ano seguinte, a mortalidade nesse mesmo tratarferde 90,3%. Avaliando a suscetibilidade de
lagartas deP. includenssubmetidas a infeccdo provocada pelo vilugingston et al. (1980)
constataram que lagartas de 3° estagio foram netsdas. O tempo letal médio, entretanto, foi
similar para todas as idades, variando de 6,9 ai@sl Teste de campo, utilizando 62, 124, 248,
496 CPl/ha, resultou em diminuicédo significativapdgulacdo das lagartas, sendo que nesses testes

predominaram individuos de 1° e 2° estadios.
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A mortalidade de pupas dk includensquando lagartas foram infectadas pelo VPN nos 4°,
5° e 6° estadios, foram constados por Young & ‘deafi982), sendo que a maior mortalidade
observada foi de 15,2%. Verificaram, ainda, uma¢éd na fecundidade e na viabilidade dos ovos,
guando a infeccdo ocorreu em lagartas de 6° instalpora a longevidade dos adultos ndo tenha
sido afetada. Como a mortalidade das lagartastadas com VPN dB. includenss6 ocorre apos
alguns dias de infec¢do, o conhecimento do consiexaimento pelo inseto infectado € importante
para o uso do patégeno como inseticida biologi@maktas infectadas no 1° estadio consumiram
99,72% menos alimento que as lagartas sadias, @eloacom Morales & Moscardi (1993),
indicando que o controle d® includengpelo VPN deve ser realizado quando a maioriaatgetias
presentes na lavoura for pequena. Morales & Mos¢a8®3) testaram o VPN em lagartas de 2°
estagio deP. includense constataram que o virus da propria lagarta éosnemulento do que o

VPN deA. californicg quando este ultimo € passado sucessivament poeludens

1.3.7.Bacillusthuringiensis (Bt)

Bt € uma bactéria de solo, aerdbica, Gram positiea,faimilia Bacillaceag que se
caracteriza pela producao de inclusdes protéigsiglanas durante a fase de esporulagcéo, durante a
fase estacionaria do ciclo de crescimento. E uncééba de ocorréncia ubiqua (Krywunczyk &
Fast 1980) em varios substratos como solo, agymerfétie de plantas, insetos mortos, teias de
aranha e graos armazenados (Miralles & Pérez 2004).

Embora o termd®acillus thuringiensiggeralmente seja empregado para uma unica espécie,
na verdade ele pode denominar um complexo de vaspéciesK. anthracis B. mycoidesB.

weihenstephanegiBt e B. cereus, por exemplo, mostram caracteristicasif@oas e bioquimicas
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comuns, mas por definicddt pode ser diferenciado pela presenca dos cristaish (&
Wolfersberger 2000), visiveis em microscopia detre@te de fase, embora este seja um critério
com pouco valor taxonémico (Lysenko 1983). Os ma@tadoleculares como hibridizacdo do DNA
cromossOmico, andlise de acidos graxos e fosfatipidomparacédo de sequencias 16S rRNA, entre
outros, mostram que estas duas espécies sdo,dmlgesomente uma. Esta semelhanca é devida a
transferéncia de plasmideos que codificam as maeCry deBt paraB. cereuse, por outro lado,

Bt pode perder a capacidade de produzir estas toxoraando-sé. cereus Portanto, a distingao
entre espécies ndo € clara e continua sendo asiiiniteresse de muitos taxonomistas (Glare & O’
Callagham 2000; Hansen & Salamitou 2000; Scheepf 1998).

Bt pode produzir varias proteinas com atividade iciset como aa-exotoxina, -
exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinasdégsélipases (Hansen & Salamitou 2000). Por
outro lado, estudos tém demonstrado que o esporoéta pode contribuir para a patogenicidade,
através da acao sinergistica com as proteinasl@nmypgon & McGaugey 1996).

Os sintomas observados quando as lagartas doesrsetcetiveis consomem 0s cristais e
esporos ddt sdo: paralisia do intestino, regurgitacao e fireadta a morte (Aronson & Shai 2001).
Estudos histopatoldgicos tém mostrado que as ceélatdunares do intestino médio afetadas
inicialmente e suas microvilosidades apicais, sabgamente destruidas (Bragbal. 1992).

Existem alguns produtos comerciais a bas8tdgue séo utilizados no controle de insetos
pragas e vetores de doencas (Borén 2005; Vilas-Bbat 2007) e alguns de seus genes estao
sendo inseridos em culturas de algodao, milho, gejatre outros, chamadas plarBagBarroso &

Hoffmann 2007).
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CAPITULO 2

Praticas de controle utilizadas na cultura da soj& seu impacto na populacédo deseudoplusia

includens (Walker) e seus inimigos naturais.

2.1. Introducéao

O uso de agrotoxicos (inseticidas, fungicidas ei@das) que tem um maior ou menor
impacto sobre os insetos (pragas ou benéficosjelsafm incremento substancial em soja nos
tltimos anos. Do ano de 2000 a 2004, o aumentoré@a @iltivada ndo chegou a duplicar,
entretanto, o total de agrotoxicos comercializatmAmais que triplicou no periodo (Panizzi 2006).
A escolha do inseticida e da dose a usar deveriseriasa, tendo sempre em mente a conservacao
do controle biolégico natural. As vezes, soment®utrole bioldgico é suficiente para manter as
pragas em baixas populacbes (Roa 1989). O usovabesierronéo de agrotoxicos trazem
problemas, tais como: a baixa eficiéncia dos pasjui aparecimento de surtos de outras pragas e a
ressurgéncia de pragas-principais e secundariasumegio do desequilibrio biolégico. O controle
guimico deve ser visto como um fator associadocrale biolégico e ndo como uma medida
antagOnica, para se obter resultados satisfatérioais duradouros. Por exemplo, para controlar a
lagarta-da-soja, deve-se dar preferéncia ao bacutowu a produtos seletivos preservem os
inimigos naturais, deixando de lado produtos ndetiges que causam desequilibrio biolégico
(Panizziet al 1977a).

O impacto ambiental dos agrotoxicos causa destrum@ predadores e parasitdides
benéficos, seleciona populacdes de pragas resistans inseticidas utilizados além de contaminar
da agua da superficie e do subsolo, contaminacas¥aros, mamiferos selvagens e domesticados

e impacto nos polinizadores (abelhas domesticadagio) (Quintelat al 2006).
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Com a ferrugem asiatica, o uso de fungicidas na sambém aumentou, afetando
negativamente os entomopatdégenos (Sosa-Geétredz2006). Caso que devera ser examinado mais
atentamente, se for considerado que apenas 0,1%gdo®xicos aplicados atingem o alvo e que
99,9% impactam o ambiente ao redor (Hart & PimeziéR).

Cientistas do Departamento de Agricultura Nortetagaao (USDA) afirmam que a maioria
dos herbicidas e inseticidas pode destruir os miganismos do solo ou suprimir atividades se
aplicados em doses excessivas. Contudo, quandmapd nas doses recomendadas € improvavel
gue os agroquimicos causem problemas reais. P@@m,0 aumento da dose e frequéncia de
aplicacao, é possivel que aumente a persisténcegdas desses problemas e/ou degradacdo de
seus produtos. Neste caso, em virtude de residuimsiagps, € possivel que aparecam efeitos
desfavoraveis na microflora do solo, bem como @efitotoxicos em algumas culturas (Kogan
1998).

De acordo com Samways (1989), sédo trés os mecasisobre os quais a aplicacdo de
inseticidas tem causado um efeito oposto ao desefd €, aumento da populacdo de pragas. Sao
elas a ressurgéncia, explosdo de pragas secunéaesisténcia quimica.

O fenbmeno de ressurgéncia ocorre quando, aposliGag@® de um agroquimico a
populacdo da praga alcanca densidades populacisuagsiores as observadas nas areas que néo
receberam tratamento (Hardihal 1995). Segundo Sosa-Gomez (2006) outro conseiteelhante
€ a erupcao de praga, ou surto de praga secungaeamplica o aumento da populacdo de uma
praga de menor importancia, tornando-se pragaipah®s mecanismos pelos quais ocorrem esses
surtos podem ser devidos as seguintes causasminagao de seus inimigos naturais; 2) remocao
de espécies antagonistas; 3) estimulo direto anfikdade da praga (hormoligose); e 4) estimulo

indireto a fecundidade da praga (trofobiose).
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No final dos anos 60 varios trabalhos demonstraragssurgéncia de pragas. Falebal
(1968) indicando que populacdes Techopluisa ni(Hubner 1803) foram maiores e parcelas de
algodao tratadas com certos inseticidas que rentesiha. Turnipseed (1972) refere-se ao efeito do
monocrotéfos na ressurgéncia Heliothis zea(Boddie 1850) em soja. Vinte um dias apds o
tratamento, o niumero de lagartas foi significamemaer na area tratada que na testemunha. Indica
também que baixas dosagens de certos inseticig@i®lemn as pragas e permitem a sobrevivéncia
de espécies benéficas. Inseticidas sistémicos atimétas, pulverizados em plantacdes de soja,
provocam reaparecimento de populacdeBsidoplusia includeresH. zea. (Toddet al. 1972).

Panizziet al (1977b) observaram que as populacdemtecarsia gemmatalie Plusia spp.
alcancaram o maior pico no final de janeiro nasqlas ndo tratadas, mas, a partir desta data as
populacdes foram diminuindo até atingirem nivesignificantes atribuida a acdo dos inimigos
naturais. Nas parcelas tratadas com inseticiddsdi@s apdés a aplicacdo ocorreu o pico das
populacdes ressurgentes Alsgemmatalise Plusiaspp. As populacdes d&ezodorus guildininas
parcelas ndo pulverizadas atingiram o maximo deet6evejos/10m, enquanto naquelas tratadas
com inseticidas as populacéos atingiram 46 perosii) m.

Certas pragas antes de atingirem niveis de contesidem a diminuir, permanecendo em
niveis baixos até o final do ciclo da cultura. Etdnto, a pulverizacdo de campos de soja no inicio
da estacdo, quando as populacdes de insetos emtd@cando a aparecer, pode causar um
surgimento anormal de pragas (Panetzal 1977b). Além disso, 0 uso crescente de insescda
aplicacao de produtos nao-seletivos como os pidets) por exemplo, principalmente em misturas
com herbicidas na dessecacdo e na aplicacéo deitiesbpds-emergentes em sistema de plantio
direto, também estédo contribuindo para o desequilito agroecossistema, prejudicando o controle

biologico natural de insetos por parasitoides eagumteres, visto que, além dos entomopatogenos, a
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lagartaP. includeng também mantida em equilibrio por um complexoartgmte de parasitoides e
predadores (Buenet al 2007; Moscardi 2008).

