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RESUMO - O presente trabalho objetivou verificar a suscetibilidade de larvas de segundo instar de
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) a sete isolados geograficos de um virus de poliedrose nuclear
(VPN), conduzindo-se sete bioensaios no Laboratorio de Patologia de Insetos da Embrapa-Centro
Nacional de Pesquisa de Soja, Londrina. Para cada isolado preparou-se dieta artificial contendo 0, 2x103,
4x10% 8x10%, 16x103,32x10° e 64x10° corpos poliédricos de inclusdo (CPI)/mL. Cada dose foi oferecida
as larvas em copos de plastico de 50 mL, sob condi¢des controladas (temperatura: 264+2°C; umidade
relativa: 60+10%; fotofase:14 horas). A analise (Probits) realizada sobre o somatorio de larvas mortas
(contadas, diariamente, do quinto ao décimo quarto dia ap6s a inoculagdo) mostrou, com base na auséncia
de sobreposi¢do das amplitudes dos intervalos de confianga das concentragdes letais medias (CL, ), que:
o isolado de Sertaneja, PR (5.631 CPI/mL), foi o mais virulento; o da Guatemala (11.520 CPI/mL) equi-
valeu aos de Ponta Grossa, PR (14.184 CPI/mL), Argentina (15.891 CPI/mL) e Alabama, EUA
(17.558 CPI/mL), mas foi superior aos isolados de Louisiana, EUA (19.325 CPI/mL) e Sete Lagoas, MG
(25.310 CPI/mL). A variagao do tempo letal médio, de 8,3 a 10 dias, ndo foi significativa em relagdo aos
isolados.

Termos para indexagao: Lepidoptera, Noctuidae, lagarta-do-cartucho-do-milho, larvas de segundo instar,
bioensaios, baculovirus, VPN, viruléncia.

SPODOPTERA FRUGIPERDA SUSCEPTIBILITY TO NUCLEAR
POLYHEDROSIS VIRUS GEOGRAPHICAL ISOLATES

ABSTRACT - In order to verify the Spodoptera frugiperda (Smith,1797) second instar larvae suscep-
tibility to seven nuclear polyhedrosis virus (NPV) geographical isolates, seven bioassays were carried out
at Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Soja, Insect Pathology Laboratory, Londrina, Paran4 State,
Brazil. Artificial diet containing 0 (control), 2x10%, 4x10%, 8x103, 16x10%, 32x10°, and 64x10° polyhedral
inclusion bodies (PIB)/mL was prepared for each virus isolate; each dose was offered, in 50 mL plastic
cups to the larvae under controlled conditions (temperature 26+2°C; relative humidity: 60+10% and pho-
tophase: 14 hours). The statistical analysis (Probits) was made on the total of dead larvae (daily scored
from the fifth up to 14" day after the inoculations). It was determined on base of non-overlapping of the
95% fiducial limits of the mean lethal concentrations (LC,,) that the isolate from Sertaneja, PR, was the
most virulent (5,631 PIB/mL). The ones from Guatemala (11,520 PIB/mL), Ponta Grossa, PR (14,184
PIB/mL), Argentina (15,891 PIB/mL) and Alabama, USA (17,558 PIB/mL) were similar, but the
Guatemala’s isolate was superior to those from Louisiana, USA (19,325 PIB/mL) and Sete Lagoas, MG
(25,310 PIB/mL). There were no significant differences among isolates, regarding the mean lethal time
(LT,)): 8.3 to 10 days.

Index terms: Lepidoptera, Noctuidae, fall armyworm, second instar larvae, bioassays, NPV, baculovirus,
virulence.
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INTRODUCAO

Embora a lagarta-do-cartucho-do-milho,
Spodoptera  frugiperda  (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) possa alimentar-se de
varias espécies vegetais, os seus hospedeiros pre-
feridos sdo: milho, amendoim, sorgo e capim-ber-
muda (Sparks, 1979). No entanto, na auséncia das
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plantas preferenciais, pode atacar a cultura da soja
(Lunginbill, 1928). Trata-se de uma espécie de ori-
gem tropical-subtropical do hemisfério Oeste,
abrangendo a maior parte do continente americano,
incluindo as ilhas do Caribe (Lunginbill, 1928;
Sparks, 1979).

Estima-se que, nos EUA, a perda média anual
causada pelo inseto seja da ordem de 300 milhdes
de dolares, e nos anos 1975-77, provavelmente, ex-
cedeu a 500 milhdes de dolares (Mitchell, 1979).
No Brasil, S. frugiperda ataca amendoim, algoddo e
diversas gramineas cultivadas (Nakano et al., 1981),
incluindo o trigo, em que é considerada a principal
desfolhadora nas lavouras situadas ao norte da lati-
tude 24° S (Reunido..., 1995) e de cujas plantas con-
some cerca de 131,5 cm? de 4rea foliar para com-
pletar a sua fase larval (Salvadori & Rumiatto,
1982). Ainda no Brasil, Carvalho (1970) citou que
essa espécie pode causar prejuizo de até 34% na
cultura do milho e, conforme Moscardi & Kastelic
(1985), também pode atacar a cultura da soja.

