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RESUMO

Precipitacdes pluviométricas na eficiéncia do Baculovirus Anticarsia
gemmatalis NPV na cultura da soja

O nucleopoliedrovirus Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) é importante no controle da
lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis. Entretanto, fatores ambientais, como as
precipitacdes apds as aplicacdes, podem reduzir sua eficiéncia. Este trabalho
avaliou o impacto de precipitacdes pluviométricas, com diferentes intensidades O;
10; 20; 30 mm, respectivamente, utilizando um tempo de 20 minutos para a
precipitacdo de 10 mm, 40 minutos para a precipitacdo de 20 mm e 60 minutos
guando a precipitacao foi de 30 mm. As precipitacdes foram realizadas com o auxilio
de micro-aspersores, em casa-de-vegetacdo, sobre a eficiéncia de AgMNPV
produzidos de forma macerada e liofilizada no controle de A. gemmatalis. Os
bioensaios para eficiéncia do virus foram conduzidos em condi¢bes de laboratério
(UR 70 + 10%, 25 + 2°C) em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 (intensidades de precipitacdes pluviométricas) x 2 (formulagdes de virus,
macerada e liofilizada) com 4 repeticdes. A unidade experimental foi constituida por
um vaso com plantas de soja. Os resultados obtidos comprovam que precipitacdes
pluviométricas até 30 mm né&o reduziram a mortalidade das lagartas causada por
AgMNPV em ambas as formas de producdo, macerada e liofilizada. A diferenca foi
constatada quanto a forma de producdo do baculovirus, sendo que o produto
macerado provocou maior mortalidade das lagartas, a partir do terceiro dia apds a
aplicacdo, com mortalidade acima de 90%, até o sexto dia da aplicacdo do virus. Ja
o baculovirus na forma liofilizada, apos o terceiro dia da aplicacdo do virus, houve
uma reducédo acentuada na mortalidade das lagartas chegando a 40% no sexto dia.

Palavras chave: Controle biolégico, fatores abidticos, virus, Glycine max.



ABSTRACT
Rainfall in the efficiency of Baculovirus Anticarsia gemmatalis NPV in soybean

The Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) is important in
controlling the caterpillar, Anticarsia gemmatalis. However, environmental factors
such as rainfall after application may reduce its efficiency. This study evaluated the
impact of rainfall, with different intensities 0, 10, 20, and 30 mm, respectively, using a
time of 20 minutes for precipitation of 10 mm, 40 minutes for precipitation of 20 mm
and 60 minutes when precipitation was 30 mm. The precipitations were carried out
with the aid of micro-sprinklers in a green house on the efficiency AQMNPV produced
in lyophilized form and macerated in control of A. gemmatalis. Bioassays for
efficiency of virus were conducted under laboratory conditions (70 + 10%, 25 = 20C)
in a completely randomized in a factorial 4 (rainfall intensities) x 2 (virus formulations,
lyophilized and macerated) with 4 repetitions. The experimental unit consisted of a
bowl of soybean plants. The results show that rainfall up to 30 mm did not reduce the
mortality of larvae caused by AQMNPV in both forms of production, macerated and
lyophilized. The difference was reported as the shape of production of baculovirus,
and the mash product caused higher mortality of larvae from the third day after the
application, with a mortality rate above 90% by the sixth day of application of the
virus. Since the baculovirus in lyophilized form, after the third day of the application of
the virus, there was a marked reduction in mortality of larvae reaching 40% on the
sixth day.

Keywords: Biological control, abiotic factors, virus, Glycine max.
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1 INTRODUCAO

No cenario agricola atual, a pressdo da sociedade por alimentos isentos de
agrotéxicos, a preocupacao com a poluicdo ambiental, a exigéncia de boas préticas
de manejo, tem levado os consumidores a uma forte preferéncia por produtos que
sdo cultivados em ambientes com menor exposicdo a inseticidas quimicos
(LISANSKI, 1994). Exemplo disto é o aumento do mercado de produtos organicos
que estdo livres de inseticidas quimicos, ou, até mesmo, ausentes de defensivos
agricolas (LEVIDOW; BIJMAN, 2002). Segundo Hamilton et al.(2003), a utilizacédo de
inseticidas quimicos é o problema mais sério em relagdo a qualidade dos alimentos
consumidos mundialmente. Nesse sentido abrem-se oportunidades para o emprego
de inseticidas biologicos a base de virus entomopatogénicos dentro do contexto de
agricultura sustentavel, como mais uma ferramenta na regulacdo de lepidopteros-
praga (MOSCARDI, 1999). Entre esses virus 0os baculovirus compreendem o maior
grupo de virus patogénicos a artropodes, principalmente insetos da ordem
Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera (THEILMANN et al., 2005). Muitos desses sao
considerados ou realmente usados como agentes de controle biolégico de insetos
praga, como € o exemplo do Baculovirus Anticarsia (AgMNPV) (MOSCARDI, 1999).