Casos de ressurgéncias tém sido determinados agdifcacdo de inseticidas e acaricidas
em diversas culturas tais como citros (Luck 19&6yodao (Trichilo & Wilson 1993), quiabo
(Kumar & Singh 2002) Na soja, tem sido observadesaurgéncia de pragas, comB.ancludens
ha quatro safras consecutivas.

O uso de inseticidas de largo espectro (piretrdidesapaz de matar um namero maior de
inimigos naturais do que da propria praga contjaa eles sédo aplicados. A praga entao, livre de
seus predadores e parasitdides, aumenta novamerdggvade a area pulverizada, atingindo
propor¢cdes maiores do que antes da aplicacéo elécida (Hoffmann-Campet al 2000).

Na cultura da soja, tem sido constatado que apksagle certos piretréides ocasionam
surtos de populacbes de acaros cdmimanychus urtica&och, Mononychellus plankiMcGregor)
e Polyphagoptarsonemus laty8anks), sendo um exemplo de “surto de pragas dacas”.
Experimentos de campo tém demonstrado que aplisat®dungicidas na cultura da soja podem
estimular a incidéncia de maior nimero de lagartas areas tratadas com benomil ou
difenoconazole, por supressdo de um dos inimigos nmaportantes das lagartas, o fungo
Nomureae riley{Johnsoret al. 1976; Sosa-Gomext al 2003).

O objetivo desta pesquisa foi determinar a infliggde praticas de controle de pragas sobre

a populacdo deseudoplusia includeresde seus inimigos naturais na cultura da soja.
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2.2. Material e métodos

Areas pareadas de soja, na regido de IguaracusitiRyetidas a diferentes praticas de
manejo de pragas, foram avaliadas por trés safmasecutivas (2006-2009) quantandluéncia
dessas praticas na incidéncia populacionaPdéncludense de seus inimigos naturais. Foram
analisados os seguintes tratamentos: 1. Manejoattufor (MP) (pratica comumente adotada pelos
sojicultores); 2. Manejo integrado deragas (MIP) (uso de inseticidaguimicos seletivos,
considerando os niveis de acao) e 3. Manejo Bict6(WIP com o uso dBaculovirug, sendo os
produtos utilizados em cada local nos diferent@stnentos, destacados na Tabela 2.1. Os demais

tratos culturais e fitossanitarios foram realizaddbs maneira semelhante nas trés areas-

tratamento/local. Foram utilizadas parcelas pae&90 ™ cada, com espacamento de 0,45 m
entrelinhas. Durante todo o periodo de desenvolvimemt@wtura, sendo as areas monitoradas
semanalmente, ao acaso, com pano-de-batida (1Qrasidsatamento), com registros do estadio de
desenvolvimento das plantas, segundo a escalahdesfal (1971). Paralelamente, amostras de
larvas de P. includensforam coletadas, ao acaso, em cada area-trataneento laboratorio,
individualizadas em Gerbox e acompanhadas, paistn@gla presenca ou ndo de patdégenos e/ou
parasitéides.

Por ocasido da colheita, amostras de plantas d@e(doas fileiras adjacentes de 5 m 10
repeticbes/tratamento) foram coletadas, ao acasa, gvaliacées de produtividade e peso de 100
sementegadronizadas para 13% de umidade, sendo calculgmtadatividade bruta e liquida
considerando o numero de aplicacdes e os custosréetes de cada tratamento em quilos de soja

Os dados foram submetidos a andlise de variarasaneédias comparadas pelo teste Tukey

a 5% de probabilidade.
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Tabela 2.1.Inseticidas utilizados em lavoura de soja subrastal diferentes taticas de manejo nas
safras de 2006-2009, em Iguaragu, PR.

Tratamentos Iguaracu-PR
Safra 2006/07 Safra 2007/08 Safra 2008/09
Manejo Bioldgico TL-Baculovirus TL-Baculovirus TL-Baculovirus (1x)
(1x)(20 g/ha) (1x) (20 g/ha) (20 g/ha)

Manejo Integrado (MIP) TL-Diflubenzuron TL- Diflubenzuron TL-Diflubenzuron (2x)
(1x) (60 g/ha) (2x) (60 g/ha) (60 g/ha)

Manejo do Produtor TL-Karate Zeon® TL- Karate Zeon® TL- Karate Zeon®
(120mL/ha)- (3x) (120mL/ha) (5x) (120mL/ha) (3x)

TL = Tratamento para lagartas

2.3. Resultados e Discussao

A produtividade bruta de grados de soja (Tabela 2®gsentou diferenca significativa na
safra de 2007-08 no tratamento do manejo do prodNtprodutividade liquida foram observadas
diferencas significativas em funcéo dos tratamergesdo que o manejo do produtor nas safras de
06-07 e 07-08 apresentou menor produtividade laqugko ocorreu principalmente em funcdo do
numero de aplicacbes que na area do produtor vaeotrés a cinco aplicacdes de piretroide,
enquanto que na area Controle Biolégico apenas apheacdo de Baculovirus nas trés safras

analisadas (Tabela 2.3).
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No que se refere aos resultados do peso médidd@desdmentes, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, isto porqueyavelmente, as plantas de soja produziram mais
graos/planta para resultar em maiores produtivelames tratamentos MIP e Controle Biologico

(Tabela 2.4).

Tabela 2.2. Média da produtividade bruta de grdos de soja (Y fem trés safras da soja

utilizando diferentes taticas de manejo.

Tratamentos Produtividade bruta (kg Ha

Safra 06-07 Safra 07-08 Safra 08-09
Manejo Produtor 3945,13a 3303,20 b 3337,70 a
Manejo Integrado (MIP) 4052,05 a 3729,00 a 3704,00
Manejo Bioldgico 4227,53 a 3880,80 a 3516,00 a
C.V.(%) 7,60 8,07 11,57

! Médias seguidas de mesma letra, na coluna, néedifentre si, pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 2.3.Média da produtividade liquida de grdos de sop Ifg) em trés safras da soja

utilizando diferentes taticas de manejo.

Tratamentos Produtividade liquida (kg Fi

Safra 2006/07 Safra 2007/08 Safra 2008/09
Manejo Produtor 3790,84 b 3046,10 b 3183,50 a
Manejo Integrado (MIP) 4000,62 ab 3626,08 a 3464,55
Manejo Bioldgico 4176,11 a 3829,42 a 3602,24 a
C.V.(%) 7,7 8,39 11,92

'Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nauifentre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 2.4.Peso médio de 100 sementes em trés safras datdigiando diferentes taticas de

manejo.
Tratamentos Peso (g) 100 sementes

Safra 06-07 Safra 07-08 Safra 08-09
Manejo Produtor 7,23 a 13,20 a 13,95 a
Manejo Integrado (MIP) 8,40 a 13,80 a 13,36 ab
Manejo Bioldgico 7,63 a 13,90 a 12,71 b
C.V.(%) 17,91 12,79 4,43

! Médias seguidas de mesma letra, na coluna, néedifentre si, pelo teste de Tukey a 5%.

A populacao d®. includensalcancou o maior pico em 10/01/2007 na area ddurwo (Fig.
2.1). Nas datas anteriores observou-se tambémagsar@rea o numero de lagartas foi maior que
nas demais areas. A partir dessa data do pico aopnohl as populacdes foram diminuindo até
atingirem niveis insignificantes.

A populacdo deP. includensna safra de 2007-2008 se apresentou semelhangfraa s
anterior, diferindo no fato das lagartas atingiraraior pico no final de janeiro, 30/01/2008 e
permaneceu em alta até 6/02/2008, principalmenéawdo Produtor (Fig. 2.2).

Comparando as trés safras, a de 2009 o pico ddgopdpudeP. includensapareceu mais
tarde, em 10/02/2009 estendendo-se até final derdiew. Observou-se também que na area do
Produtor foi a que apresentou maior populacdo dartias, repetindo o resultado dos anos

anteriores (Fig. 2.3).
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Figura 2.2. Flutuacédo populacional ao longo do tempd’deudoplusia includensa safra de 2007-

2008 utilizando diferentes taticas de manejo.
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Figura 2.3. Flutuacao populacional ao longo do tempd’deudoplusia includens safra de 2008-

2009 utilizando diferentes taticas de manejo.

As figuras (2.1; 2.2 e 2.3) demostraram como a lagdo daP.includensocorreu durante
todo o ciclo da soja nos diferentes tratamentossJ&sultados ilustrados na Tabela 2.5. mostram,
de um modo geral, a diferenca entre os tratameN#ssirés safras o tratamento Controle Bioldgico
apresentou menor numero de lagartas diferindoigtstatnente do tratamento do Produtor. Esses

resultados demostram que aplicacdes de produtoseféiovos aumentam a incidéncia da lagarta.
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Tabela 2.5. Nuomero médio de lagartas deseudoplusia includenslurante trés safras, com

diferentes taticas de manejo.

Namero médio de lagartas 10 pano batida/tratarhento

Tratamento Safra 06-87 Safra 07-08 Safra 08-09
Produtor 3,55b 3,80Db 580D
MIP 2,12 a 3,35b 533b
Controle Biologico 153 a 153 a 3,50 a
C.V. (%) 60,02 49,04 19,04

'Médias seguidas pela mestra letra, na coluna, iféi@uh entre si pelo teste de Tuk&yados transformados em Pot

(1-0,54289)" Dados transformados em logfODados transformados em Pot (1-0,57252) parasandé comparac&o.

A populacdo de inimigos naturais foi maior na &eaControle Biologico seguido da area
MIP. J& a area do Produtor foi que apresentou meaorero deNomuraea rileyi VPN deP.
includense do parasitéideCapidosoma truncatellunO numero total de inimigos naturais foi
aproximadamente o dobro (37 lagartas mortas ponigois naturais, 15% do numero total de
lagartas coletadas) na area de Controle Biolégiemdo comparado a area do Produtor (Fig. 2.4).

Os dados sdo semelhantes a safra anterior, seaka ale Controle Biolégico com maior
namero de inimigos naturais, o numero total fobbrd quando comparado a area do Produtor (41
lagartas mortas por inimigos naturais, 30% do nortetal de lagartas coletadas) (Fig. 2.5).

Nesta Ultima safra, além de entomopatdégenos, failizalo nimero de predadores.
Encontrou-se aranha§geocorissp., Nabis sp., Orius sp., Podisussp.,Callida sp. O numero dos
quatros primeiros predadores foi estatitiscamergeones na area do Produtor do que na &rea do
MIP e Controle Bioldgico. Na area Controle Bioldgiéoi observado maior numero total de

inimigos naturais, seguido da area MIP, a arearddu®or apresentou menor niumero de inimigos
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naturais (Fig. 2.6). Foi observado, maior incidaénbe aranhas @eocorissp. entre 0s inimigos
naturais em todos os tratamentos e principalmemteera Controle Bioldgico.