Entre os agentes de controle biologico de
S. frugiperda, a ocorréncia de um virus de
poliedrose nuclear (VPN) tem sido citada
freqlientemente na maior parte da area de distribui-
¢do de seu hospedeiro: EUA, Colombia, Venezuela,
Meéxico, Equador, Porto Rico e Brasil (Kuno, 1979;
Agudelo et al., 1983; Moscardi & Kastelic, 1985;
Fuxa, 1987; Richter et al., 1987; Shapiro et al.,
1991; Valicente & Cruz, 1991). A ampla abrangéncia
geografica de sua ocorréncia, aliada ao fato de Loh
et al. (1982) terem distinguido isolados do
patégeno, mediante a analise com endonucleases
de restri¢do, levou Fuxa (1987) a acreditar na exis-
téncia de isolados geograficos de VPN de
S. frugiperda geneticamente distintos. Ele verifi-
cou que a viruléncia de isolados geograficos do
VPN ao seu hospedeiro foi inversamente propor-
cional a distancia entre os locais de origem de am-
bos (Fuxa, 1987). O oposto foi encontrado por
Ossowski (1958, 1960), em relagdo a reagdo de
Kutochalia junodi (Heylaerts) a isolados
geograficos de seu VPN. Esse autor considerou que
isso ocorreu, provavelmente, em virtude da aquisi-
¢do de resisténcia pelo inseto local ao seu virus na-
tivo, ao passo que Burges (1971) aventou a possibi-
lidade de ter ocorrido perda de viruléncia do
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patogeno ao seu hospedeiro autdctone. Isolados
geograficos de VPN de outras espécies de insetos
também tém mostrado diferengas de viruléncia em
relacdo a determinadas populagdes de seus hospe-
deiros. Isto foi verificado com relag@o a Helicoverpa
(=Heliothis) zea (Bod.) (Shapiro & Ignoffo, 1970),
Lymantria dispar L. (Vasiljevic” & Injac, 1973;
Shapiro et al., 1984). Shapiro et al. (1991) encon-
traram, tal como ja havia sido verificado por Loh
et al. (1982), com base na analise de restrigdo com
endonucleases, onze isolados de VPN de
S. frugiperda, geneticamente distintos, em campos
da Louisiana (EUA). Encontraram, também, dife-
rengas genéticas entre isolados coletados no mesmo
campo, ao passo que Shapiro & Robertson (1991)
registraram, com base na viruléncia a L. dispar, va-
riagdes significativas entre experimentos em que
foram usados os mesmos isolados geograficos.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
suscetibilidade de larvas de segundo instar de
Spodoptera frugiperda a sete isolados geograficos
de seu VPN e, conseqiientemente, a existéncia (ou
ndo) de diferengas, entre esses, com base na viru-
Iéncia ao hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

A colonia de S. frugiperda originou-se do laboratorio
de Entomologia da Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa
de Milho e Sorgo (CNPMS), Sete Lagoas, MG. A criagdo
foi realizada no Laboratério de Entomologia da Embrapa-
Centro Nacional de Pesquisa de Soja (CNPSo), em Londri-
na, PR, seguindo-se a metodologia de Hoffman-Campo
et al. (1985) para Anticarsia gemmatalis Hiibner.

Os isolados de VPN de S. frugiperda foram coletados
na Argentina, Ponta Grossa (PR), Sertaneja (PR), Sete
Lagoas (MG), Guatemala e dos estados de Alabama e
Louisiana (EUA). Cada isolado foi multiplicado em lar-
vas de terceiro instar de S. frugiperda, que foram induzidas
a alimentarem-se em pedagos de dieta artificial (Greene
et al., 1976) impregnadas com suspensdes aquosas do
patdgeno. Os insetos mortos em func¢do desse procedi-
mento foram macerados com dgua destilada e coados atra-
vés de uma camada de algodao. O liquido obtido foi en-
tdo transferido para o interior de tubos de polipropileno
(50 mL), que foram levados a uma centrifuga (Sorval
RC-5b; rotor SS-34), onde foram submetidos, por 15 mi-
nutos, a uma centrifugacéo de 5.000 rpm. O precipitado
resultante foi homogeneizado em dgua destilada esterilizada.
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De cada isolado geografico foi elaborada uma suspen-
sdo inicial, utilizando-se 20 mL de 4gua destilada esteriliza-
da e 0,5 mL de suspensdo concentrada do virus. O liquido
foi, entdo, homogeneizado em Erlenmeyer antes de lhe ser
subtraida uma aliquota, com o auxilio de pipeta do tipo
Pasteur, que foi transferida para uma cdmara de Newbauer.
Nesta, os corpos poliédricos de inclusdo (CPI) foram con-
tados — sob microscopio composto, com aumento de 400
vezes, em quatro repeti¢des — para determinagdo da con-
centragdo de corpos poliédricos de inclusdo (CPI/mL) da
suspensao.