AgMNPV foi detectado pela primeira vez no inicio da década de 1970 e
isolado de lagartas mortas de A. gemmatalis, coletadas em soja no municipio de
Campinas, SP (ALLEN; KNELL, 1977), e posteriormente detectado em varias outras
regides do Brasil (CARNER; TURNIPSEED, 1977; CORSO et al.,, 1977). Os
primeiros ensaios em campo ja demonstraram que esse virus era eficiente para uso
como inseticida microbiano contra a lagarta-da-soja (CARNER; TURNIPSEED 1977,
MOSCARDI et al., 1981). Sendo assim, 0 seu uso teve um aumento progressivo
desde a safra de 1982/83 (2.000 ha), registrando-se um crescimento significativo na
safra 1984/85 (200.000 ha), com a implementacdo de unidades regionais de
producédo no sul do pais. Na safra 1989/90, a area tratada atingiu cerca de 1.000.000
ha (MOSCARDI; SOSA-GOMES, 1992), alcancando uma extensdo de
aproximadamente 1,8 milhGes de hectares na safra 2003-2004 (MOSCARDI et al.,
2011), também sendo utilizado em outros paises, como a Argentina, Bolivia,
Colémbia, Paraguai, e Uruguai. Além disso, AQMNPV teve uso expressivo em cerca
de 150.000 ha, no Paraguai (MOSCARDI, 1999).
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O Programa de controle biologico aplicado, utilizando-se o AQMNPV, sempre
foi caracterizado pela eficiéncia no controle da praga e principalmente pela facilidade
de aplicacdo do virus pelo sojicultor que, em geral, coletava na cultura lagartas-da-
soja infectadas pelo virus e, apdés macera-las em agua realizava a pulverizacao da
suspensao, ou, em alguns casos, utilizavam o pé liofilizado (formulagbes comerciais)
(MOSCARDI, 1999). Apesar do grande sucesso desse programa, nos ultimos anos,
a area onde esse virus € aplicado vem sendo reduzida gradativamente. Isso pode
ser considerado um grande erro por parte dos sojicultores, porque o AGQMNPV para o
controle da A. gemmatalis constitui-se em um componente fundamental para ser
incorporado em programas de manejo integrado de pragas da soja (MIP-Soja),
visando a reducéo da aplicacdo de agrotéxicos com maior impacto ambiental e néo
seletivos aos inimigos naturais. Entretanto, é importante salientar que esses
patdgenos tem acéo lenta (aproximadamente sete a oito dias) e sdo muito sensiveis
a fatores climaticos, como precipitacbes que podem ocorrer apos sua aplicacao,
gerando sempre a duvida se a intensidade e a quantidade da precipitacao
pluviométrica foi o suficiente para afetar a eficiéncia do virus na folha tratada, e com
isso reduzir sua eficiéncia no controle da praga alvo.

Desta maneira o presente trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade de
diferentes intensidades pluviométricas de reduzirem ou ndo a eficiéncia desse

patdgeno no controle de A. gemmatalis .
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos econdmicos da cultura da soja

A producao mundial de soja na safra 2010/2011 foi de aproximadamente 264
milhdes de toneladas, com uma area de aproximadamente 104 milhdes de hectares
(USDA, 2011). Somente atras dos Estados Unidos, o Brasil € o seu segundo maior
produtor, sendo responsavel por 28% da producdo mundial, produzindo 75 milhdes
de toneladas em uma area de aproximadamente 24 milhdes de hectares (CONAB,
2011).

Os teores altos de oOleo (20%) e proteina (40%), somado aos niveis
adequados de produtividade de graos, nos mais diversos ambientes, fazem da soja
uma das leguminosas mais importantes de todo mundo, sendo atualmente a
principal fonte de proteina vegetal disponivel (VELLO; SILVA, 2006). De alto valor
nutricional e muito versatil, a soja da origem a produtos e subprodutos muito usados
pela agroindudstria, indastria quimica e de alimentos, e seu uso mais conhecido é
como oOleo refinado, obtido a partir do 6leo bruto (EMBRAPA SOJA, 2009). Além
disso, a soja possui diversos compostos, tais como: minerais, vitaminas e compostos
bioativos (isoflavonas, saponinas, fitatos, inibidores de proteases) que fazem dela
uma opcao alimentar saudavel e popular entre as pessoas preocupadas em
melhorar a qualidade de vida (CARRAO-PANIZZI, 2006) e também como fonte de
energia renovavel através de utilizacdo desta como biodiesel.

Dentre as pragas, a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) é uma das
principais pragas que afetam o desenvolvimento e producédo de soja. A lagarta-da-
soja € encontrada em todos os locais de cultivo, sendo o desfolhador mais comum
da soja no Brasil. O desfolhamento pode chegar a 100% e, durante a fase larval com
duracdo de 12 a 15 dias, cada lagarta pode consumir de 100 a 150 cm? de area
foliar (HOFFMANN-CAMPO, 2000).

2.2 Importancia e danos da lagarta-da-soja
A cultura da soja esta sujeita ao ataque de pragas durante todo o seu ciclo, e

0s insetos, principalmente na fase larval, representam um importante prejuizo, pois

afetam tanto a planta quanto a semente, podendo reduzir substancialmente a
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gualidade de ambas, causando perdas significativas na producdo da cultura
(ANDRADE et al., 2004).