As lagarta®\. gemmatalis e P. includes&o atacadas pelo funbbo rileyi bem como ocorre
predacdo poNabis sp., Geocorissp., Orius sp. e ainda por aranhas (Corgdaal. 1977). Souza
(2009) também realizou levantamento de inimigosineg e observou a ocorréncia de predadores
como as aranhas em todas as amostragens, comdeagdade populacional a partir dos 48 dias
da emergéncia da sojd,ebia concina(Carabidae), percevejos do géneBeocoris foram
observados dos 15 aos 90 dias da emergéncia, comnempopulacdes aos 15, 83 e 90 dias. As
lagartasA. gemmatalis e P. includes&o atacadas pelo fundb rileyi bem como ocorre predacéo
por Nabissp.,Geocorissp.,Orius sp. e ainda por aranhas.

Os resultados deste trabalho mostram o efeito litzag@o de inseticidas de amplo espectro
de acdo (como os piretroides) nas populacde®.dmcludense inimigos naturais. Como foi
observado, a pulverizacdo de campos de soja o mécestacdo, quando as populacdes de insetos
estdo comecando a aparecer, pode causar um sutgiar@rmal de pragas. O uso de inseticidas
antes da presenca de insetos, além de gastos esséas, também diminui o potencial dos
agentes de controle natural.

No contexto do controle de pragas, através d&agdo do manejo, fica evidenciada a
importancia de se revisar a tomada de decisdoegplita@io de inseticidas. Isto proporcionara ao
agricultor condicdes de diminuir o numero de aglies, sem prejuizos na producéo. Salienta-se
também o aspecto de se utilizar inseticidas de ae#giiva e que afetam o menos possivel o

ambiente.
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CAPITULO 3

Atividade de um Nucleopoliedrovirus e deBacillus thuringiensis (Berliner) contra a lagarta-

falsa-medideira, Pseudoplusia includens (Walker).

3.1. Introdugéao

A familia Baculoviridae engloba o maior grupo de virus de insEsses virus tém grande
potencial como agentes de controle biolégico de insetos pragagriemitara e areas florestais
(Martignoni 1984; Payne 1986; Moscardi & Sosa-Gomez 1992, 1993; Moscardi 1998). Sa
especificos a uma ou poucas espécies relacionadas (Groner 1988) peotecdo em cristais
protéicos permite a formulacdo de bioinseticidas, representando @tanomia e biosseguranca
em relacdo aos inseticidas quimicos.

Os baculovirus tém sido estudados como agentes de controle biolégicotoe desele a
década de 60 (Payne 1986). Devido a sua alta especificidader@iomonatural, os baculovirus
sdo otimos candidatos a serem usados em programas de manejaonteEggragas (Moscardi
1990; Funderburlet al 1992; Tanada & Kaya 1993), pois em diversos testes de seguranca foi
estabelecido que o virus é inofensivo a microrganismos, outros invdagbvartebrados e plantas
(Payne 1986; Groner 1989). Os baculovirus tém-se tornado um modelo em virologlapEms e
insetos possuem um ciclo de vida curto que permite sua multiplicacdo massal atdriabor

O Nucleopoliedrovirus dénticarsia gemmataliSAgMVPN) tem sido utilizado para o
controle da lagarta-da-soja, com significativos beneficios econénmec ecolégicos ao pais

(Moscardi & Sosa-Gomez 1992, 1996; Moscardi 1999). A partir de 1979, por ongoesie
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pesquisa da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, ngp&r8bja, em Londrina, PR, foi
desenvolvido um programa para o uso de um baculovirus, isolado de lagartas deA.
gemmatalisna regidao de Londrina, PR, caracterizado como um virus de polieduotear
(AgMVPN), para o controle da lagarta da soja (Moscardi 1986).

Inidmeros trabalhos tém sido realizados com esse baculovirus, s&uM\W’N de alta
especificidade pard. gemmatalisndo afetando outras lagartas comBseudoplusia includens
(Walker) (lagarta-falsa-medideira).Por exemplo, a cada sasfltimos seis anos, tém ocorrido
novos surtos de altas populagcdesRdenclundensem varias regides do pais. Além dos VPNSs,
produtos comerciais a baseBl&cillus thuringiensigBerliner) séo utilizados no controle de insetos
pragas e vetores de doencas (Borém 2005; Vilas-8oak 2007) e alguns dos seus genes estéo
sendo inseridos em culturas como o algoddo, milho, soja, dentre outragdabaplantadt
(Barroso & Hoffmann 2007). Devido a sua importancia dentre as espdaigénero, muitos
trabalhos tém sido realizados para selecionar estirpBs ttheiringiensisoxicas a lepidopteros da
familia Noctuidae (Hernandez 1988; Lopes-Edvedral 1999; Monneraet al 2007). Portanto, o
presente trabalho, considerando a crescente importandia mheludensna cultura da soja, a
possibilidade de uso de um Nucleopoliedroviru®diacludens(PsinVPN) em laboratorio, em casa
de vegetacdo e em campo, foram realizados ainda estudos em laboratomihagems e proteinas

Cry deB. thuringiensis
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Criacdo e manutencao dBseudoplusia includens

A criacdo deP. includensteve inicio em Janeiro de 2006 no laboratorio de criagdo massal de

lagartas da Embrapa soja, em Londrina, PR. Para manutencamlamaa cutilizou-se o0s

procedimentos de rotina citados a seguir.

Preparo da dieta

Foi adotada a dieta artificial desenvolvida por Gresinal. (1976) a base de levedura de
cerveja, proteina de soja, caseina e germe de trigo. Unpaegarada, a dieta era transferida, ainda
guente, para copos plasticos (50 mL). Apés o resfriamento, a dietarfazenada em geladeira, e

0S copos etiquetados de acordo com a data de preparo.

Transferéncia das lagartas para a dieta

Com auxilio de um pincel, lagartas recém-eclodidas eram colo@dasada copo e
armazenadas a 262°C, 70+ 10% UR e 14 h de fotofase, até a transformacao em pupas (Fig. 3.4)
Estas eram retiradas dos copos e colocadas em caixa tipaxGaentro de gaiolas acrilicas (38 cm
de largura x 45 cm de altura) (Fig. 3.2), forradas internanete papel sulfite A4 umedecido

diariamente. Para alimentacao dos adultos, era fornecida solu¢cdo aquosa demregh (Fig. 3.1).
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O papel sulfite revestindo a gaiola era trocado diariamerfi) de se retirar os ovos ai

depositados. Esses papéis eram recortados (3 cm x 5 cnadescoh parte interna da tampa dos

copos com dieta até a ecloséo das lagartas (Fig. 3.3).

Figura 3.1. Gaiola de acrilico das Figura 3.3. Copo contendo dieta ¢ na
mariposas de Pseudoplusia includens. tampa papel com ovos de Pseudoplusia
includens.

Figura 3.4. Prateleias com copos
Figura 3.2. Pupas em caixa Gerbox

contendo lagartas de Pseudoplusia
dentro da gaiola.

includens.



55

3.2.2. Bioensaios, em laboratério, com o Nucleopoliedrovirus deseudoplusia includens

(PsinVPN)

Para todos os bioensaios utilizou-se um isolado do NucleopoliedrovirBs ideludens
(PsinVPN) coletado na Guatemala em algodoeiro (Livingston &ided972), o qual se encontra
disponivel na colecdo de virus entomopatogénicos da Embrapa Soja. Ear@lugdo dos
experimentos, foram utilizadas lagartasRlencludensde 2° para 3° instar (2° pré-muda) e de 3°
para 4 ° instar (3° pré-muda), cada tratamento com 60 individuos.t@setntos utilizados para
determinar a concentracdo letal média {fflpara lagartas de 2° intar foram: uma testemunha
(tratada apenas com agua incorporada a dieta), 156; 625; 2.500; 10.000;e406W0000 corpos
poliédricos de inclusédo do virus (CPI/mL). Para lagartas de t3% flesam: uma testemunha, 625;
2.500; 10.000; 40.000; 160.000 e 640.000 CPI/mL.

A suspenséo viral foi incorporada a dieta segundo Morales & Mb9@4£03), sendo que
90 mL da mesma foram resfriados até 50°C em temperatura agnbéenéscentando-se, em
seguida, 10 mL da suspensdao, previamente calculada para se obtareasragies desejadas por
mL de dieta artificial do inseto. Apos a homogeneizacdo, aproxmeda 10 mL do alimento
contaminado foram colocados em copos plasticos de 45 mL, sendo coloéadagartas em cada
copo e mantidas em camaras climatizada (B.O.D) a 26°C, 70% dedemaliativa (UR) e 14 h de
fotofase. Os bioensaios foram avaliados diariamente durante 13 eli@s) os resultados de

mortalidade submetidos a analise de Probit para a estimativa da concentahc¢ao let
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3.2.3. Avaliacéo, em casa de vegetacédo, do VPNR$eudoplusia includens

Plantas de soja foram cultivadas em vasos (5 L) contendo mistyparees iguais de areia,
solo e matéria organica, previamente esterilizados. Quandondasp{@/vaso) atingiram o estadio
de floracdo (R1) quatro vasos/repeticdo/tratamento foram sepaeagmsverizados com as
diferentes dosagens do VPN. Essas dosagens foram: 2,041@x1G*, 6,0x16* 8,0x1d* e
10x10* CPI/ha; diflubenzuron (Dimilin®) (90 g. i.a’ha), metomil (Lannatg®)0 mL p.c/ha) e
uma testemunha com aplicacdo apenas de agua, sendo os trataretritiofdlds em delineamento
de blocos ao acaso. Folhas do terco superior foram retiradas aozemmgonediatamente apos a
aplicacao e secagem do produto aplicado e 48 h apods a aplicacaocatosni@d (DAT). As folhas
provenientes de cada repeticdo foram levadas para o laboratdeeeidas a lagartas de 3° instar
de P. includens A mortalidade e o agente causal foram avaliados diariaméhta aompleta
mortalidade ou pupacédo do inseto. Para estimativa da concentratamddia (Cko), os dados
foram submetidos a analise de Probit. Os dados de mortalidade fobametslos a andlise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%fidarsigni