Nos bioensaios foram usadas as seguintes concentra-
¢des de cada isolado: 0 (testemunha), 2x103, 4x103, 8x103,
16x103, 32x103 e 64x103 CPI/mL de dieta. A cada
540 mL de dieta foram acrescentados 60 mL de suspen-
sdo viral, previamente diluida para possibilitar a obtencao
de cada uma das concentragdes desejadas. Na seqiiéncia,
o produto foi homogeneizado com o auxilio de uma bate-
deira de bolo comum. Para a testemunha, foram utiliza-
das 540 mL de dieta, acrescida de 60 mL de 4gua esterili-
zada. O volume de 600 mL de dieta contaminada, ou nao
(testemunha), foi transferido para o interior de 60 copos
de plastico (50 mL), de forma que cada um contivesse em
torno de 10 mL. Quando os conteudos esfriaram, colo-
cou-se uma larva em inicio de segundo instar, com o au-
xilio de pincel, em cada um dos 60 recipientes, que de-
pois foram fechados com tampas de cartolina. Em segui-
da, os copos foram transportados para o interior de cdma-
ras climatizadas (temperatura: 26+2°C; umidade relativa:
60+10%; fotofase: 14 horas). Do quinto dia em diante, as
larvas foram observadas diariamente, até a fase de pré-
pupa, para anotagdo de mortalidade e/ou fornecimento adi-
cional de dieta.
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Os dados relativos as mortalidades foram acumulados
até o décimo quarto dia apos a infecgdo, e os calculos para
corregdo dos mesmos (Abbott, 1925), das concentragdes
letais médias (CLs), dos intervalos de confianca destas e
dos valores dos angulos de inclinagdo das retas foram re-
alizados através de um programa de Probites para
microcomputadores (Micro Probit 3,0, T.C. Sparks &
Sparks, Lily Research Laboratories, Greenfield, Indiana,
EUA). Os tempos letais médios (TLsg) foram calculados
através do programa SANEST (Sistema de Analise Esta-
tistica para Microcomputadores).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de b (Tabela 1), que representam a
inclinacdo das retas em relag¢do ao eixo das abscissas,
na Fig. 1, sdo tipicamente baixos e indicam, de acor-
do com Burges & Thomson (1971), a tendéncia a
variabilidade a que estdo sujeitos ensaios dessa na-
tureza, fato que também pode ser verificado anali-
sando-se a amplitude dos intervalos de confianga das
concentragdes letais médias (CLsg), da Tabela 1.

O VPN de Sertaneja apresentou, estatisticamen-
te, a menor CLs,, caracterizando-se como 0 mais
virulento e, conseqiientemente, como um isolado
geografico provavelmente distinto dos demais, o
que pode ser comprovado analiticamente pela au-
séncia de sobreposicao do intervalo de confianga
(95%) do seu CLsy aos dos outros seis VPN estu-
dados. Pelo mesmo critério de analise, o isolado
da Guatemala foi mais virulento que o da Louisiana

TABELA 1. Concentragio letal média (CL,) em corpos poliédricos de inclusio (CPI) por mL de dieta, tempo
letal médio (TL,) em dias, intervalos de confianca (IC) com 95% de probabilidade e inclinacido
das linhas de Probites (b) e qui-quadrados ()?2) referentes a bioensaios com isolados de virus de
poliedrose nuclear e larvas de segundo instar de Spodoptera frugiperda.

Isolados CL,, IC Inclinagdo (b) . TL,, IC
Sertaneja 5.631 4.037-7.481 1,25 3,88™ 10,0 9,0-10,8
Guatemala 11.520 9.172-14.316 1,84 2,91™ 8,9 8,2-9,6
Ponta Grossa 14.184 11.032-17.307 2,13 3,12 9,4 8,7-10,0
Argentina 15.891 12.110-21.630 1,54 3,88™ 9,8 9,0-10,5
Alabama 17.558 14.211-21.864 1,79 2,73 8,6 7,7-9,4
Louisiana 19.325 16.308-22.848 2,36 2,64 9,0 8,0-10,0
Sete Lagoas 25.310 16.995-43.072 0,89 0,89 8,3 7,6-9,0
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e o de Sete Lagoas, ndo diferindo, contudo, daque-
les oriundos da Argentina, Ponta Grossa e Alabama.
Estes diferiram apenas do isolado de Sertaneja (Ta-
bela 1).