Dentre as pragas mais importantes, a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis
Hubner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), apresenta-se como a lagarta desfolhadora
gue acarreta maiores prejuizos para a cultura (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000)
considerada uma das principais pragas da soja no hemisfério ocidental (HERZOG;
TOOD, 1980). Sua época de ocorréncia esta correlacionada a latitude onde se
encontra a lavoura tendo sido observado que os ataques mais precoces ocorrem em
latitudes mais baixas (GAZZONI et al., 1988). Inicialmente as lagartas mais novas
raspam as folhas, produzindo pequenos danos, mas a medida que crescem, ficam
mais vorazes, destruindo as folhas até hastes mais finas. Para completar seu
desenvolvimento, cada lagarta consome cerca de 100 a 150 cm? de &rea foliar
(HOFFMANN-CAMPO, 2000); desta forma, altas infestacdes desse inseto em
lavouras de soja podem comprometer a producédo em funcéo do nivel de infestacéo
e do estagio fenoldgico da cultura (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

2.3 Controle biolégico com Baculovirus

Os Baculovirus tém sido isolados de uma ampla gama de invertebrados. O
interesse em desenvolver esses patdgenos em inseticida biologico existe ha mais de
40 anos. Nessa categoria, enquadram-se 0s virus envoltos por uma capa,
denominados de Baculovirus, cuja familia € Baculoviridae (THEILMANN et al.,
2005). Esses virus sdo os mais estudados por serem mais facilmente encontrados
na natureza e devido a sua notavel capacidade de causar epizootias no campo,
contribuindo para manter o nivel populacional de insetos abaixo do nivel de dano
econdmico. Logo, sdo considerados promissores para o desenvolvimento de
produtos microbianos. Os baculovirus possuem inUmeras vantagens sobre 0s
inseticidas quimicos convencionais, possibilitando o seu uso em programas de
manejo integrado de pragas (MIP). Provavelmente a mais importante delas € sua
alta especificidade em relagdo ao hospedeiro, ndo sendo nocivo aos insetos
benéficos. Além disso, esses patdbgenos apresentam alta persisténcia no ambiente.
Outro aspecto relevante é que podem ser produzidos no proprio inseto-hospedeiro,
dispensando méo-de-obra intensiva e, portanto, sem grandes custos (CORY;

BISHOP, 1997). A seguranca dos virus entomopatogénicos ao homem e a outros
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animais vertebrados estd bem relatada na literatura. Mais de vinte espécies de
vertebrados, incluindo o homem, ja foram sistematicamente expostas a maioria
desses virus. Ndo foram detectados casos de toxicidade viral ou patogenicidade em
animais vertebrados. No Brasil, a eficiéncia de virus no controle de insetos-pragas €
uma realidade para algumas culturas como soja, milho e mandioca com o uso dos
baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopoliedrovirus (AgMNPV),
Spodoptera frugiperda nucleopoliedrovirus (SfNPV) e Erinnyis ello granulovirus
EeGV, respectivamente (RIBEIRO et al., 1998). E o controle da lagarta-da-soja pelo
AgMNPV, desenvolvido e coordenado pelo Centro Nacional de Pesquisas da Soja/
Embrapa, em Londrina PR, iniciado na década de 1980, foi o maior programa
mundial de uso de virus de insetos, onde os resultados desse trabalho promoveram
a reducdo de 70% dos custos de controle, quando comparado ao uso de
agrotoxicos, aléem das vantagens ecolOgicas atribuidas a alta especificidade do
produto e inocuidade ao ambiente. Para cada 1 milhdo de hectares tratados com o
virus, cerca de 1,6 milh&o de litros de inseticidas ndo eram aplicados anualmente, e
consequentemente, houve uma economia de milhdes de dolares (RIBEIRO et al.,
1998; MOSCARDI, 1999). Estimulados por esse sucesso, outros virus com potencial
de uso foram isolados de pragas importantes de culturas como a cana-de-agucar,
algodao, trigo, arroz, frutiferas, hortalicas, pastagens e florestais (RIBEIRO et al.,
1998).

2.4 Baculovirus: Caracteristicas gerais

Os baculovirus estdo subdivididos em dois géneros: Nucleopolyhedrovirus
(NPV) e Granulovirus (GV) devido ao tamanho, morfologia e formacé&o protéica dos
seus corpos de oclusdo. As proteinas de oclusao, principalmente a poliedrina para
os NPV e granulina para GV, correspondem cerca de 95% do conteddo protéico das
particulas OB, variando de 25-33 Quilo Dalton (kDa) (THEILMANN et al., 2005).

Nos Nucleopolyhedrovirus, os corpos de oclusdo possuem formato poliédrico
e podem medir de 0,15 a 15 pum (ROHRMANN, 1999). Essas particulas OB séao
comumente chamadas de poliedros e podem conter virions com um Unico
nucleocapsideo (single — SNPV) ou com dois ou mais nucleocapsideos por

envelope, sendo do tipo maltiplo (multiple — MNPV). O envelopamento e montagem
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dos nucleocapsideos ocorrem no nudcleo das células hospedeiras (THEILMANN et
al., 2005).

Nos Granulovirus, os corpos de oclusdo sao pequenos granulos com formato
oval, variando em tamanho de 0,3 a 0,5 um, geralmente, contendo em seu interior
uma particula viral (ou, mais raramente, duas). Estas particulas sdo montadas entre
0s conteudos nuclear e citoplasméticos da célula apés a ruptura da membrana.