3.2.4. Avaliacdo, em campo, da eficiéncia do virus (VPN) e diferestinseticidas quimicos

para o controle dePseudoplusia includens

Foram realizados cinco ensaios: dois em Iguaracu-PR, proximodaina-PR (areas 1 e 4)
e 0s outros trés no Estado de Goias (areas 2, 3, 5), com 0s expEidentareas 1 e 2 sendo
realizados na safra de 07-08 e os demais na safra 08-09. Todosroeeaps tiveram oS mesmos

tratamentos (dosagens/ha) conforme discriminados no item 3.2.3 e tenautdsa (com aplicacéo
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apenas de agua). Entretanto, os tratamentos a base de insgtiaiiass variaram de acordo com
a area: area 1. metomil (Lannate® 800 mL p.c/ha) e diflubenzuromli{@® 90 g i.a/ha); area 2:
metoxifenozidgIntrepid® 150 mL p.c/ha); area 3 e 5: Intrepid® 120, 135 e 150 mL p.c/ha, Lannate
(800 mL p.c/ha), acefato (Orthene® 0,6 Kg i.a/ha); espinosadeef®a5 mL pc/ha) + virus 8
x10" e Tracer 50 mL p.c/ha + virus 8 *10e area 4: Lannate (800 mL p.c/ha) e Dimilin (120 g
i.a/ha)

Os tratamentos foram distribuidos em delineamento de blocosaso aom quatro
repeticdes e parcelas de 10 linhas/10m. Utilizou-se uma unica aplicagdmcooconico (TXVK-4)
com vazao de 150 L/ha. Foram realizadas no minimo cinco avaliapdesaplicacdo para cada
area, utilizando-se o pano de batida (4 batidas/parca@éajflados foram submetidos a analise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% darsignifi

3.2.5. Bioensaio, em laboratorio, com diferentes proteinas Cry @ thuringiensis em lagartas

de Pseudoplusia includens

Foram utilizadas lagartas d@. includensde 3° para 4° instar (3° pré-muda), com 60
lagartas/tratamento. Os tratamentos utilizados para determioancentracdo letal média (gl
foram: uma testemunha (tratada apenas com agua), 43, 87, 172, 343, 686 e /kB872qug
suspensao aquosa de cinco tipos diferentes de proteinas Cry:ALAA® 1Ac e Btk (utilizado
como um padrao). Submergiu-se cubinhos de dieta nas suspensfes daeslifeoteinas, sendo
colocadas trés lagartas em cada copo e mantidas camaraszeldas (B.O.D) a 26°C, 70% de

umidade relativa (UR) e 14 h de fotofase. Apds 48 h, as ladartas transferidas para uma dieta
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normal (sem as proteinas). O bioensaio foi avaliado diariamentetel @ dias e os resultados de

mortalidade foram submetidos a analise de Probit para a estimativagda CL

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Bioensaios, em laboratério, com o Nucleopoliedrovirus deseudoplusia includens

(PsinVPN)

Os valores de Qui-quadradgf)(relacionados com os diferentes instares para determinar a
concentracdo letal média (§).e o tempo letal médio (Bk) ndo foram significativos, indicando
gue os dados foram homogéneos e ajustou-se ao modelo de analiséFmdbit 1971) (Tabela
3.1). O valor da Cig para lagartas de 2° e 3° instares foram, respectivamente, 8230 €PI/mL,
ndo se observando diferenca substancial dg €itre os instares, que foi apenas 1,12 vezes menor
para lagartas de 2° instar. Osd para lagartas de 2° instar foi de 8,73 dias e de 11,09 dias para

lagartas de 3° instar (Tabela 3.1 e 3.2).
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Tabela 3.1. Concentracdo letal média (§). do PsinVPN em lagartas de 2° e 3° instar de

Pseudoplusia includens

Instar larval Chko Intervalo de confianca  Slope (b) = SE Y
(95%)
(CPI/ml de dieta) Minimo Maximo
20 3770 2442 6103 0,82+ 0,10 5,02 n$
3° 4234 2818 6309 1,31+ 0,19 1,65 ns

valor doy® nao significativo.

Tabela 3.2.Tempo letal médio (Tdg) do PsinVPN em lagartas de 2° e 3° instaPsleudoplusia

includens na concentracdo de 10,000 CPI/mL de dieta.

instar larval Tlso Intervalo de confianca  Slope + SE xz
(95%)
(dias) Minimo Maximo
20 8,733 7,99 9,34 5,25 +0,90 6,08 ns
30 11,10 10,66 8,66 8,66 + 0,65 5,03 ns

valor doy® nao significativo.

2.3.2. Avaliacédo, em casa de vegetacado, do VPNR$eudoplusia includens

A mortalidade das lagartas nas duas maiores concentracoes dpavdfblhas coletadas
logo apos os tratamentos (dia da aplicacdo) chegou a 70%, permaredtepdoa as coletadas 48

h apés a aplicacdo, com 65% de mortalidade para a maior concertcagéois (Tabela 3.3).
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Varios trabalhos realizados nos E.U.A ressaltam a efici@uciarus deP. includens abordando
como dosagem e resposta da temperatura, persisténcia em campeficacia de controle
(Livingstonet al 1980; Zou & Young 1996; Kuningt al 1997; Ali & Young 1991; Young 2001).

O inseticida metomil (Lannate®), no dia da aplicacédo, apresentougtande eficiéncia
com mortalidade das lagartas acima de 70%, mas com reducdo paraodb¥8 h apds a
aplicacdo. Ja o inseticida diflubenzuron (Dimilin®) apresentou kefic@ncia, causando apenas
3% de mortalidade nas duas datas de avaliacdo. A dose recomendachdidg&-aA.gemmatalis
€ de 30 a 60 g do produto comercial/ha. Buetnal (2007) ressaltam que é necessario doses até
duas vezes maiores de inseticida para se obter controle dceigayraga, em relacdo A
gemmatalisNo entanto, para este experimento houve essa relacao foi dezieésa mais e mesmo
assim nao foi suficiente para se obter resultados satisfatiriosntrole deP. includens(Tabela
3.3).

Os valores de Qui-quadradyf)(para determinar a Gg.néo foram significativos, indicando
gue os dados foram homogéneos. Nao houve diferenca significativa e@trg aas duas datas de

avaliacao (Tabela 3.4).
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Tabela 3.3. Nomero meédio de lagartas mortas e percentual de mortalidadsedaloplusia
includensapods aplicacéo de diferentes dosagens do virus do inseto e dbgdas quimicos, em

casa de vegetacéao.

Mortalidade média de lagartag®= 40)

Tratamentos dia aplicacéo (%) 48 h apos aplicagéo (%)
Testemunha 0,50 a 1,25 4,75 a 12,00
virus 2x10* 8,00 ab 20,00 8,50 ab 21,25
virus 4x10" 16,25 bc 41,00 16,50 cd 41,25
virus 6 x10' 18,75 cd 41,00 14,00 cd 35,00
virus 8x10* 27,75 de 70,00 22,00 de 55,00
virus 10 x16 27,75 de 70,00 25,75 e 65,00

Lannate (800 mL/ha) 28,25 e 72,00 18,25 cde 46,00

Dimilin (90 g/ha) 1,25a 3,10 1,00 a 2,50

C.V. (%) 24,82 23,51

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna,néedifentre si pelo teste de Tukey a 5%

Tabela 3.4.Concentracao letal média (6).do VPN em lagartas de 3° instar igeudoplusia

includensem casa de vegetacéao.

Dia da CL 50 Intervalo de confianca  Slope + SE Y
aplicacao (95%)
(CPI/ha) Minimo Maximo
0 horas 3,482 2,705 4,152 3,24+ 0,50 4,73 n$
48 horas 3,979 0,503 6,400 2,69 + 0,46 9,49 ns

valor doy® nao significativo.
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3.3.3. Avaliacdo, em campo, da eficiéncia do virus (VPN) e difereateseticidas quimicos

para o controle dePseudoplusia includens

Os inseticidas avaliados neste experimento foram: Dimilin®, di@®) Intrepid®,
Orthene®,e Tracer®. Aléem das diferentes doses do Baculovirdd @eludens O inseticida
Dimilin® (diflubenzuron) é um exemplo de inseticidas reguladoresrescimento que inibem a
sintese de quitina, que apresentam ac¢do lenta no inseto e queemtiedspecificamente, na
deposicao de quitina na cuticula de insetos (Reynolds 1987).

O Inseticida Lannate (metomil) controla todas as fases da vsdaghrtas, quebra seu ciclo
de vida, porque tem acgdo ovicida para lepidopteros. O Intrepid (metoxifanézum inseticida
acelerador de ecdise que imita o hormdnio natural da muda dos insetmis@na, e que age
especificamente sobre larvas de lepidopteros. Atua ligando-sménitie a proteina receptora de
ecdisona, ativando-a e iniciando o processo da muda. Imediatamengeligpd¢&o do Intrepid com
0 receptor de ecdisona, as lagartas param de se alimeptadezem uma nova, porém mal
formada cuticula por baixo da antiga, sendo que as lagartas morrémarpgfio e desidratacao.
acefato (Orthene) inibidor da enzima aceticolinesterase ma3ssis nervosas, provoca a passagem
continua dos impulsos nervosos, levando o inseto a fadiga e conseqlienteamanée @ insetida
espinosade (Tracer) é derivado da fermentacdo do actinorSBamettaropolyspora spinogagrofit
2010).

Através dos resultados apresentados na Tabela 3.5, observou-se quel, mAgdrouve
diferenga estatistica entre os tratamentos em todas &s diatavaliagdo, ndo se observando,
portanto, eficacia dos tratamentos a base do PsinVPN, nas dosagewmlas e mesmo dos

inseticidas quimicos metomil (Lannate) e diflubenzuron (Dimpiaa o controle de. includens
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Apenas o metomil, na segunda data de amostragem, promoveu reducamasignifia populacao
do inseto, mas somente de 41% de PE (percentual de eficiéncidagéo raé testemunha). Este
inseticida apresentou desempenho melhor em outros experimentos, na3Tabwla7 DAT (dia
apos o tratamento) o PE chegou a 90% e 80% na Tabela 3.9 no 5 DAT namopdR.
includens

No Brasil ndo ha relatos de trabalhos de campo com o VPARs@adoplusia inclundens
Nos Estados Unidos (EUA) avaliaram a eficiéncia do VPIR.daclundense do produto metomil,
todos os tratamentos reduziram a populacdo de lagartas em relsgsiendunha, mas nenhum
tratamento com VPN foi mais eficaz que metomil (Livingsetnal 1980). Young & Yearian
(1979) demonstroram que o VPN Baincludenspersisti no solo, de ano para ano e pode iniciar
uma epizootia. Ja Mcleast al (1982) avaliaram a eficiéncia e a persisténcia do VPNaanpa, a
reducdo do numero da lagartas ndo foi observada antes de 13 dias apmmento, a
concentracdo viral no solo néo foi suficiente para dar inicio & epizootia enP. includensna
safra seguinte.

