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Controle Bioldgico da Lagarta do Cartucho,
Spodoptera frugiperda, com Baculovirus

Introducéao

O milho é considerado o terceiro produto agricola do mundo, sendo que a area
cultivada com milho no Brasil esta em torno de 12 milh8es de hectares. Apesar
da cultura possuir um alto potencial de produtividade, esta é diretamente
afetada pelo ataque de insetos desde o plantio até a sua utilizacdo, seja para
alimentacdo humana ou animal. O principal método de controle utilizado em
todo o mundo se baseia na utilizagao de inseticidas quimicos, estimado entre
US$ 500 e US$ 600 milhdes (CRUZ et al., 1996).

Dentre o complexo de insetos que atacam a cultura, a lagarta do cartucho,
Spodoptera frugiperda, demanda um alto investimento para o seu controle,
sendo a principal praga da cultura do milho no Brasil. As larvas mais novas
consomem tecidos de folha de um lado, deixando a epiderme oposta intacta.
Depois de segundo ou terceiro instar, as larvas comecam a fazer buracos nas
folhas, se alimentado em seguida do cartucho das plantas de milho, produzindo
uma caracteristica fileira de perfuracdes nas folhas. A densidade de larvas no
cartucho é reduzida devido ao comportamento canibal deste inseto. Seu ciclo
de vida é completado em 30 dias em condi¢fes de laboratério e, 0 nimero de
ovos pode variar de 100 a 200 por postura/fémea (Fig. 1A), sendo que um total
de 1.500 a 2.000 ovos pode ser colocado por uma Unica fémea. A lagarta pode
atingir mais de 2,5cm de comprimento (Fig. 1B) e a fase de pupa ocorre no solo
(Fig. 1C).

A reducédo na producao de graos é variavel, podendo chegar a 73% em
situacBes de ataque intenso (HRUSKA; GOULD, 1997). O controle deste inseto
no campo tem sido realizado essencialmente com inseticidas quimicos,
excepcionalmente séo realizadas de 10 a 14 aplicacdes na cultura do milho no
Brasil (Valicente, observacgéo pessoal). Em face de situacdes como esta, o
controle bioldgico com entomopatégenos vem se tornando uma alternativa
viavel no que se refere a contaminagdo ambiental.
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Figura 1 — Fases do ciclo de vida da lagarta do cartucho do milho: (A) Massa de ovos de Spodoptera
frugiperda podendo-se observar a emergéncia de lagartas; (B) lagarta; (C) pupa e (D) danos causados

em planta de milho.

O controle biolégico pode ser definido como
sendo o uso de parasitéides, predadores e
patdgenos no controle de insetos. A utilizacdo de
entomopatégenos, como o baculovirus, pode
controlar eficientemente este inseto a campo se
usados de forma adequada. Algumas das
caracteristicas que os tornam desejaveis para
sua utilizacdo sdo a sua especificidade,
compatibilidade com outros inimigos naturais e
seguranca aos humanos (ENTWISTLE; EVANS,
1985). Adicionalmente, a utilizacdo desses
bioinseticidas ndo polui rios, hascentes, ndo
possui efeito téxico sobre aplicadores e pode
agregar valor ao produto final.

Baculovirus

Os baculovirus sdo o0 grupo mais comum e mais
estudado dentre os grupos de virus patogénicos

a insetos. Isto se deve ao fato de que séo os
virus com o maior potencial de serem usados
como agentes de controle biol6égico de pragas,
sendo conhecidos mais de 20 grupos de virus
patogénicos a insetos (MARTIGNONI; IWAI,
1986).

Os baculovirus pertencem a familia
Baculoviridae. Essa familia € composta de virus
com uma simples fita dupla circular de DNA, que
infectam um grande numero de artrépodes e
contém os géneros: nucleopoliedrovirus (NPV) e
granulovirus (GV). Todos os baculovirus tém
uma mesma estrutura basica: um capsideo
coberto de forma arredondada. O
nucleocapsideo é um “core” cilindrico de DNA e
proteina. Dentro do nucleocapsideo, a fita dupla
de DNA associa-se heterogeneamente com uma
proteina basica e forma um “core” cilindrico. A
forma como os nucleocapsideos sao
organizados dentro de cada envelope protéico
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gera dois grupos morfologicamente distintos
dentro do género NPV: os “Virus de Simples
Nucleocapsideo” - SNPV, onde apenas um
capsideo é encontrado por envelope e aqueles
chamados de “Virus de Multiplos
Nucleocapsideos” - MNPV, no qual varios
nucleocapsideos sédo encontrados em um
envelope comum (Fig. 2A e 2B). No caso dos
GVs, estes possuem apenas um capsideo por
envelope e as oclusdes virais sdo na forma de
granulo, contendo um e raramente dois ou mais
virions por granulo (Fig. 2C) (HUNTER-FUJITA et
al., 1998). A ocluséo das particulas virais em
matriz protéica é uma caracteristica
extremamente importante, pois é o que garante
protecao e possibilita a transmisséo horizontal
do virus, ou seja, de um inseto para outro