Trabalhos mais recentes tém mostrado que a divisdo dos baculovirus
baseada na morfologia das particulas de oclusdo néo reflete a histéria evolucionaria
dos NPV (HERNIOU et al.,, 2004; JEHLE et al.,, 2006). Estudos filogenéticos
revelaram que o género NPV da familia Baculoviridae pode ser subdividido em dois
grupos: NPV do grupo | e NPV do grupo Il. Particulas Budded virus do grupo | de
NPV contém a glicoproteina GP64 como a principal proteina do envelope, no
entanto, outra proteina de fusdo do envelope denominada proteina F (open Reading
frame — ORF id-130) é caracteristica de NPV do grupo Il (PEARSON et al., 2000;
HERNIOU et al., 2001). Subdivisbes desses grupos foram propostas com base na
analise filogenética das sequencias dos aminoacidos da poliedrina e da DNA
polimerase (ZANOTTO et al, 1993; BULACH et al., 1999; DALMOLIN et al., 2005).

HERNIOU et al. (2004) demonstraram uma clara divisdo dos dois novos
géneros. Determinaram entdo que NPV de Diptera e Hymenoptera sdo grupos
filogeneticamente separados dos grupos NPV e GV de Lepidoptera. Recentemente,
JEHLE et al. (2006), utilizando-se de uma analise filogenética comparativa entre 29
genomas de baculovirus, propuseram uma nova classificacdo e nomenclatura para a
familia Baculoviridae, que foi subdividida em quatro géneros de acordo com o tipo de
inseto hospedeiro:

1. Alfabaculovirus: compreendem os SNPV e MNPV de lepidopteros que
produzem ambos os fendtipos virais, Budded Virus (BV) e Occluded Derived

Virus (ODV).

2. Betabaculovirus: compreendem os GV de lepiddpteros que produzem ambos
os fenotipos virais, BV e ODV.

3. Gamabaculovirus: compreendem os SNPV de himendpteros que nao
possuem genes para a formacéo da particula BV, sugerindo sua auséncia.

4. Deltabaculovirus: compreendem os NPV de dipteros que produzem ambos 0s

fendtipos virais, BV e ODV.
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Em estudos com larvas de lepidopteros infectadas com NPV, observou-se
que, em geral, a infeccdo leva a uma série de mudancas comportamentais e
morfolégicas que culminam na morte da larva apos alguns dias. Ha uma reducédo na
alimentacao larval e retardo do crescimento do inseto, sendo que na maioria das
vezes nao ocorre a mudanca de instar. Além disso, o inseto perde a coloracao
original do tegumento, tornando-se mais claro. No estégio terminal da infec¢do, duas
proteinas virais, catepsina e quitinase, atuam em conjunto para facilitar a
desintegracdo da cuticula do hospedeiro (HAWTIN et al, 1997). Apés a morte, a
cuticula da larva se desintegra e rompe, liberando grandes quantidades de OB
(occlusion body) no ambiente. Estes servem de indculo para infectar novas
populacbes do inseto hospedeiro (GRANADOS; FREDERICI, 1986; VOLKMAN;
KEDDIE, 1990). Os OB séao responsaveis pela transmissédo horizontal do virus
(inseto — inseto). Devido ao fato da particula viral ODV (occluded derived virus) ser a
responsavel pela infeccao primaria de células do intestino médio da lagarta, o estudo
da quantidade e qualidade dessas particulas na formacédo dos OB, assim como da
guantidade e qualidade dos OB, sédo de fundamental importancia para a investigacao

da viruléncia do Baculovirus.

2.5 Efeitos subletais de baculovirus nos seus hospedeiros

Muitos estudos com patdogenos em populacdes de Lepidoptera focam
principalmente a mortalidade e suas causas diretas. Todavia, as doencas podem
também reduzir a capacidade reprodutiva do hospedeiro e aumentar a sua
suscetibilidade a outros agentes de mortalidade, afetando o valor adaptativo da
praga (ROTHMAN; MYERS, 1996). Os efeitos subletais ou secundéarios das
infeccBes virais devem ser considerados como relevantes na dinamica populacional
de lepiddpteros, bem como os mecanismos fisiolégicos onde interferem quando se
estd avaliando o potencial da doencga ao controle de um inseto praga. Baculovirus
podem afetar o ciclo do inseto, reduzindo sua capacidade adaptativa e,
consequentemente, diminuindo suas chances de sobrevivéncia e multiplicagdo num
determinado ambiente (ROTHMAN; MYERS, 1996; MOSCARDI, 1999). Esses
efeitos podem ocorrer devido ao desvio das reservas energéticas do hospedeiro

para suportar ou combater o patdgeno, distirbios no desenvolvimento de odcitos
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nas fémeas ou mudangas hormonais induzidas pelo patogeno (O’'REILLY; MILLER;
1989; BURAND; PARK, 1992).

2.6 Baculovirus AgMNPV

O baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV)
€ um virus de DNA circular de fita dupla e genoma com 132.239 pb, patogénico em
lepidopteros e pertencente ao género alfabaculovirus (JOHNSON; MARUNIAK,
1989; OLIVEIRA et al., 2006; JEHLE et al., 2006). O AgMNPYV foi isolado de larvas
de A. gemmatalis coletadas em Campinas/SP (ALLEN; KNELL, 1977), a partir dai,
varios isolados foram identificados e caracterizados, dentre eles destaca-se o
isolado de AgMNPV (LD-79) obtido em 1979, a partir de larvas de A. gemmatalis
infectadas no campo de cultivo de soja perto de Londrina/PR. Este isolado é
rotineiramente produzido in vivo para uso como um bioinseticida no Brasil
(MOSCARDI, 1989) e aplicados na cultura de soja, para o controle biolégico do seu
hospedeiro natural A. gemmatalis.