No geral, considerando todos os experimentos (Tabelas 3.5 a 3.9gouesd que o
PsinVPN nao apresentou eficiéncia no controle da praga em retagabeaento testemunha, com
excecOes do experimento conduzido em Iguaracu (Tabela 3.5) com 14mkTa dosagem de
10,0 x 16" reduziu a populacdo em 45% PE e em Goias (Tabela 3.9) com 5o0béd a dosagem
de 8,0 x 16" promoveu cerca de 47% PE . Dentre os produtos quimicos testados, oksequeus
metoxifenozide (Intrepid — 135 a 150 mL p.c/ha) foi o que proporcionou os eelresultados
guanto a reducéo populacionalleincludensmas, mesmo assim com valores médios ao redor de

70% PE ou inferiores (Tabelas 3.6, 3.7 e 3.9). O produto Orthene (0,&/tk@) mostrou-se
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ineficiente para o controle da praga e o Tracer (25 e 50 afhap.teve baixa eficiéncia, no geral
abaixo de 50% PE.

Os resultados de um modo geral ndo apresentaram diferencdgatigas entre o0s
tratamentos ou entdo tiveram baixa a média eficiéncia, prin@pée ao longo das datas de
amostragem apos aplicacdo dos produtos. Provavelmente, um dos falacesados é a
tecnologia de aplicacdo, uma vez que a lagarta-falsa-medideir@ habito de se alimentar de
brotacdes secundarias na parte inferior da planta, aliado aaldamaior incidéncia do inseto
ocorrer quando a soja estd bem desenvolvida fechada nas entrelinbaianifo os produtos
atingirem a lagarta. Isso é agravado pelo fato do virus do inseto precisgeseo para infectar as
lagartas dé°. includensAlém disso, no periodo de janeiro-fevereiro ocorrem periodos prolongados
de chuva, promovendo elevada mortalidade natural, principalmente, peloNonggaea riley;
levando aos resultados negativos dos testes. Um exemplo disso, esguguasafra 08-09 a cada
data de amostragem observou-se em média 20 % de lagartas petothsigo (dados observados
em campo). A elevada incidéncia de fungos, cdmaleyi e os do grupo dos Entomophthorales, e
parasitéides tendem também a mascarar o efeito de produtos aplesgkgalmente nas ultimas

avaliacdes, quando a mortalidade natural do inseto € muito elevada.
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Tabela 3.5.Numero médio d@seudoplusia includeram 4 batidas/parcela (4 metros de linha) em difesedias apds aplicacéo,

Numero médio de lagarta®ata de amostragem apdés aplicacao (BAT)

Tratamentos ODAT PE (%) 3DAT PE(%) 7DAT PE (%) 11DAT PE (%) 14DAT R®)
Testemunha 13,00 a 16,50 a 18,12 a 8,12 a 3,37 ab
Lannate (800mL/ha) 14,62 a 9,75b 41 13,25 a 27 6,75 a 17 3,75ab
Dimilin (90mL/ha) 15,00 a 1500a 10 1562a 14 8,37 a 2,37ab 30
virus 2,0x16" 16,37 a 14,25a 14 16,87a 7,0 6,62 a 3,00ab 11
virus 4,0x16" 14,12 a 15,00 a 10 17,62 a 3,0 6,50 a 20 ah62 23
virus 6,0x16" 15,25 a 17,12 a 1562a 14 8,50 a 2,62ab 23
virus 8,0x16" 13,37 a 17,75 a 16,00a 12 8,50 a 4,75 a
virus 10x16* 15,62 a 14,37 a 13 15,62 a 14 7,75 a 5,0 h,87 45
C.V.(%) 23,03 19,3 22,84 26,98 48,33

em Iguaragu-PR (area 1) na safra de 2007-2008.

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, fiéeuti entre si pelo teste de Duncan a 5%;

2 Dia ap6s o tratamento, data aplicagéo: 23 jarrd008.

% Percentual de eficiéncia dos tratamentos em relag¢édstemunha: (n° de insetos do tratamento/ infsd&s da testemunha)*100.
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Tabela 3.6.Numero médio d@seudoplusia includeram 4 batidas/parcela (4 metros de linha) em difesedias apds aplicacéo,

em Goias- GO (area 2) na safra de 2007-2008.

Numero médio de lagartaPata de amostragem apds aplicacdo (BAT)

Tratamentos ODAT PE (%) 3DAT PE(%) 5DAT PE (%) 8DAT PE(%) 13DAT PE (%)
Testemunha 10,50a 21,00 b . 18,75 a . 7,00 a . 2,50 a .
Intrepid (150 mL) 9,00a 15 6,25 C 71 5,75 b 70 2,00b 72 1,00 a 60
virus 2,0 x 18" 11,50 a _ 21,00 b - 15,25 ab 19 1,66 b 77 0,66 a 76
virus 4,0 x 16 10,00a ___ 3325a ___ 17,25 a 8,0 5,25 ab 25 1,50 a 40
virus 6,0 x 18 15,00 a _ 31,25 a - 18,50 a _ 6,75 a - 1,50 a 40
virus 8,0 x 18" 11,00 a - 20,00 b - 15,00 ab 20 4,00 ab 47 1,50a 40
virus 10,0 x 18" 1050a ___ 32,00a ___ 23,75a  __ 7,00 a _ 1,25 a 50
C.V.(%) 37,18 _ 17,43 43,86 25,62 97,31

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, fid@uti entre si pelo teste de Duncan a 5%;

2 Dia ap6s o tratamento, data aplicagéo: 10 jarrd008.

3 percentual de eficiéncia dos tratamentos em rela¢éstemunha: (n° de insetos do tratamento/ mfsd&os da testemunha)*100.
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Tabela 3.7.Numero médio ddé’seudoplusia includenem 4 batidas/parcela (4 metros de linha) em difesedias apds aplicacdo, em Goias-

GO, (érea 3) na safra de 2008-2009.

Numero médio de lagartaPata de amostragem apoés aplicacdo (BAT)
Tratamentos  opaT PE 2DpAT PE  4pAT PE  7DAT PE  opAar PE 12pAT PE 14pAT PE

Testemunha 2475a__ 17,00a ___ 25,00ab ___ 14,00ab 1750a 6,25ab 425a
virus 2,0x 18" 16,50a 34 13,50ab 21 19,00 bc 12,00 abc 15 16,75ab 5 850a __ 3,75a 12
virus 40x 18" 2250a 10 12,00ab 30 27,25a 15,50 a __15,00ab 15 6,00ab 500a
virus6,0x 18" 2150a 14 1525a 11 2575ab __  1325ab __  14,25ab 19 500ab 20 3,25a 24
virus 8,0x 18" 2225a 11 16,00a 6 1875bc 25 11,50abc 18 12,50ab 29 6,50 ab 4,25 a

virus 10,0x 18"  18,00a 28 13,50ab 11 2350ab 6 10,33ab 27 13,00ab 26 425ab 32 2,75a 36
Intrepid (120) 16,33a 35 12,00ab 30 14,00c 44 6,33 d 55 11,25b 36 6,00 ab 325a 24
Intrepid (135) 16,50a 34 9,00b 48 1525c¢c 39 6,75cd 52 10,50b 40 525ab 16 200a 53
Intrepid (150) 20,25a 19 8,75b 49 1250c S0 6,50cd o4 10,50b 40 525ab 16 4,00 a

Lannate 23,75a 5 8,75b 49 1850bc 26 11,25abc 20 16,75ab 5 8,25a L 2,75a 36

Orthene 26,00a__ 1450ab 15 2550ab __ 13,25ab __ 1825ab __  7,50ab __ 500a __
Tracer 25 +virus 27,50a — 11,50ab 33 2450ab — 950bcd 33 1650a &  350b 44 350a 18
Tracer 50 + virus 25,25a__  850b 50 14,00c 44 13,00ab 8 12,25ab 30 400ab 36 3,00a 30
C.V. (%) 33,25 29,76 22,39 30,63 26,15 46,74 68,65

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, fé@ui entre si pelo teste de Duncan a 5%;
? Dia ap6s o tratamento, data aplicac&o: 04 jamrp009.
®Percentual de eficiéncia dos tratamentos em rela¢éstemunha: (n° de insetos do tratamento/ infseéos da testemunha)*100.



Tabela 3.8.NUmero médio d®seudoplusia includeram 4 batidas/parcela (4 metros de linha) em difesedias apds aplicacdo, em

Iguaracu-PR, (area 4) na safra de 2008-2009.

Numero médio de lagartaPata de amostragem apoés aplicacdo (BAT)

Tratamentos 0 DAT PE (%) 5DAT PE (%) 7DAT PE (%) 10DAT PE (%) 14 DAT PE (%)
Testemunha 337a 10,62a 8,75 ab _ 8,00 a _ 8,75 a _
Lannate (800mL/ha) 3,62a 10,37a 6,00 b 32 8,75 a L 5,87 a 33
Dimilin (90mL/ha) 3,12 a - 8,37 a 22 8,62 ab - 7,5a - 7,87 a 11
virus 2,0x16 3,50 a L 9,12 a 15 987ab 887a 962a
virus 4,0x16 3,87a L 9,12 a 15 950ab 762a 712 a 19
virus 6,0x16" 3,12a L 12,12a ____ 10,75a 887a 7,37 a 16
virus 8,0x16" 4,00 a L 10,75a ____ 862ab 712 a 11 7,75 a 12
virus 10x16* 2,12 a 38 11,00a ___  912ab 812a ____  10,00a
C.V.(%) 39,27 28,42 28,02 30,56 29,91

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, fié@uti entre si pelo teste de Duncan a 5%;
Dia apds o tratamento, data aplicacdo: 13 jamkird009.

*percentual de eficiéncia dos tratamentos em rela¢éstemunha: (n° de insetos do tratamento/ infsééos da testemunha)*100.

68
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Tabela 3.9.Numero médio d€seudoplusia includensm 4 batidas/parcela (4 metros de linha) em difesedias apos aplicacdo, em Goias-
Go,(area 5) na safra de 2008-20009.