(BLISSARD; ROHRMANN, 1990). As oclusdes
virais, portanto, sdo estruturas de resisténcia
permitindo que os virus mantenham a
infectividade mesmo fora do hospedeiro
(HUNTER-FUJITA et al., 1998). Além disso, o
gque permite a obtencéo de formulagbes de
bioinseticidas que podem ser armazenados até
serem utilizados para o controle de pragas no
campo.

Essa divisdo da familia Baculoviridae segue a
classificacdo do Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTVdB, 2006) e esta
representada esquematicamente na Fig. 3. As
figs. 2D e 2E ilustram tecidos de S. frugiperda
infectadas experimentalmente por um
nucleopoliedrovirus.
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Figura 2 - Micrografia eletrbnica de tecido de lagartas do cartucho, S. frugiperda, infectadas
experimentalmente. (A) e (B): infeccdo por um isolado de nucleopoliedrovirus (MVPN), podendo-se
observar os poliedros, 0s virions e a matriz protéica de poliedrina. Notar que varios nucleocapsideos estdo
envoltos por uma membrana comum; (C): granulovirus (VG), onde se € observado apenas um capsideo por
envelope protéico; (D) e (E): tecidos infectados por nucleopoliedrovirus, podendo-se observar células

contendo em seus nucleos virions e poliedros (Fotos: E.W. Kitajima).



Controle biolégico da lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda, com Baculorivus

Familia

Geénero
.:-""F'--.-H-'-F-
Virus de Multiplo
Nucleocapsideos
(MNPV)

e

Nuclwpoliedfgvirus (NPV)

Virus de Simples
Nucleocapsideo

Baculoviridae

- -

Granulovirus (GV)

-

(SNPV)

Figura 3—Representacao esquematica da classificacao dos baculovirus (adaptado de ALMEIDA, 2005).

Adivisdo dos NPV em MNPV e SNPV séo apenas para a visualizacdo da morfologia das oclusdes virais.

Infeccdo e modo de acédo dos
baculovirus

Os baculovirus possuem dois tipos de
“progénies” infecciosas: uma forma oclusa do
virus responsavel pela transmisséo de inseto
para inseto, e outra chamada de forma néo
oclusa é responsavel pela transmissao de célula
para célula, em um mesmo individuo
(GRANADOS; FEDERICI, 1986). A rota principal
de infec¢éo dos baculovirus é via ingestao dos
poliedros e a penetracéo dos virus através das
células epiteliais do intestino médio dos insetos.
Com a ingestéo dos poliedros pelos insetos, a
matriz protéica é dissolvida no intestino médio
devido ao pH ser fortemente alcalino (8-11). Com
a dissolucao da matriz protéica, ha a liberagéo
dos virions no lumen digestivo e as particulas
infectivas penetram nas células epiteliais do
intestino médio, mediada por receptores
especificos. Os nucleocapsideos sao

transportados ao nucleo, liberando o seu DNA,
iniciando o processo de replicagéo viral. A
replicacao do virus produz a forma nao oclusa
do virus que passa a infectar os demais tecidos.
A forma oclusa somente é produzida nos
estagios finais da infeccao viral onde os virions
sdo “envelopados” e produzidos os poliedros.
Nos estagios finais ocorre a ruptura das células
e a liberacdo dos poliedros. E onde acontece a
morte do inseto seguido da liquefacéo dos
tecidos (FEDERICI, 1997, 1999). Os sintomas
tipicos da infeccao vao desde mudancas
comportamentais a morfoldgicas e que levam a
morte do inseto apoés alguns dias. Pode ser
observada reducéo na alimentagéo e diminuicdo
do crescimento, descoloragdo do tegumento e
ao morrer, rompimento do tegumento do inseto,
0 que vem a liberar os poliedros no ambiente,
possibilitando novos ciclos de infeccdo
(FEDERICI, 1997, 1999). Uma visdo simplificada
do ciclo de infec¢do é mostrada na fig. 4.
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Figura 4 — Infeccdo de um inseto hospedeiro por baculovirus (adaptado de SZEWCZYK et al.,