Geralmente, uma aplicacdo bem sucedida de baculovirus é suficiente para
manter o controle durante todo o ciclo da cultura, porque ha uma reposicdo e
redistribuicdo do virus, devido aos focos deixados pelas lagartas mortas e pela
grande gquantidade de in6culos lancados na lavoura (SECCHI, 2002).

A utilizacdo do Baculovirus AgMNPV no Brasil, jA& representou o maior
programa mundial de aplicacdo de inseticida bioldgico viral como controle de pragas.
sendo aplicado anualmente para o controle da lagarta-da-soja, em mais de um
milhdo de hectares de soja (MOSCARDI, 1999) o que proporcionava anualmente ao
pais, uma economia de 13 milhdes de reais ao ano, uma vez que eliminava a
aplicacdo de cerca de 1,5 milhdo de litros de inseticidas nas lavouras brasileiras
(MOSCARDI; SOUZA, 2002).

O uso desse virus aumentou de um milhdo de hectares em 1990, para
aproximadamente 1,5 milh6es de hectares em 1995, com seu uso aumentando a
cada safra. O pico de utilizagdo do AgMNPV ocorreu na safra 2003/2004, onde
aproximadamente dois milhdes de hectares foram tratados com o virus (MOSCARDI
et al, 2011). Entretanto, devido a mudancgas nas préticas culturais pelos sojicultores,
0 uso do AgMNPV apresentou um drastico declinio nos ultimos oito anos, para
aproximadamente 300.000 ha por ano (MOSCARDI et al., 2011).



20

O retrocesso no programa de manejo integrado de pragas (MIP Soja) nesses
ultimos anos se deve ao abandono da amostragem de pragas e de outros
procedimentos recomendados pelo programa. Isso levou a préaticas equivocadas
pelos sojicultores, como o “aproveitamento” de operagdes, tais como mistura de
inseticida de amplo espectro com herbicidas utilizados na dessecacdo e pés-
emergentes. Essas praticas sdo prejudiciais aos inimigos naturais, causando
desequilibrio no sistema de producdo, promovendo insetos/organismos outrora
secundarios na cultura como insetos de importancia econémica, a exemplo da
lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens, Spodoptera spp., acaros, mosca -
branca, dentre outros. Os sojicultores, com isso, entram num circulo vicioso, 0 que
gera mais aplicacbes. Passam a aplicar inseticidas contra essas pragas, nao sendo
possivel utilizar um produto biolégico, como o AQMNPV, que s6 controla a lagarta-
da-soja, levando a uma reducdo drastica no uso desse inseticida biologico
(MOSCARDI et al., 2011).

2.7 Fatores limitantes para o uso do Baculovirus

O sucesso de um programa de uso de baculovirus depende de uma
combinacdo de fatores, incluindo a selecdo do isolado mais virulento, momento
adequado da aplicacdo (uma vez que 0s estagios iniciais S8o 0s mais suscetiveis e
as larvas podem levar de sete a dez dias para morrerem), monitoramento
populacional frequente, tecnologia apropriada de aplicacdo, condi¢cdes climaticas,
dentre outros (MOSCARDI et al., 2011).

Dois fatores ambientais como a radiacdo da luz solar e precipitacdo
pluviométrica podem afetar significativamente a persisténcia de inseticidas
microbianos (IGNOFFO 1992). Contudo a radiacdo da luz solar é fator que mais
afeta a persisténcia do Baculovirus no campo, onde a exposicdo do virus a luz solar
do ambiente de campo ou a luz UV, prejudicam atividade viral devido a desidratacéo
e inativacdo do seu DNA (SZWECZYK et al., 2006). A atividade viral pode ser
completamente comprometida em menos de 24 horas, mas a meia vida varia de 2 a
5 dias. Radiacdo ultravioleta (UV-B) na regidao do espectro (280-310 nm) inativa
baculovirus. No entanto, (UV-A) na regidao do espectro (320-400 nm) também pode
ser critica na desativagdo do Baculovirus (IGNOFFO, 1966; BULLOCK, 1967;
JAQUES, 1968; IGNOFFO; BATZER, 1971).
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Em relacdo aos efeitos da precipitacdo pluviométrica sobre a acdo dos
baculovirus, é surpreendente que tdo pouca pesquisa tem sido realizada neste
sentido (IGNOFFO et al., 1997). Estes autores pesquisaram o efeito de precipitacao
pluviométrica sobre acdo do Baculovirus heliothis na cultura da soja, utilizando
chuva simulada de 12,5 mm em 30 segundos, e concluiram que menos de 6% da
atividade do baculovirus foi prejudicado com a simulacdo da precipitacdo
pluviométrica.

