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Baculovirus da lagarta-da-soja (AgIMNPV) - producao
comercial em laboratério e formulacéao

O objetivo desta atividade foi desenvolver métodos para a producéao
comercial do AgMNPV, considerando que a producdo em campo,
realizada até 2003, era muito varidvel, decorrente da maior ou menor
abundéancia da lagarta-da-soja e de sua mortalidade natural em funcao de
fatores bidticos e abiéticos. Também havia a necessidade de modificar
a formulacao do inseticida biolégico para uma melhor eficiéncia em
campo, uma vez que aquela produzida pelas empresas até 2004 estava
aguém de padroes fisico-quimicos (granulometria, suspensibilidade,
molhabilidade, etc.). Assim, foram obtidos avancos quanto a producao
comercial do AgMNPV em laboratério, usando insetos criados em

dieta artificial e em condicbes controladas, permitindo um produto de
custo competitivo com o custo dos inseticidas empregados contra o
inseto na cultura da soja e a implementacao de um “laboratério-piloto”
de producdo do AgMNPV em uma das empresas privadas (Coodetec)
conveniadas com a Embrapa Soja. Essa iniciativa foi bem sucedida,
levando a Coodetec a implantar o maior laboratério mundial de producao
de um virus entomopatogénico para o controle de um inseto. Por razdes
diversas, incluindo a queda na demanda pelo inseticida biolégico, os
baixos retornos econdmicos e a necessidade de investir em outras
atividades, a Coodetec encerrou as atividades de producdao do AgMNPV.
No entanto, um “laboratério-piloto” para a producao do inseticida
biolégico foi construido na Embrapa Soja, Londrina, PR, com o objetivo
de treinar técnicos de empresas privadas interessadas na producao do
AgMNPV. Isso porque a técnica de producdo desenvolvida é viavel e
podera ser adotada por empresas privadas, assim que a demanda pelo
inseticida biolégico aumentar novamente.



Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2006 45

Houve, também, melhoria da formulacdo do AgMNPV com a micronizacao
da formulacéo final do produto, resultando em granulometria inferior a 10
micrometros, além da adicdo de agente dispersante a base de lignina. Com
isso, a formulacdo nao mais entope bicos de pulverizacdo, como ocorria
com a formulacao anterior (principalmente com volume de calda inferior

a 80 L/ha), além do fato da nova formulacéo ter 6tima suspensibilidade
em agua (cerca de 98 %). Verificou-se, ainda, que o uso de protetores

na formulagao, para proteger o virus contra a desativacao pela radiacao
solar em campo, resultou em avancos importantes. Os resultados mais
expressivos foram obtidos com alguns “branqueadores 6pticos” do

grupo dos acidos stilbenes (utilizados em detergentes, sabdes em po,
tintas, etc). No entanto, esses produtos ainda ndo foram incorporados na
formulacéo do inseticida biolégico por terem custo relativamente elevado.
Mas sdo substancias com alto potencial para uso na formulacéao, pois,
além de prolongar a meia-vida do AgMNPV em campo, tém a importante
caracteristica de potencializar a atividade do virus e reduzir o tempo de
mortalidade de lagartas de A. gemmatalis, conforme dados anteriores e os
obtidos com o projeto atual. Os testes iniciais (2004) com lignina e outras
substancias para proteger o virus contra a desativacao solar, tanto em
laboratério como em casa-de-vegetacdo, nao foram muito promissores,
pois ndo propiciaram a mesma protecdo ao virus em relacao a alguns dos
stilbenes. Contudo, novas formulacdes testadas apresentaram resultados
melhores, oferecendo boa protecado ao virus até os quatro dias da aplicacao,
mas declinando drasticamente a partir dai, indicando a necessidade do teste
de outras substancias protetoras na formulacao.

Avaliacao, a campo, de substancias que potencializam
o AgMINPV

Foram instalados experimentos a campo com o branqueador 6ptico Tinopal
DMS 1 %, nas safras 2004/2005 e 2005/2006, visando a avaliar a
potencializacdao do AgMNPV. Conseguiu-se verificar tendéncia de maior
reducdo da populacado de lagartas quando utilizou-se o Tinopal DMS 1

% + Baculovirus, referente ao virus isoladamente, sobretudo pela alta
mortalidade de lagartas de A. gemmatalis por agentes naturais de controle
biolégico, como o fungo Nomuraea rileyi, levando a uma reducéao geral de
lagartas na area experimental, inclusive na testemunha. Acredita-se que

o papel de branqueadores 6pticos, como o Tinopal DMS, deva ser melhor
explorado em futuros experimentos, mas em aplicacOes antecipadas,
quando a acao do fungo M. rileyi ainda nao é evidente.
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Mecanismos de resisténcia de A. gemmatalis ao VPNAg
e a bactéria Bacillus thuringiensis

Mecanismos de resisténcia ao VPNAg

Foram realizados experimentos para verificar a existéncia de diferencas
morfolégicas regionais ao longo do intestino médio (IM) de larvas de