Numero médio de lagartaPata de amostragem apoés aplicacdo (BAT)

Tratamentos 0 DAT PE(%) 3 DAT PE (%) 5DAT PE(%) 8DAT PE(%) 10DAT PE(%) 15DAT PE(%)
Testemunha 1200b _ 1250ab 10,75a 6,00a 2,50 a ____0,75ab

virus 2,0 x 18" 11,50 b 5 15,50 a _ 7,75abc 28 3,75a 38 1,50 ab 40 0,00 c _
virus 4,0 x 18" 25,00a 7,50 cd 40 7,75abc 28 4,50abc 25 1,50 ab 40 0,00 c _
virus 6,0 x 16 16,50b 9,00 bc 28 10,00ab _ 2,75abc 65 2,50 a _ 0,00 c _
virus 8,0 x 18" 17,00b _ 11,00 bc 12 5,75 cd 47 525ab 13 200ab _  0,00c _
virus 10,0 x 18 16,00b _ 11,50b 8 11,00a _  450abc 25 2,75 a _ 125a __
Intrepid (120) 1250b _ 5,00 d 60 1,00 e 90 1,25ac 80 0,75 b 70 0,00 c -
Intrepid (135) 11,00b 8 10,00 bc 20 2,75 de 75 0,75¢ 87 0,50 b 80 0,00 c -
Intrepid (150) 1350b _ 4,00 d 68 2,75 de 75 2,00abc 67 0,75b 70 0,00 c _
Lannate 10,00b 17 5,00d 60 5,25 cd 52 3,50abc 42 1,25 ab 50 0,00 c L
Orthene 16,00b 12,00 b _ 725abc 33 450abc 25 1,25 ab 50 0,00 c _
Tracer 25 + virus 16,50b — 12,00 b — 7,25 abc 33 4,00abc 34 200ab — 0,25bc 67
Tracer 50 + virus 13,00b — 9,66 bc 23 5,00 cd 54 5,00 ab 17 0,75b 70 0,00 b —
C.V. (%) 31,52 23,28 40,89 66,64 59,9 227,4

! Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, féreuli entre si pelo teste de Duncan a 5%
Dia ap6s o tratamento, data aplicacdo: 08 jarkrB009.

®Percentual de eficiéncia dos tratamentosem rela¢éstemunha: (n° de insetos do tratamento/n°e¢ois da testemunha)*100
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3.3.4. Bioensaio, em laboratorio, com diferentes proteinas Cry @ thuringiensis em lagartas

de Pseudoplusia includens.

Os valores de Qui-quadrag?) ¢elacionados com as cinco proteinas Cry para determinar a
CL50 foram nao-significativo, mostrando homogeneidade dos dadosiohA @Gia, foi observada
para a proteina Cry 2 A e a menor foi do Btk, respectivamente, 60qug/@L. A proteina Cry
1Ac, depois do Btk foi a mais toxicaPaincludenscom Clspde 76 pg/mL (Tabela 3.10).

A Cry 2A apresentou a menor mortalidade, estatisticamenté aguaesultado da
testemunha, sendo que esta mesma proteina obteve a mg@ &l lagartas apresentaram maior
peso quando tratadas com essa proteina. Isso mostra que a Qte2é baixa eficiéncia para o
controle deP. includengTabela 3.11). Os resultados de mortalidade néo diferiratistisamente
para as proteinas CrylAc, 1Ab e 1AaRnincludensja o menor peso de lagarta foi observado no
tratamento com a CrylAa, com peso medio de 0,04g.

Os resultados observados na Tabela 3.11 mostraram que a maiddadertal com o Btk.
Atualmente estdo disponiveis no mercado bioenseticidas a base de Btkntgm proteinas Cry
1Aa, CrylAb, Cry 1Ac, Cry 2A e CrylB, que sao toxicas em nigdghvel as lagartas da familia
Noctuidae (Santost al 2008). Neste trabalho observou-se que o Btk também foi eficidhate a

includensem todos os parametros analisados como, mortalidade, peso/lagarta e condetdiaca
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Tabela 3.10. Concentracédo letal média (CL 50) de diferentes proteinas derBacillus

thuringiensisem lagartas de 3° instar Fseudoplusia includens

Proteinas Clso Intervalo de confianca (95%)  Slope + SE vl
(ng/mL) Minimo Maximo
Cry 2A 606 505 704 2,25+0,24 4,25ns
Cry 1Ac 76 62 93 2,18+0,22 0,64 ns
Cry 1 Ab 300 255 352 245+0,26 4,89ns
Cry 1Aa 105 90 122 2,85+0,31 4,18ns
Btk 37 32 43 3,26 +0,33 4,01 ns

! Valor doy” ndo-significativo
2 SE- Erro padrédo

Tabela 3.11.Mortalidade e Peso médio de proteinas Cralillus thuringiensiem lagartas de 3°

instar dePseudoplusia includens

Tratamento Mortalidade Média Peso Médio/lagarta (Q)
Testemunha 0,00 a 0,15a
Cry 2A 1,50 a 0,13 a
Cry 1Ac 2,75 ¢ 0,11 ab
Cry 1 Ab 2,75 ¢ 0,07 bc
Cry 1Aa 2,40 c 0,04 c
Btk 2,80b 0,06 bc
C.V. (%) 32,73 6,38

IMédias seguidas pela mesma letra, na coluna, féuii entre si pelo teste de Tukey a 5%;
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CAPITULO 4

Avaliagdo de sete isolados virais como potenciais agentes de bidade em Pseudoplusia

includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae).

4.1. Introducao

A lagarta da sojaPseudoplusia includen@Valker) (Lepidoptera: Noctuidae; Plusiinae), é
uma espécie com distribuicdo restrita ao hemisfério ocidetatrendo a partir do norte Estados
Unidos da América (EUA) para o sul da América do Sul (Alford &nthond 1982). Pode
alimentar-se de um grande nimero de plantas hospedeiras, incluntisple culturas de grande
importancia econdémica, tais como soja, algodao, feijdo, fumo esgirgduenoet al 2007). No
Brasil, esta lagarta tornou-se praga-chave da cultura dacsognt® nos ultimos cinco anos. Tem
sido controladas principalmente por aplicagfes de inseticidas quideidasyo espectro (Buerb
al. 2007), necessitando, geralmente, de doses mais elevadas de insgpi@mths comparada com
as doses utilizadas para o controle da lagarta-daAaiigarsia gemmataligHiubner) (Moralest
al. 1995).

Os Baculovirus pertencentes a familia Baculoviridae sao namdg grupo de virus que
infectam diferentes ordens de insetos, principalmente LepidoptefamBia Baculoviridae é
dividida em dois géneros, Nucleopoliedrovirus (VPL) e Granulovirus (ENgifmannet al 2005)
Jehleet al (2006) propuseram uma revisdo da classificacdo dividindo-se &afami quatro
géneros, o alfa-, beta-, gama e delta-baculovirus. Os Baculovirugempoem seu genoma DNA de

fita dupla covalentemente fechada (tamanho de 80-180 kbp), o qual lddmibdividualmente ou
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se multiplica em um envelope, apresenta o virion em forma tienktes (Friesen & Miller 2001;
Theilmannet al 2005). Duas formas morfologicamente distintas de particulas imgascsao
geradas em seu ciclo, a oclusdo derivada do virus (OB), camdprel virions envolto
incorporado dentro de uma matriz cristalina de proteina (poliedringRixhe a granulina para
GV), que consiste de um unico virion envolvido por uma membrana plasnidao a sua
especificidade e alta viruléncia para algumas espécies elesnzragas, os Baculovirus tém sido
utilizados mundialmente para controlar pragas de lepidépterasetas culturas (Gréner 1986;
Moscardi 1999; Moscardet al 2002). O nucleopoliedrovirus multiplo (AgMVPN) da.
gemmatalis¢ um dos mais bem sucedidos e reconhecidos exemplos de utilizag@gsdeara o
controle de insetos pelos agricultores (Moscardi 1999; 2007), sendo edwprey cultura da soja
nao s6 no Brasil, como também na Argentina, Paraguai e México.

Embora uma série de estudos com base nos padrdes de restrigda tenDsido utilizada
para investigar a variabilidade entre isolados de VPN Cabalie@lo(1992); Richardst al (1999);
Takatsukaet al (2003); Coryet al (2005) e distinguir VPLs dos isolados de diferentes insetos
Chou et al (1996); Boughtoret al (1999); Martinset al (2005), muito pouco se sabe sobre a
diversidade genética de baculovirus em populacdes de campo.

Na Guatemala, o nucleopoliedrovirus Rlencludens(PsinSVPN) obtido a partir do inseto
do algodéo, foi estudado sob condicbes de laboratério e de campo, g elaspectos como
dosagem e resposta da temperatura (Livingst@h 1980; Kunimiet al1997; Ali & Young 1991),
efeito de potenciadores virais (branqueadores fluorescentes) (ZowdgYi®96; Young 2001),
persisténcia em campo, a eficacia de controle (Young & Ye&€i8R). Este isolado foi também
utilizado em ensaios laboratoriais iniciais no Brasil como noeados em Morales & Moscardi

(1993a) e Moralegt al. (1993). Recentemente no Brasil, alguns outros isolados do virus foram
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obtidos a partir de insetos coletados em plantas de soja. Devido aame@oda lagarta-da-soja,
algumas iniciativas tém sido realizadas visando avaliar o paktedesses baculovirus como
inseticida biolégico, mas antes do uso como inseticida € imporsateeionar isolados que
apresentem maior eficiéncia no controleRiancludens Portanto, o presente trabalho tem como
objetivo principal avaliar e comparar os isolados em relacdo apsctas morfologicos,

moleculares e atividade bioldgica.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Insetos e isolados virais

Lagartas deP. includenssupostamente infectadas com corpos de oclusdo do baculovirus
coletadas em fazendas de soja de diferentes regifes foram dagdazmbrapa Soja, Londrina-
PR, para a confirmacédo da presenca do baculovirus foi utilizadorasepio de contraste de fase
como € mostrado na Figura 4.1. A partir das lagartas coletadasjseados virais foram
purificados e chamados de Psin-IA (IA), Psin-IB (IB) eragsor diante, conforme apresentado na

Tabela 4.1.

4.2.2. Purificacéo dos corpos de ocluséo viral (OBS)

Lagartas infectadas foram maceradas em tampao de homogaodiaeiclo ascorbico 1%,
dodecil sulfato de sédio — SDS 2%, 0,01 M Tris-HCI, pH 7,8 e 0,001 M EDTA)sdégjuida, as
lagartas maceradas foram filtradas em seis camadaszdee@ conteudo foi submetido primeiro a

uma agitacdo de baixa velocidade de rotacdo (400g/5 min.) para ogacerdos restos e
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posteriormente, as amostras foram centrifugadas (12.000g/15 mirpkell&es foram suspensos

em tampao TE (0,01 M Tris-HCI, pH 7,8 e 0,001 M EDTA) e, em siagudoram centrifugados

(212.000g/15 min.). O OB foi novamente suspenso e lavado com SDS a 0,1% e @CIVASI

suspensoes finais de OB foram preparadas em agua Milli-Q e armazara0¥s.