Experimentos de laboratério mostraram que quando o granulovirus de Pieris
brassicae, na sua formulacéo bruta ou parcialmente purificada foram aplicadas nas
folnas de repolho, os materiais ndo foram significativamente removidos pela
exposi¢cdo por cinco horas de chuva simulada, ou por lavagem com detergente
(DAVID; GARDINER, 1966). No entanto YOUNG (1990), relatou que virus (corpos
de inclusdo) de cadaveres de A. gemmatalis e C. includens, foram dispersados e
lavados das folhas de soja apdés serem submetidas a 62,5 mm de irrigacdo por

aspersao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Semeadura e tratos culturais da soja

Utilizou-se sementes de soja variedade BRS 284, semeadas em 36 vasos de
plastico (volume = 3,0L), medindo 21 cm de didmetro e 17 cm de altura. A adubacgéo
da cultura ocorreu de acordo com o resultado da andlise de solo, seguindo as
recomendacdes da cultura (RAIJ et al., 1999). Posteriormente, esses vasos foram
acondicionados em casa-de-vegetacdo, onde a irrigacdo por gotejamento foi
realizada de forma continua, para manter a umidade do solo. O desbaste foi
realizado no estagio V1 da cultura (escala fenolégica de FEHR et al., 1971), aos oito

dias ap0s a emergéncia das plantas, mantendo-se quatro plantas/vaso.

3.2 Criacao da Lagarta-da-soja

Os espécimes utilizados no experimento foram provenientes de pupas
oriundas da criacdo de insetos do laboratério da Embrapa Soja. Esses insetos sao
criados a sucessivas geracdes em condicdes controladas de temperatura (25 + 2°C),
umidade relativa (60 £ 10%) e fotofase de 14h.

Para a obtencao de adultos, as pupas de lagarta-da-soja foram mantidas sob
as mesmas condi¢des controladas descritas acima, colocadas em placas de Petri no
interior de gaiola telada de 50 x 50 cm revestida com folhas de papel sulfite (para os
adultos ovipositarem). Apds a emergéncia, as mariposas foram alimentadas com
solucdo nutritiva composta de cerveja (200ml) e solucdo vitaminica (300ml),
embebida em um chumaco de algodédo colocado sobre uma placa de Petri, dentro
da gaiola.

As coletas de posturas de A. gemmatalis foram realizadas, removendo-se 0s
ovos da superficie do papel sulfite. As folhas de papel foram retiradas e cortadas em
tras (2,0 x 3,0 cm de largura e comprimento, respectivamente), sendo
posteriormente colocadas em copos plasticos de 300,0 mL, e fechados com tampa
plastica. Os copos foram transferidos para uma camara climatizada a temperatura de
25 + 2°C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 14 horas. Imediatamente apés

a eclosdo das lagartas (dois a trés dias), as mesmas desenvolveram-se em dieta
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artificial (GREENE, 1976; HOFFMANN-CAMPO, 1985), até atingirem o terceiro

instar, quando ent&o foram destinadas ao estudo do experimento.

3.3 Preparo da dieta artificial

A dieta artificial foi elaborada com a seguinte composic¢ao (Quadro 1)

Quadro 1: Composicéo da dieta artificial para alimentacéo de lagartas de Anticarsia

gemmatalis, utilizada no experimento (g/1.000g de dieta).

Ingredientes Controle
Feijao 62,5
Germe de trigo 50,0
Proteina de soja 25,0
Caseina 25,0
Levedo de cerveja 31,2
Agar — Agar 20,0
Acido ascorbico 3,0
Acido sérbico 1,5
Nipagin 2,5
Antibidtico 0,125
Solucéo vitaminica 7,5
Formol 40% 3,0

Estes ingredientes foram processados e misturados com agua destilada,
nesta ordem. Com o auxilio de um liquidificador. Em seguida a mistura foi ao fogo
em um fogado industrial por 50 minutos em agitacdo. O acido ascorbico, acido
sérbico, nipagin antibiotico,solucéo vitaminica e o formol foram adicionados ap6s o
resfriamento da mistura e agitada até formar uma pasta homogénea, a qual foi
transferida para copos platicos de 50 ml, na quantidade de 15 ml de dieta por copo.
Em seguida os copos foram colocados sob luz ultravioleta por 40 minutos para

desinfeccéo e conservada a temperatura de 4°C.
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3.4 Modos de preparacgéo do virus

Baculovirus liofilizado: foi utilizado um produto comercial (Coopervirus®) com
a composicao de 73% de caulinita e 26,4% de matéria organica. A concentragdo do
baculovirus foi de 7,0 x 10° corpos de poliedros de inclus&o (cpi)/g do produto.

Baculovirus macerado: foi obtido com o esmagamento de lagartas
contaminadas com virus. As lagartas de terceiro instar foram alimentadas com dieta
artificial contendo o AgMNPV, onde apos sete dias do inicio da alimentacdo as
lagartas morreram devido a infeccdo provocada pelo virus. Imediatamente apés a
morte, as lagartas foram maceradas, e posteriormente coadas e centrifugadas a
10.000 rpm por 15 min, obtendo-se uma suspens&o na concentragéo de 3,0 x 10°
cpi/mL de solucéo.

3.5 Concentracédo de Baculovirus utilizada

Para os bioensaios padronizou-se a concentracdo de 2,0 x 10* cpi/ha, a qual
€ a concentracao recomendada para o AQMNPV. Como as concentracfes dos virus
foram de 7,0 x 10° para o liofilizado e 3,0 x 10° para o macerado, padronizou-se as
doses de 0,199 e 0,44mL de inseticida biolégico/L de agua para o liofilizado e
macerado respectivamente. O volume de calda utilizado foi de um litro, aplicado em

uma area de 66,67 m?, o que corresponde a 150,0 L de volume de calda /ha.
3.6 Aplicacédo do baculovirus