2006)

Baculovirus spodoptera para o
controle da lagarta do cartucho

Os trabalhos com o baculovirus para o controle
da lagarta do cartucho na Embrapa Milho e
Sorgo iniciaram em 1984. Foi realizado um
levantamento dos principais inimigos naturais
deste praga em diversas regides produtoras de
milho do estado de Minas Gerais, incluindo o Sul
de Minas, Vale do Rio Doce e Alto Paranaiba.
Durante o levantamento, entre 1984 e 1989,
foram coletadas mais de 14.000 lagartas, onde
foram encontrados diversos parasitéides das
ordens Diptera e Hymenoptera, incluindo varias
lagartas mortas por virus (VALICENTE, 1989).
Este levantamento se estendeu até o estado do
Parand, onde foi detectado um alto indice de
lagartas parasitadas e mortas por virus
(VALICENTE; BARRETO, 1999). Atualmente o
banco de baculovirus conta com 22 isolados

amostrados em diversas regifes do Brasil. Estes
isolados foram estudados, caracterizados e sua
eficiéncia avaliada em relacdo a lagarta do
cartucho (BARRETO et al., 2005). Dentre os
isolados mais estudados e eficientes no controle
desta praga, o isolado 19 ja teve seu genoma
totalmente seqlienciado (WOLFF et al., 2008).
Este sequienciamento € muito importante para
gue se saiba a estrutura, seqiiéncia e funcéo de
cada gene.

A linha de pesquisa atual esté voltada para o
desenvolvimento de um sistema de producéo
gue possibilite a obtencdo de um bioinseticida a
base do baculovirus que infecta a lagarta do
cartucho, o virus da poliedrose nuclear de
Spodoptera frugiperda (STIMNPV), ou Baculovirus
spodoptera. Varios avancos foram obtidos
durante a evolucéo da pesquisa, mostrando a
possibilidade de producdo em larga escala deste
bioinseticida.
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Estabilidade de B. spodoptera
formulado em p6 molhavel

As condi¢bes de armazenamento poderdo afetar
a infectividade do baculovirus. Assim o tempo de
prateleira de um produto biol6gico deve ser
determinado a fim de que possa ser utilizado
com segurancga, obtendo-se a eficiéncia de
controle desejada. Foi verificada a eficiéncia do
baculovirus com a utilizacéo de dois materiais
inertes distintos: caolin e zedlita. Apés um ano
de armazenamento foi observado que ndo houve
diminuicdo da eficiéncia de controle de lagartas

de S. frugiperda, ndo havendo diferenca
significativa entre os tempos de avaliacdo ou
materiais inertes utilizados na formulacéo (Fig.
5). Observou-se, na média, maior eficiéncia na
concentracao de 4x107 poliedros/mL (89,7%) do
gue na de 4x106 poliedros/mL (98,7%).

O tipo de formulacéo utilizada é a mais simples,
sendo que aprimoramento da mesma é uma das
vertentes da pesquisa, com a adicdo de
adjuvantes e protetores contra radiacao
ultravioleta que poderao contribuir para a melhor
eficiéncia do bioinseticida no campo.
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Figura 5 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda inoculadas com B. spodoptera em pé
molhavel, formulado com dois tipos de material inerte, mantido em condicdes de armazenamento

durante um ano.
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Eficiéncia do baculovirus