Tabela 4.1.Isolados virais obtidos a partir de lagartas infectad&sdadoplusia includens

Isolados Data da coleta Local da coleta Instituicdo Cultura
_ Guatemala/ Universidade de
Psin-IA(I-A) 1972 ) Algodéao
Central America Arkansas/USA
Psin-IB(I-B) Jan./2006 Londrina, PR Embrapa Soja Soja
Psin-IC(I-C) Jan./2006 Maringa, PR Embrapa Soja Soja
Psin-ID(I-D) Feb./2006 Iguaracu, PR Embrapa Soja Soja
Psin-1E(I-E) Feb./2007 Iguaracu, PR Embrapa Soja Soja
Psin-1F(I-F) Feb./2008 Dourados, MS Campo de soja Soja
Psin-IG(I-G) Feb./2008 Sertanopolis, PR Campo de soja Soja
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4.2.3. Microscopia eletrénica de transmissao

Para a microscopia eletronica de transmissédo (MET), os OBgadois foram fixados em
uma solucéo contendo glutaraldeido 2,5% e 0,02 M de tamp&o cacodilato de s6dR) (mdt 2 h,
e em seguida, pos-fixados em uma solucdo de tetroxido de O6smio Q92 eV de tampéao
cacodilato de sodio (pH 7,2) por 1 h. Apoés a fixacdo as amostras foram desidratacesgga ém
acetato de uranila 0,5% e uma série graduada de etanol egeiolas as amostras foram embebidas
em resina de Spurr (Spurr 1969). Seccles ultrafinas foram prapagad um ultramicrétomo
OMU3 Reichert (Reichert Supernova ultramicrétomo), corados corataa uranila 2%, seguido
por Reynolds citrato de chumbo (Reynolds 1963), e observados em microsc@dioicelede

transmissao JEOL 1011 at 80 kV.

4.2.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos corpos de oéugOB)

O OBs foram misturados individualmente com 2x o volume da amostwmndemistura
contendo 125 mM Tris-HCI (pH 6,7), 4% SDS, 30% de glicerol, 0,002% azul deoterooh e
10% do agente redutor@2mercaptoetanol. Apds a fervura por 5 min. e centrifugacédo a 14.000g/5
min., as proteinas foram separadas em gel de poliacrilamidadr@®ndo SDS, como descrito por

Laemmli (1970). O gel foi entdo corado com Coomassie azul brilhante.

4.2.5. Purificacéo e extracdo do DNA dos Obs
A purificacdo do DNA foi feito com base no método padréo descritdfReilly et al

(1992), onde os virions foram liberados pela dissolucéo d€ D&Mnl de solucdo alcalina (0,1 M
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NaCOs, 0,17 M NaCl, 0,01 M EDTA, pH 10,9) a 37°C por 30 min. Em seguida, o DNA dos
virions liberados dos OBs foi extraido incubando-se a solu¢cdo ovean83yC, com 1% de SDS e
0,5 mg/ml de proteinase K (concentracao final), seguido decérgaom fenol:cloroférmio:éalcool
isoamilico (25:24:1). A fim de precipitar o DNA, um volume 0,1% de sme@sodio 3 M, pH 5,2

e 2 volumes de etanol absoluto foram adicionados a fase aquosa gueia seubadas a -20°C,
durante a noite. O DNA precipitado foi recuperado por centrifugapaomicrocentrifuga a
14.0009/15 min., e lavados com 70% (v/v) de etanol. O DNA seco foi ressugperiampao TE
estéril (pH 8,0) e armazenadas a 4°C até o uso. ConcentracadAdeil@Ntimada por comparacao

com concentracdes conhecidas de DNA padtdaaNA).

4.2.6. Clivagem do DNA viral com o uso de enzimas (endonucleases) de restric3aNR

O DNA viral (1-2 mg) foi clivado com as endonucleases deigastrBamHI, EcoRI,
Hindlll e Pstl nas condi¢cfes recomendadas pelo fabricante (Gibco BRgma)Sndividualmente.
Os fragmentos de DNA gerados foram analisados em 1% de gghdese em eletroforese de 40
V, durante a noite (14 -16 h), utilizando tampé&o TAE 1X (0,04 M Trsado, 0,001 M EDTA, pH
8,0). Para a exata medicao do local de clivagem das enzimasgifado o marcador molecular de
1kb de tamanho (1kb plus DNA ladder da Gibco BRL). Apos a corrida, foigebrado com 0,5
mg/ml de brometo de etidio, visualizado e fotografado com o auxilio argmma Eagle Eye I

(Stratagene).
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4.2.7. Bioensaios com diferentes isolados virais

Diferentes isolados de SVPN (PsinSVPN)RIéncludensobtidos em diferentes localidades
do Centro e Sul do Brasil foram comparados com um isolado obtido denistetilizado
anteriormente em laboratério e estudos de campo nos Estados Unidds @abeatravés de
bioensaios. Os insetos utilizados nos bioensaios foram obtidos de umea akdsiente na
Embrapa Soja, Londrina, PR. Quarenta lagartas de terceiro def®aincludensforam infectadas
com os 7 diferentes isolados através da incorporacdo da susmknsédrus na dieta artificial
(Greene et al. 1976), de acordo com os procedimentos descritos péesvBmtdoscardi (1993b).
Cada isolado foi inoculado em cinco concentragdes virais diferentes620; 10,000; 40,000,
160,000 OB/ml de dieta). As lagartas foram colocadas em copos d&oplds 50 ml (2
lagartas/recipiente) contendo a dieta inoculada com as difer@riesntracdes virais e incubada
em camaras climaticas a 26 + 2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e 14 h de fotofagartAs que
receberam a dieta sem adicdo de suspensao viral foram usadasadrole. As lagartas foram
avaliadas diariamente até oito dias ap0s o tratamento. Os dachastdidade foram submetidos a
analise Probit (Finney 1971), para a estimacéo da concentragéolatél (Clso) e do tempo letal
médio (TLso), bem como dos parametros associados (Intervalo de confiange(85p6 e) para
todos os isolados. Para significancia estatistica entre @glaspla sobreposicdo de 95% do IC
significa que os valores de comparacéo dey€LTLsp ndo sao significativos. Caso contrario a nao-
sobreposicdo de 95% do intervalo ou limite de confianca foi considevédincia de diferencas

significativas entre os valores avaliados.
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4 3. Resultados e Discussao

4.3.1. Descricao morfoldgica dos isolados virais (VPN) éseudoplusia includens

Amostras das suspensodes de virus dos sete isolados (PsinS\@PiNekaminadas atraves
da microscopia de contraste de fase e através da microstepiznica de transmissao (MET)
guanto a presenca de corpos de oclusdo (OB). A MET dos OBs ded@RPhhcludensrevelou a
presenca de varios (até 21) virions que exibem nitidamente agaasnom Unico nucleocapsideo
(Fig. 4.1). Em adicdo, a MET mostrou que as formas de exposicdo dosaOBPleomorficas com
tamanhos variando de 0,5-1,3 um de diametro, sendo a maioria apresen@mdotmtem torno
de 1um. O tamanho encontrado neste estudo € inferior a escataatda(0,15 a 15 pum) relatado
para VPLs (Theilmanet al 2005). Porém apresentam tamanhos similares aos SVPN isolados de
outras espécies de lepidopteros. Estes apresentam diametrds dar@ndo entre 0,5-2,0 um,
como e o caso de SVPN @#anis bilineata(\Wanget al 2008), de SVPN dEctropis obliqua(Ma
et al 2006), de SVPN dé&. honmai(lshii et al 2003), de SVPN dé&hysanoplusia Orichalcea

(Cheng & Carner 2000), e de outros SVPN citados por Sudhakar & Mathavan (1999).
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Occlusion Body - OB

Figura 4.1. Microscopia eletrbnica de transmissdao de corpos de oclusdo (OBaaudovirus
Pseudoplusia includensucleopoliedrovirus simples (PsinSVPN). Barra representa 2 J1@d@oo
de oclusédo mostrando virions contendo um unico nucleocapsideo (NC) por enSelgiefles).
(cortes transversal e longitudinal) oclusos em uma matriz paotéstalina (P - poliedrina). Barra

representa 0,2 um (b).

4.3.2. Analise estrutural de proteinas virais por SDS-PAGE

O padrao eletroforético das proteinas estruturais dos sete isdadssnSVPN analisados
foi semelhante considerando a mobilidade e intensidade das bandas jFigm&danda de brilho
intenso de aproximadamente 33kDa foi detectada em todos os isolalissdaxs e assemelha-se a
banda encontrada no nucleopoliedrovirus multiplé\dgemmatalifAgMVPN) que corresponde a

proteina poliedrina (Zanotet al 1992).
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Figura 4.2. Banda intensa detectada no perfil de cada isolado correspongateina poliedrina

(P), similar a do baculovirus AgMVPN (Ag2D) de aproximadamente 33kDa.

4.3.3. Analise comparativa dos padrfes de restricdo do DNA viral

O DNA gendmico de cada um dos sete PsinSVPN isolados foi clitdidando as enzimas
BamHI, EcoRlI, Hindlll e Pstl e o para comparar padréo de bdpdds de restricdo) gerado entre
eles foi comparado (Fig. 4.3). As analises foram feitas gmigparacdo de fragmentos adicionais
presentes em relacdo ao numero de fragmentos comum a todos dssjsgkrados por cada
divisdo. Algumas diferencas foram observadas entre os padrdestdedo dos isolados virais
analisados, em especial para a digestdo com a enzima EcoRi/gloel uma gama ainda maior de
variacdo, em termos de numero de fragmentos de DNA detectavé? (E&gmentos). Aléem de 26
fragmentos comum a todos os isolados gerados pela clivagem céth Eoove trés fragmentos

extra de cerca de 10, 2,7 e 1,6 ou 1,8 kbp respectivamente para os igoladBs um fragmento
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de 2,7 kbp para o isolado IC; quatro fragmentos de 10, 3,7, 2,7 e 1,6 klys jokados IE e IF; e
seis fragmentos de 10, 3,7, 3,6, 2,7, 1,6 e 1,2 kbp para o isolado 1G. Ogeradiss pelo uso de
outras enzimas de restricdo somente apresentou um ou dois fragendaosA combinacao
resultante das analises de DNA com as quatro enzimas deékeshostraram que apenas dois
isolados, IE e IF apresentaram o mesmo numero e mobilidade do®irfitagmmo gel, sugerindo
assim, que esses isolados podem apresentar genomas semelhantes.

Portanto, a heterogeneidade observada entre os isolados pela clivagigoal ddas
diferentes enzimas encontrado neste estudo torna evidente a neeedsidatudos mais detalhados
para verificar se estas variantes do virus representamiesspistintas ou sdo apenas bandas
submolares. Isolados selvagens ou nunca estudados de baculovirus podemsiserados
geneticamente heterogéneos e isso € normalmente indicadogselagar de bandas submolares nos

perfis de restricdo de DNA (Mclintogt al 1987; Smith & Crook 1988a, 1988b).