O baculovirus AQMNPV foi aplicado em plantas de soja estagio V5 (FEHR et
al., 1971), com auxilio de um pulverizador costal propulsionado a ar comprimido
(CO,), com vazdo de 150 L/ha e presséo de 50 libras pol adaptado com uma barra

composta por quatro bicos tipo cone JD 14-1, espacados de 0,5 metros.
3.7 Simulagdes de precipitagao
A simulacdo da precipitacdo pluviométrica foi realizada em casa-de

vegetacao, por meio de sistema de irrigagdo por aspersao. Os volumes de chuva

utilizados no estudo foram de 10mm (20min), 20mm (40min) e 30mm (60min).
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3.8 Bioensaios

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial fatorial 4 (intensidades de precipitacdo pluviométrica; 0 mm, 10
mm, 20 mm e 30 mm) x 2 (formulacdes de virus; macerado e liofilizado), e uma
testemunha com 4 repeticdes, totalizando 36 unidades experimentais (vasos).

Apo6s a aplicacdo do AQMNPV sobre a area foliar da soja, aguardou-se 30min
para as plantas secarem, sendo que posteriormente foram submetidas as
precipitacdes pluviométricas. Em sequéncia a chuva artificial, aguardou-se
novamente por 30 min, para a evaporacao da agua superficial das folhas. Apdés isso,
foram retirados dois trifélios do terco superior das plantas e fornecidas para as 30
lagartas de A. gemmatalis de 3 instar. Este procedimento foi realizado logo apés a
aplicacdo e aos 3, 6 e 9 dias, posteriormente as lagartas foram acondicionadas em
caixas de acrilico tipo gerbox, totalizando 36 caixas.

As lagartas se alimentaram das folhas de soja por um periodo de 48 h, em
condi¢des controladas de laboratério (UR 70 + 10%, 25 + 2°C e fotofase de 14 h).
Apos este periodo os espécimes foram transferidos para copos plasticos (volume de
50,0 mL), onde se alimentaram com dieta artificial (GREENE, 1976; HOFFMANN-
CAMPO, 1985), trocada a cada trés dias. Dentro de cada copo foram colocadas trés
lagartas, com 10 copos/unidade experimental. As avaliacbes de mortalidade
ocorreram diariamente até a morte da praga ou emergéncia do adulto. Este
procedimento, visando avaliar o efeito residual do AQMNPV, foi realizado aos trés,
seis e nove dias apoés a aplicacdo do virus.

Os resultados obtidos foram submetidos as analises exploratdrias para avaliar
as pressuposicdes de normalidade dos residuos, homogeneidade de variancia dos
tratamentos e aditividade do modelo, para permitir a aplicacdo da ANOVA (BURR &
FOSTER, 1972; SHAPIRO & WILKS, 1965). Quando necessario, os dados foram

transformados em VX e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro (SAS INSTITUTE, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseando-se nos resultados obtidos nesse estudo, verificou-se que de forma
geral, o Baculovirus ndo perdeu eficiéncia quando as plantas foram molhadas nas
diferentes precipitagdes. Entretanto, o resultado foi diferente quanto ao Baculovirus
na sua forma marecada e liofilizada para o efeito residual do virus ao longo do
tempo.

Quando a avaliacdo foi realizada no mesmo dia da aplicacdo do baculovirus
Anticarsia, a precipitacdo simulada nao afetou o desempenho do baculovirus,
obtendo-se controle populacional de A. gemmatalis em ambas as formas de

aplicacdo do produto (macerado ou liofilizado) (Tabela 1).



Tabela 1. Numero de lagartas mortas (média = EP) e mortalidade (%) de Anticarsia gemmatalis por Baculovirus Anticarsia

(AgMNPV) macerado e liofilizado, apds diferentes niveis de precipitacfes pluviométricas (n=32), diferentes dias da aplicacdo do

virus.

Precipitacéo

Mesmo dia da aplicacdo do virus

3 dias ap6s aplicacdo do virus

6 dias ap6s aplicagdo do virus

9 dias ap6s aplicagdo do virus

(mm) Macerado Liofilizado Macerado Liofilizado Macerado Liofilizado Macerado Liofilizado

0 29,50+ 0,29aA 26,75+0,75aA 28,75+0,48aA 2525+1,60aA 28,00+0,41aA 2250+1,32aB 27,50+ 0,50aA 14,25+1,11 aB
(98,33%) (89,17%) (95,83%) (84,17%) (93,33%) (75,00%) (91,67%) (47,50%)

10 29,75+0,25aA 25,00+1,78aB 29,00 +0,41aA 24,75+165aA 27,50+0,65aA 14,00+ 0,41 bB 20,75+ 0,48 bA 12,75+ 2,05 aB
(99,17%) (83,33%) (96,67%) (82,50%) (91,67%) (46,67%) (69,17%) (42,50%)

20 2725+1,11aA 2750+0,29aA 28,75+0,63aA 2250+1,04aB 2850+0,65aA 12,00+0,81bB 16,75+ 1,93bA 11,50+ 0,65 aB
(90,83%) (91,67%) (95,83%) (75,00%) (95,00%) (40,00%) (55,83%) (38,33%)

30 27,25+1,32aA 2750+0,87aA 27,75+0,25aA 23,00+1,23aB 27,25+0,75aA 13,00+ 1,29 bB 21,75+ 1,75bA 10,25+ 0,63 aB
(90,83) (91,67%) (92,50%) (76,67%) (90,83%) (43,33%) (72,50%) (34,17%)

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas , e maiusculas nas linhas em cada dia apds a aplicacdo do virus, ndo diferem pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.
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Alguns estudos demonstram que uma precipitacdo de 20 mm por 10 min foi
suficiente para reduzir expressivamente o numero de poliedros da éarea foliar
aplicada, assim como, a eficAcia do produto (JANKEVICA et al., 1998).
Similarmente, Tamez-Guerra et al. (2000) verificaram que a aplicacdo de
Baculovirus, sem aditivos resistentes a chuva, tem impacto inexpressivo sobre a
populacdo de Trichoplusia ni apds uma simulacdo de precipitacdo de 50 mm durante
50 min.