Alguns isolados de baculovirus sdo muito
eficientes em controlar a lagarta do cartucho em
laboratério (BARRETO et. al., 2005) e a campo
(VALICENTE; COSTA, 1995). De um modo geral
os baculovirus podem ser aplicados usando
trator ou pulverizador costal. A pulverizacdo deve
ser realizada na parte da tarde (ap0s as 16h),
evitando-se assim uma maior incidéncia de raios
ultravioleta. Deve ser usada uma vazao
adequada (acima de 200L/ha) e espalhante
adesivo para garantir uma melhor aderéncia do
produto pulverizado e melhor cobertura das

folhas da planta de milho. Para se usar uma
vaz&o mais baixa, deve-se primeiro testar os
equipamento e garantir a sua eficiéncia na
aplicacao deste biopesticida. Em ambos os
casos recomenda-se 0 uso de bico tipo leque. A
época da primeira pulverizagdo € muito
importante, devendo-se efetuar o controle aos
primeiros sinais de folhas raspadas, que pode
ocorrer entre 0s 5 e 15 dias ap6s a emergéncia
das plantas. Nessa época ha maior
susceptibilidade das lagartas, devido ao seu
tamanho reduzido, podendo ser evitada a
sobreposicéo de estadios larvais no inicio do
cultivo da lavoura.

Tabela 1 — Mortalidade de Spodoptera frugiperda por B. spodoptera, em uma formulacao liquida,

aplicada via agua deirrigacao.

Lamina de agua Dosagem do baculovirus | Mortalidade larval® (%)
(mm) (Poliedros/mL)
3 3,0 x10™ 775a
5 3,0 x10% 79,0 a
7 2,8 x10™ 78,8 a
Testemunha (6mm) 0,0b

1 Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente (Duncan a 5% de probabilidade).

Tabela 2 — Mortalidade de Spodoptera frugiperda por B. spodoptera, em uma formulagdo po

molhavel, via agua de irrigacao.

Lamina de agua Dosagem do baculovirus | Mortalidade larval™ (%)
(mm) (Poliedros/mL)
6 2,0 x 10" 62,6 b
6 10,0 x 10 90,7 a
6 2,0x10™ 89,4 a
Testemunha (6mm) 27,1c

1 Médias seguidas pela mesma letra nao se diferem estatisticamente (Duncan a 5% de probabilidade).
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O B. spodoptera ja se mostrou eficiente no
controle da lagarta do cartucho em
experimentos de campo, utilizando agua de
irrigagéo com aspersor setorial (VALICENTE;
COSTA, 1995). Atabela 1 mostra a mortalidade
da S. frugiperda por baculovirus em uma
formulacgéao liquida aplicada a campo, usando
trés diferentes laminas de agua. O baculovirus

causou alta mortalidade larval independente da
lamina de a4gua aplicada, fato este importante
no manejo da irrigacdo, permitindo economia de
agua a ser aplicada.

Entretanto, a eficiéncia do baculovirus foi
proporcional a dose aplicada, como mostrado
na tabela 2 onde a pulverizacdo do baculovirus,
formulado em p6 molhéavel, foi realizada com

Tabela 3 - Mortalidade de Spodoptera frugiperda por B. spodoptera, em uma formulacao liquida,

aplicada via agua deirrigacao e larvas mortas por parasitoides.

Lamina de agua Dosagem do Mortalidade Parasitismo | Total de
(mm) baculovirus larval (%)" (%)* Controle
(Poliedros/mL) (%)*
3 3,0 x 10% 56,0 a 27,8 b 82,7 a
5 3,0 x 10" 58,9 a 25,9 b 84,8 a
7 2,8 x 10 53,8 a 31,7b 85,5 a
Testemunha Agua 0,0b 58,7 a 58,3 b
(6mm)

1 Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente (Duncan a 5% de probabilidade).

Tabela 4 - Mortalidade de Spodoptera frugiperda por B. spodoptera, em uma formulacédo po6
molhavel, aplicada via dgua de irrigacao e larvas mortas por parasitoides.

Lamina de 4gua Dosagem do Mortalidade Parasitismo | Total de
(mm) baculovirus larval (%)1 (%)1 Controle
(Poliedros/mL) (%)*
6 2,0 x 10" 28,7 b 53,5a 82,2 ab
6 1,0 x 10*? 43,4 a 52,2a 95,6 a
6 2,0 x 10*° 56,7 a 37,1b 93,8 a
Testemunha Agua 9,7c¢ 62,7 a 72,4 b
(6mm)

1 Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente (Duncan a 5% de probabilidade).
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uma lamina Unica de agua. Da mesma maneira,
foi observada alta mortalidade larval
evidenciando potencial de uso dessa formulacdo
para o controle da lagarta do cartucho via agua
de irrigacéo.