90

& 18 12 I IE IF I3 M khp & 18 12 IDIE IF I M kbp

=200

600
-500
-400

=300

=200
-155

-100
085
-0 ES
-050
-040
-0.30

020
BamHI -0.40

l& 18 12 IDIE IF 13 M kbp & 18 1C IDIE IF 15 M Ekbp

Figura 4.3. Analise de DNA de sete isolados viraisREeudoplusia includerdivado com enzimas
de restricadBanHl|, EcdRl, Hindlll, Pst. Eletroforese em gel de agarose 1%. Isolados virais: I-A,

I-B, I-C, I-D, I-E, I-F e I-G. M: marcadores — 1kb plus DNA Ladderac) e DNAMPstl (d).
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4.3.4. Atividade biolégica dos isolados PsinSVPN

Os valores de Qui-quadradg)(dos diferentes isolados testando ad2La Tlsg ndo foram
significativos, indicando a homogeneidade dos dados de todos os isoladospglpramte, que 0s
dados adaptaram-se ao modelo de analise Probit utilizado (Finney 1%7igol&los IA (da
Guatemala), IE (do municipio de Iguaracu, PR, Brasil, temporada dedZpe6iF (em Dourados-
MS, Brasil) foram os mais virulentos confPaincludensem relacdo aos demais isolados testados,
mas quando comparados entre si, estes isolados ndo foram estadigcdiferente com base na
sobreposicao de 95% IC, mas significativamente diferente dos oswtadds com base na nao-
sobreposicdo de 95% IC (Tabela 4.2). Os isolados IC e IG forameanss virulentos dé.
includens sendo de 3,5 a 3,8 vezes menor quando comparados com viruléncia dos isolados mai
eficazes (IA, IE e IF). Quando o dd-dos isolados foram comparados, a mesma tendéncia foi
observada. Os isolados IA, IE, e IF apresentaram do menor tem@m{aentre 9,18 e 9,50 dias)
para matar o inseto hospedeiro, em comparacdo com 0s outros isektEsd¢ entre 10,13 e
13,39 dias) (Tabela 4.3).

Variacdes genotipicas do baculovirus tém sido relatadas como umb es@mum na
populacdo de campo, e como consequéncia, podem propiciar diferencas nos gedréedas
(perfis de restricdo) de DNA e também em suas atividad#dghias (Caballeret al 1992,
Takatsukaet al 2003; Cory & Myers 2003; Corgt al. 2005). No presente trabalho, PsinSVPN
isolados de diferentes localidades foram analisados e compasadasialmente com base em seus
padrbes de restricdo do DNA e viruléncia, uma vez que todos os isfleitossemelhantes em sua
morfologia geral. A clivagem do DNA utilizando quatro enzimas d&igcés gerou perfis de

bandas diferentes ressaltando sua variacdo gendémica. De acor@mgoen al. (2005), pequenas
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alteracbes gendmicas podem resultar em alteracfes sgwids na atividade bioldgica do
baculovirus. Portanto, faz-se necesséaria a realizacdo de stados moleculares, como o
sequenciamento, pois este, aléem de ser util na identificacd@aecmacado dos isolados, pode
ajudar a elucidar se as regifes de variacdo do genoma deteesdeldrabalho estdo relacionadas
com as diferencas de gle Tlso observadas entre os isolados avaliados.

Livingstonet al (1980) e Young & Yearian (1982) estudaram a mortalidade de Isgemnta
laboratorio e no campo, bem como outros aspectos, do isolado IA (obtido nen@aptea década
de 1980, no entanto, ndo h& pesquisas recentes com o PsinSVPN, prinogedtaeitinadas com
a comparacédo da atividade biolégica de diferentes isolados @igaia caracterizacdo molecular,
como realizado no presente trabalho.

Até cinco anos atrd®. inludensera considerada uma praga secundaria na cultura da soja no
Brasil, raramente ocorrendo em um nivel de densidade que exigdidas de controle. Com o
aumento na area cultivada sob o sistema plantio direto no paispr@andais produtores de soja
comecou a misturar inseticida piretréide com herbicida de péggénwa muito cedo no
desenvolvimento da cultura. Este procedimento tem promovido a diminuicadideag@ginimigos
naturais (especialmente predadores e parasitdides) e como coesequém aumentando a
incidéncia deP. includensem todo o pais, exigindo maior nimero de aplicacdes de inseticidas
guimicos de largo espectro na cultura (Buehal 2007; Alexandreet al comunicacéo pessoal.).
Além disso, para o controle ¢k includens normalmente, se requer doses elevadas de inseticidas
guimicos e produtos biologicos baseadoBerthuringiensigMoraleset al 1995). Neste contexto,

a utilizacdo de um inseticida viral baseado no PsinSVPN paraolkewn®. includens seria

importante para superar os problemas relacionados com a reduicémiges naturais e possivel
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selecdo de resisténcia a inseticidas quimicos em populaciesets relacionados com praticas de

controle usadas no momento (Buet@l 2007).

Tabela 4.2. Média das concentracOes letais gLobtidos de lagartas de terceiro instar de

Pseudoplusia includensfectados com diferentes isolados (PsinSVPN).

isoladod Clso | 95% Intervalo de confianca Slope + EB 2
(OB/ml de dieta) Limite inferior Limite superior
I-A 2500 1833 3408 2.070.31 0.00 n¥
I-B 5800 4188 7766 2.090.24 2.18 ns
I-C 8713 5915 14485 1.540.24 2.08 ns
I-D 4751 3459 6424 1.980.24 0.33ns
I-E 2974 1797 4500 1.240.17 3.00 ns
I-F 2811 1855 3984 1.580.20 3.38 ns
-G 9274 6590 13526 1.640.21 0.03 ns

L A- isolado da Guatemala; B- de Londrina-PR; C- darivya-PR; D- de Iguaracu-PR na safra 2005/2006(€E-
Iguaracu-PR na safra 2006/2007; F- de Dourados-K8Sde Sertandpolis-PR;

2EP = Erro padréo

3 valores de? nao significativo.

" x? = valores de qui-quadrado.
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Tabela 4.3. Tempo Letal Médio (Tk) obtido para lagartas de terceiro insBseudoplusia

includensinfectados com diferentes isolados (PsinVPN) na concentracédo de 2,500 QBdheta.

isoladod TLso 95% Intervalo de confianca Slope + - xz*
(dias) Limite inferior  Limite superior
I-A 9,18 8,62 9,88 54%10,60  6,74n%
I-B 11,96 10,75 14,23 4,140,65 2,83 ns
I-C 13,39 11,80 16,74 4,340,72 0,88 ns
I-D 10,13 9,53 10,96 6,060,78 6,88 ns
I-E 9,25 8,89 9,64 9,94 0,98 6,83 ns
I-F 9,50 8,95 10,17 5,990,64 2,88 ns
-G 10,68 10,20 11,34 9,01,11 6,10 ns

L A- isolado da Guatemala; B- de Londrina-PR; C- dariMya-PR; D- de Iguaracu-PR na safra 2005/2006(€E-
Iguaracu-PR na safra 2006/2007; F- de Dourados-K8Sde Sertandpolis-PR;

2EP = Erro padréo

3 valores de? nao significativo.

"% = valores de qui-quadrado.
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CONSIDERACOES FINAIS

A soja € um dos mais importantes produtos da exportacdo brasdaenta,giltivada desde o
extremo Sul do pais, no Rio Grande do Sul, até o Maranhao, na regdestfdpe Norte (partes de
Rondobnia, Para e RoraimaEntretanto, surtos de pragas que eram antes consideradas sem
importancia econémica (como € o caso da lagarta-falsa-mediBegadoplusia includepgém
ocorrido nas Ultimas safras, colocando em risco a produtividade e o fldsse importante
agronegocio.

Este trabalho mostrou como as diferentes taticas de manejmaidaintes e influenciam
na flutuacéo populacional d® includense de seus inimigos naturais. Na area conduzida de acordo
com praticas do produtor houve de trés a cinco aplicacdes de insetieidanplo espectro (como
piretréides); no entanto, nessa area, houve maior numero de lagadasapria das vezes, menor
numero de inimigos naturais nas trés safras analisadas. Issm mast geralmente, ndo ha
necessidade de inUmeras aplicacdes de inseticidas ndo setpie’gs, ocasionam um desequilibrio
nesse ecossistema, além do aumento de custo para o produtor, quedicdesmies quando a area
do produtor foi comparada com a area de manejo integrado de praggsc@vil uso de inseticida
seletivo ou com a area de MIP com o uso de inseticida biolagi@se do Baculovirus da lagarta-
da-sojaAnticarsia gemmatalis

Os agroquimicos representam uma importante “ferramenta” paradatpr e tém papel
significativo no sucesso da producédo agricola. No entanto, os inseticalasadequados para
serem utilizados no MIP-soja séo aqueles que combinem um bom contet® tiologico com o
minimo de impacto sobre os inimigos naturais, sendo a integraca@adlgqgsr quimicos com o

controle bioloégico, na maioria dos casos, crucial para o sucessoRdedjdl. A conservacao dos
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inimigos naturais € muito importante, ndo s6 no manef. dacludensmas também para todos os
demais insetos- pragas da cultura.

Os resultados demonstraram o grande potencial do baculovifas ideludenstanto em
teste de laboratorio (parametros de virulénciagoCILsg) como em casa de vegetagdo, com
mortalidade acima de 70%. O mesmo foi observado com proteinage®acillus thuringiensis;
com excecao da proteina 2A, as demais foram toxicas asakgdaR. includensO modo de acéo
das proteinas Cry difere completamente dos modos de acdo dos conmmgtoslas quimicos
sintéticos, fazendo com que essas proteinas sejam elementosparavasxiliar no MIP, através
de sua aplicacao foliar sobre as plantas ou, como mais recenteateawés da expressao dessas
toxinas em plantas transgénicas.

Os resultados dos testes de campo nao foram muito satisfatorios,viwis, nas diferentes
dosagens, mostrou-se ineficiente, em relacdo aos produtos quimieo®sesomo o metomil
(Lannate) e o metoxifenozide (Intrepid), que foram os que apresantaranelhores resultados,
porém, mesmo assim, com valores médios ao redor de 70% de mortalidateriores. Diferente
da lagarta-da-sojad. gemmatalisa P. includenshabita a parte inferior das plantas, expondo-se
menos aos inseticidas aplicados. Além disso, esta espécie éranmgis tolerante as dosagens
usuais dos defensivos, quando comparada com a lagarta-da-soja. Devido a essea taialidade
da aplicacéo passa a ser fundamental, visando atingir com efctéabio, ou seja, as lagartas que
ficam no baixeiro e interior das plantas.

Observou-se, também, a importancia de analises molecularesulovbas, que auxiliam
esclarecer diferencas na viruléncia dos isolados, sendo que peqteraded gendmicas podem
resultar em alteracdes significativas na atividade biolddpchaculovirus. Portanto, as diferencas

de viruléncia devido a heterogeneidade intra-especifica, como ewtmnmto presente trabalho,
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podem representar uma importante ferramenta para desenvolver &FH$iT®mo inseticida

biologico.