Outros estudos abrangendo uma ampla variagcdo na intensidade de
precipitagao (12,5 mm em 0,5 min e 121 mm em 30 min) ndo demonstraram perda
na eficacia de Baculovirus Heliothis (TUAN et al., 1989; IGNOFFO et al., 1997),
assemelhando-se assim, aos resultados do presente trabalho. Desse modo, embora
os resultados aqui obtidos sejam consistentes (Tabela 1), deve-se salientar que tais
generalizacdes do efeito da precipitacdo sobe a acdo do Baculovirus devem ser
tomadas com precaucao, devido a diversa variabilidade de resultados nos diferentes
trabalhos. Assim, para uma adequada indicacdo em condi¢cbes de campo, sugere-se
gue deva ser considerado o taxon estudado, produto aplicado (macerado ou
liofilizado), formulacdo do produto (com ou sem aditivos de resisténcia a chuva) e
intensidade de precipitacdo (mm/h) utilizada na pesquisa.

Quando se faz uma analogia com produtos agrotdxicos, acredita-se que o
Baculovirus pode ter vantagens em relacdo ao curto espaco de tempo que precisa
para que a chuva nao “lave” o produto. Alguns estudos demonstram que pouco
tempo de chuva pode ser suficiente para reduzir expressivamente a eficacia de
agrotoxicos aplicados sobre a area foliar, mesmo considerando o intervalo de uma
hora apés a aplicacdo (IPOR; PRICE, 1992; THACKER; YOUNG, 1999).
Similarmente a esses autores, recentemente FORTUNATO et al. (2011), verificaram
gue a simulacdo de precipitacdo (intensidade de 30 mm/h) apds a aplicacdo de
flonicamid (Turbine® 500 WG) interferiu negativamente na eficacia do produto para o
controle de Aphis gossypii. Desse modo, os resultados apresentados permitem
sugerir que, independente da forma de producdo (macerado ou liofilizado), o
Baculovirus Anticarsia tende a apresentar uma maior eficiéncia a chuva,
comparativamente aos agrotoxicos utilizados no combate as pragas.

Comparando as duas formas de preparo do Baculovirus ou seja 0 macerado e

o liofilizado, o Baculovirus na forma macerada apresentarem melhor desempenho



29

comparativamente ao virus liofilizado, com manutencdo da mortalidade da lagarta
acima de 90% até o sexto dia apds aplicacdo. Foi verificada queda na mortalidade
de A. gemmatalis apenas aos nove dias apés a aplicacdo do Baculovirus Anticarsia
(Tabela 1). Silva e Moscardi (2002) verificaram que o desempenho da forma de
preparagcdo macerada foi superior a todas as formulag8es liofilizadas testadas, o que
foi confirmado no presente estudo. Dentre as possiveis razbes para esta diferenca,
existem duas que merecem destaque: 1) as caracteristicas fisicas da hemolinfa, que
apresentam um aspecto de pegajosidade, podem funcionar como uma cola,
aumentando a aderéncia sobre a superficie foliar e, 2) as caracteristicas dos
compostos quimicos da hemolinfa podem proporcionar maior protecéo aos raios UV
(CHERRY et al., 2000), que é o fator climatico com maior poder de desativacao de
Baculovirus (SHAPIRO et al., 2002). Por tais razdes, recomenda-se que a aplicacao
de lagarta macerada é a mais apropriada para obter melhores resultados no controle
da lagarta-da-soja, porém, caso o produtor tenha preferéncia por adotar formulagdes
comerciais (liofilizadas), € indicado que utilize adjuvantes para aumentar a aderéncia
do produto sobre as folhas da cultura.

Outros experimentos mostram que o uso do granulovirus de Pieris brassicae,
em sua formulacédo bruta ou parcialmente purificada, aplicado nas folhas de repolho,
apresenta elevada resisténcia de lavagem pela chuva, mesmo em condi¢bes de
cinco horas de exposicdo a chuva simulada, assim como, lavagem por detergente
(DAVID; GARNIER, 1966). Esses resultados ratificam os resultados aqui
apresentados, indicando que o baculovirus apresenta uma grande resisténcia a
lavagem pela chuva, o que demonstra que este método de controle apresenta
destacada importancia e eficacia na regulacdo populacional da lagarta-da-soja,
apresentando uma boa capacidade de resisténcia a chuva, principalmente quando

comparado aos inseticidas convencionais.
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5 CONCLUSOES

A precipitagdo pluviométrica até 30 mm, em 60 min, ndo interfere na eficiéncia
do Baculovirus AgMNPV, para lagartas que se alimentarem no mesmo dia da
aplicacdo, porém o efeito residual € reduzido ao longo do tempo, principalmente

para a forma de preparagdo liofilizada.
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