A. gemmatalis suscetiveis (LS) e resistentes (LR) ao VPNAg, tanto

em insetos-controle (ndo infectados pelo virus) como em insetos sob
infeccao viral. Também buscou-se detectar diferencas na atividade
hemaglutinadora de extratos do IM de LS e LR do inseto, que
pudessem ser relacionadas com os mecanismos de resisténcia ao
virus. Verificou-se que houve diferencas morfolégicas no epitélio do
IM, especialmente de células colunares e da membrana peritréfica
(MP), ao longo do IM de LR e LS que permitiram caracterizar duas
regioes, proximal e distal. A regido mediana apresentou caracteristicas
intermediarias, podendo ser considerada como area de transicdao. A
membrana peritréfica (MP) mostrou espessamento na regido proximal
para a distal. As células colunares apresentaram aumento no ndmero
de protusdes citoplasmaticas, de complexos de Golgi vesicular e de
microvesiculas nas microvilosidades na regidao distal do IM. As vesiculas
secretoras apicais da regidao proximal apresentaram conteudo elétron-
denso, enquanto as da regiao distal apresentaram conteudo elétron-
transparentes. O VPNAg penetra o IM de larvas de A. gemmatalis
através das células colunares e caliciformes, afetando principalmente
as células colunares e causando, ainda, lesdoes em células caliciformes
e regenerativas. A resposta inicial das células colunares a infecg¢ao viral
é caracterizada pela presenca de corpos multivesiculares e vacuolos
digestivos apicais; tardiamente existem hiperplasia nuclear, alteracdes de
mitocondrias, de reticulo endoplasmatico rugoso e de microvilosidades.
Os virus podem ser segregados em vacuolos digestivos e eliminados das
células colunares através de protusdes citoplasmaticas. Existe morte
de células colunares e regenerativas na infeccao tardia. O VPNAg é
capaz de infectar larvas de A. gemmatalis resistentes (LR) a infeccao
viral, porém os efeitos sao retardados e menos agressivos para as
células do IM e MP. Lagartas resistentes (LR) ao VPNAg apresentaram
MP mais espessa, maior quantidade de protusdes citoplasmaticas, de
microvesiculas e de vacuolos secretores em células colunares, que
podem contribuir para retardar a infeccdo no inseto. A regiao distal do
IM foi a mais afetada tardiamente pela infeccdo viral, tanto em LS com
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em LR. Ndo foram detectadas diferencas na atividade hemaglutinadora
de extratos do IM de LS e LR que pudessem ser correlacionadas com
mecanismos de resisténcia/susceptibilidade do inseto a infeccao viral.

Mecanismos de resisténcia a B. thuringiensis

Verificou-se que para lagartas suscetiveis (LS) as toxinas Cry 1Ac e
Cry 1Ab apresentaram as menores concentracoes letais médias (CL50)
em relacdo as toxinas Cry 1Aa e Cry 2A. J& o produto Dipel, que
contém essas quatro toxinas, apresentou CL50 menor ou comparavel
as toxinas de maior atividade. Para LR, a CL50 do Dipel foi superior
(até 17,6 vezes) a CL50 em LS. No entanto, todas as toxinas utilizadas
isoladamente promoveram alta mortalidade em LR, com valores de CL50
inclusive inferiores aqueles obtidos em LS. Observou-se, também, que
tanto as LS quanto as LR apresentaram reacao positiva do teste, ou
seja, houve ligacado das 4 toxinas (mencionadas acima) a receptores
localizados no intestino das larvas. Isso confirma os resultados dos
bioensaios, quando ndo houve aumento da CL50 das toxinas puras,
confirmando que as mesmas estao ativas. Em contraste, quando o
produto Dipel, que contém as quatro toxinas, foi testado, a CL50
aumentou consideravelmente em LR. A causa pode estar na existéncia
de outra toxina na cepa HD-1, que é a base do Dipel, e que nao foi
estudada, mas pode ser a toxina mais ativa contra a lagarta-da-soja.
Com isso serdo necessarios estudos adicionais para esclarecer o
mecanismo de resisténcia a Bt.

Linhas basicas de resposta de populacdes geograficas de A.
gemmatalis a proteina Cry1Ac de B. thuringiensis

Observou-se uma variacao nos valores da concentracao letal média
(CL50) de 0,32 microgramas (ug) da proteina Cry 1Ac de B. thuringiensis
por mililitro da dieta artificial do inseto para a populacao de ljui, RS (F4)

a 0,60 ug/mL de dieta para a populacao de Campo Novo dos Parecis, MT
(F4). Entretanto, os valores das CL50, para as diferentes populacées nao
foram significativamente diferentes, considerando a sobreposicdo dos
respectivos limites fiduciais 95 %. Isso evidencia que as populacoes de A.
gemmatalis, mesmo de regioes distantes, sao relativamente homogéneas
quanto a resposta a proteina Cry 1Ac de B. thuringiensis. Portanto,

em futuros estudos quanto a possivel selecdo de populacdes do inseto
resistentes a essa toxina, pode-se considerar a variacao observada nos
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valores de CL50 como normal em populagbées de A. gemmatalis nao
expostas ou com pouca exposi¢cao a toxina, mesmo porque, em geral,
formulacdes comerciais de B. thuringiensis sao muito pouco utilizadas
para o controle desse inseto nas diferentes regiées produtoras de soja

no Brasil. No entanto, essas linhas basicas de suscetibilidade serdo
importantes para comparar populagcées geogréaficas do inseto com possivel
plantio de soja geneticamente modificada, portando gene da toxina de Bt,
em futuro préoximo. Nao foi observada resisténcia cruzada a diferentes
inseticidas, em populacao resistente a Bt., comparada a populacao
suscetivel, quando utilizados os seguintes inseticidas: i) Bioldgico
(nucleopoliedrovirus de A. gemmatalis); ii) Regulador de crescimento
(diflubenzuron); iii) Organofosforado (profenofés); iv) Carbamato (carbaril);
v) Clorado (endossulfam) e; vi) Piretréide (permetrina). A ndo constatacao
de resisténcia cruzada em populacao resistente a Bt, provavelmente se
deveu aos modos de acao muito distintos entre Bt e os demais inseticidas
testados.
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