Os resultados da presente pesquisa ndo eviden-
ciam um paralelismo claro com os de Ossowski
(1958, 1960) — o qual registrou que quanto maior a
distancia entre o habitat do hospedeiro (Kutochalia
Junodi) e o local de coleta do isolado de seu VPN,
maior foi a viruléncia — pois, embora o local de ori-
gem do isolado mais virulento, o de Sertaneja, seja
relativamente distante do habitat do seu hospedeiro,
Sete Lagoas, isolados obtidos em locais muito mais
distantes (Guatemala, Louisiana, Alabama e Argen-
tina) foram menos virulentos. Por outro lado, o fato
de o isolado de Sete Lagoas ter apresentado uma
das viruléncias mais baixas revelou uma acentuada
semelhanga com o verificado para o VPN local de
K. junodi em relagdo ao seu hospedeiro nativo. Se
de um lado a aquisi¢do de resisténcia, pelo inseto
local, ao seu virus nativo (Ossowski, 1958, 1960)
ou a perda da viruléncia deste aquele (Burges, 1971)
ajusta-se como explicagdo para o fato de o isolado
de Sete Lagoas ter sido menos virulento ao seu hos-
pedeiro local, de outra parte pode-se afirmar que,
no tocante ao comportamento dos outros isolados,
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FIG. 1. Regressao entre o logaritmo da concentracio
de isolados geograficos de virus de poliedrose
nuclear e a probabilidade de mortalidade
(Probites) de larvas de segundo instar de
Spodoptera frugiperda.
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os dados alinham-se, com poucas restrigdes, aos
resultados relatados por Fuxa (1987) — segundo os
quais, quanto maior a distancia entre o habitat do
hospedeiro (Spodoptera frugiperda) e o sitio de
coleta de seu VPN, menor foi a viruléncia — visto
que, também na presente pesquisa, isolados de ori-
gens tdo distantes, como Guatemala, Louisiana,
Alabama, Ponta Grossa e Argentina, também foram
menos virulentos que o de Sertaneja, relativamente
mais proximo ao local de origem do hospedeiro
(Sete Lagoas).

Com relag@o a magnitude de viruléncia, o isola-
do mais virulento, o de Sertaneja (CLjq:
5.631 CPI/mL de dieta) foi aproximadamente 4,5
vezes mais virulento que o de Sete Lagoas (CLsy:
25.310 CPI/mL, de acordo com a Tabela 1. Valores
proximos podem ser extraidos dos dados de Fuxa
(1987), que mostrou, em relacdo a S. frugiperda
nativa da Florida, que um isolado da Colémbia foi
3,5 vezes mais virulento que outro, do México e,
da mesma forma, seus registros revelaram que em
relagdo a uma coldnia brasileira da mesma espécie,
um isolado de Ohio, EUA, foi 4,8 vezes mais viru-
lento que um do México. Outrossim, em outros sis-
temas inseto/hospedeiro/isolado geografico tam-
bém tem sido encontrado esse tipo de variagdo, em-
bora de maior magnitude em determinados casos,
como as diferengas de viruléncia de até 16 vezes
entre isolados geograficos de VPN, dos EUA, de
Lymantria dispar (Shapiro et al., 1984), ou a de
até 102 vezes entre dois isolados geograficos (EUA
e Tugoslavia) de VPN de L. dispar (Shapiro &
Robertson, 1991).

Pelo tempo letal médio (TLsp) (Tabela 1), ndo
ha diferenga entre as viruléncias dos isolados a
S. frugiperda, com base na auséncia de
sobreposi¢do dos intervalos de confianca, e que
aquele parametro variou de 8,3 (Sete Lagoas) a 10
dias (Sertaneja). Tais valores sdo superiores aos
obtidos por outros pesquisadores, como Ignoffo
(1966) e Boucias et al. (1980), o que ¢ admissivel,
pois os mesmos trabalharam com isolados geogra-
ficos de VPN especificos de outras espécies de
insetos: o primeiro, com Helicoverpa (=Heliothis)
zea (Bod.) e Heliothis virescens (Bod.); os segun-
dos, com Anticarsia gemmatalis.
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CONCLUSOES

1. O isolado geografico de virus de poliedrose
nuclear de Sertaneja, PR, é o mais virulento a lar-
vas de segundo instar de Spodoptera frugiperda,
seguido pelos da Guatemala, Argentina, Ponta Gros-
sa e Alabama.

2. Nao ha diferenga estatisticamente significati-
va para o tempo letal médio (TLsy) entre os diferen-
tes isolados geograficos de VPN de S. frugiperda.
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