Atabela 3 e 4 mostra a mortalidade da lagarta
do cartucho, a mortalidade de larvas causada
pela presenca de parasitdides e a soma das
mortalidades destas larvas pulverizada com
baculovirus em uma formulagéo liquida e em pé
molhavel, respectivamente. Como pode ser
observado, a mortalidade causada por
parasitéides com o baculovirus na formulacéo
liquida variou de 25,9 a 31,7% e de 37,1 a 53,5%
guando foi utilizada a formulacdo em pé
molh&vel. A soma da mortalidade por baculovirus
e parasitéides foi superior a 80% nos
tratamentos com baculovirus nos dois tipos de
formulacao utilizadas.

Experimentos foram conduzidos no campo
utilizando o isolado 6-NR (que n&o rompe o
tegumento do inseto) e com o isolado 19-R, que
rompe o tegumento do inseto. Os resultados
obtidos em Janauba, MG, mostraram viabilidade
da utilizacao do B. spodoptera para o controle da
lagarta do cartucho (PAIVA et al., 2008).

A eficiéncia dos dois isolados formulados em pé
molh&vel foi verificada em duas diferentes
concentragdes do virus (106 e 107

poliedros/mL), sendo avaliada a mortalidade pelo
baculovirus e também o parasitismo natural, nos
anos de 2008 e 2009. Foram realizadas duas
coletas das plantas, 24 e 48 horas apos a
pulverizacdo com baculovirus, para avaliacao da
mortalidade e parasitismo. Em setembro de 2008
uma maior mortalidade por baculovirus foi
observada na concentracao de 107 poliedros/mL
para ambos os isolados testados, e nao foi
observada diferenca entre os dois isolados na
duas concentracfes. Quando considerada a
mortalidade total por baculovirus e parasitismo, o
controle da lagarta do cartucho foi superior a
90% em todos os tratamentos com baculovirus,
seja 24 ou 48 horas apos a aplicacao do
bioinseticida (Fig. 6).

No experimento realizado em julho de 2009, nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente,
além da aplicacao do bioinseticida, foi aplicado o
inseticida Lannate (1L/ha). Os resultados
mostram uma mortalidade total por virus e
parasitismo acima de 90% onde a concentracao
viral foi de 107 poliedros/mL, seja 24 ou 48 horas
apos a aplicagéo, para ambos os isolados,
sendo que menor mortalidade foi observada na
menor concentragdo (106) do baculovirus. A
maior mortalidade foi verificada no tratamento
com inseticida Lannate, no entanto nao foi
observada a presenca de lagartas parasitadas

(Fig. 7).
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Mortalidade (%)

Mortalidade (%)

= Mortalidade por baculovirus
B Mortalidade por parasitismo

24h

48h

1x106  1x107  1x10® 1x107 {,;‘»P" @“P
N &
Isolado-6 Isolado-19 &  «&
Isolados/Concentragdes

Figura 7 — Mortalidade da lagarta do cartucho por baculovirus e parasitismo 24 e 48 horas apés a aplicacédo
em plantas de milho, pulverizadas com duas concentracdes de dois isolados de B. spodoptera. Municipio
de Janauba, MG, junho de 2009.
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Consideracoes finais

De um modo geral o biopesticida a base de
baculovirus tem apresentado um controle
satisfatério da lagarta do cartucho a campo,
desde que aplicado de acordo com as
especificagbes do produto. Para se ter sucesso,
deve-se:

1) O bioinseticida deve ser armazenado em local
fresco e seco, sem luz, para uma melhor
conservacéo da qualidade do produto.

2) A primeira pulverizacao deve ser realizada
assim que forem observados os primeiros sinais
de folhas raspadas, que pode ocorrer entre 0s 5
e 15 dias apds a germinacao.

3) Faca o monitoramento correto, pois a 12
aplicacdo é fundamental, quanto menor estiver a
lagarta, maiores serdo as chances de controle.

4) As pulverizacBGes devem ser executadas apoés
as 16 h, devido a menor incidéncia de raios
ultravioletas

5) Avazéao pode ser adequada de acordo com a
tecnologia do produtor, entretanto, certifique
houve uma deposi¢do adequada do baculovirus
na folhagem, principalmente na regido do
cartucho da planta de milho.

6) Deve—se usar espalhante adesivo, pois este
melhora a distribuig&do e a aderéncia do produto
na planta.
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