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RESUMO

As larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) sdo
consideradas uma das pragas mais prejudiciais no Brasil, pois atacam uma vasta gama de
culturas, tais como milho, soja e sorgo. Uma forma de manejo dessa praga que vém sendo
muito utilizada ao longo dos anos ¢ a utilizagdo de baculovirus como bioinseticidas, devido
sua alta especificidade, eficiéncia e mortalidade. Durante pesquisas de campo no nordeste
brasileiro, a empresa AgBiTech Controles Bioldégicos LTDA encontrou uma lagarta de S.
frugiperda infectada por um granulovirus natural, ainda desconhecido. Desta forma, este
trabalho visou a caracteriza¢do deste novo baculovirus, denominado Spodoptera frugiperda
granulovirus (SfGV), e a andlise do seu efeito na infec¢do em lagartas desta espécie. Para
isso, foi realizada uma caracterizagdo molecular deste virus, por meio do método de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), utilizando as enzimas Bam
HI, Eco RI, e Pst I. Os bioensaios para testar a atividade viral foram feitos em duplicatas e os
tratamentos com as particulas virais foram diluidos em oito diferentes doses. Durante a
execucdo dos bioensaios, os sintomas das lagartas foram analisados e registrados
fotograficamente. De acordo com os resultados obtidos, o baculovirus encontrado trata-se de
um granulovirus ainda ndo descrito, causador de sindrome de infec¢do do tipo I, sendo um
granulovirus de morte lenta. O SfGV apresentou capacidade de matar 100% das lagartas
infectadas, conforme aumento gradativo de dose, manifestando um LTy, de 21 dias. Desta

forma, o SfGV demonstrou potencial para uso em métodos de controle da S. frugiperda.

Palavras-Chave: Baculovirus; Controle Biologico; Sintomatologia; Pragas Agricolas.
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ABSTRACT

The larvae of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) are
considered one of the most damaging pests in Brazil, as they attack a wide range of crops,
such as corn, soybeans, and sorghum. One form of pest management that has been widely
used over the years is the use of baculoviruses as bioinsecticides, due to their high specificity,
efficiency, and mortality rates. During field trials in northeast Brazil, the company AgBiTech
Controles Biolégicos LTDA has discovered a S. frugiperda caterpillar infected with a natural
granulovirus, which is still unknown. Thus, this study aimed to characterize this new
baculovirus, named Spodoptera frugiperda granulovirus (SfGV), and analyze its effect on the
infection of larvae of this species. A molecular characterization of the virus was conducted
using the restriction fragment length polymorphism (RFLP) method, with the enzymes Bam
HI, Eco RI, and Pst I. Bioassays to test the viral activity were performed in duplicates, and
treatments with viral particles were diluted into eight different doses. During the bioassay
process, the symptoms of the larvae were analyzed and photographed. According to the
results, the baculovirus found is a previously undescribed granulovirus that causes a type I
infection syndrome, being a slow-kill granulovirus. The SfGV was able to kill 100% of the
infected larvae, according with a gradual increase in doses, showing an LTy, of 21 days.

Therefore, SfGV demonstrated potential for use in control methods for S. frugiperda.

Palavras-Chave: Baculovirus. Biological Control. Symptomatology. Agricultural Pests.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ uma

mariposa com ampla distribuicdo no continente Americano e nas Ilhas do Caribe (Souza et
al., 1998). As lagartas de S. frugiperda, popularmente conhecidas como lagarta-do-cartucho,
sdo consideradas umas das pragas mais prejudiciais no territério brasileiro, devido sua ampla
gama de hospedeiros e por atacar plantas tanto em fase vegetativa quanto em fase reprodutiva
(Hellwig et al., 2013). S. frugiperda pode se alimentar de diversas plantas, tais como milho,
arroz, trigo, algodao, sorgo e soja (Cruz et al., 1999), sendo a grande disponibilidade de
hospedeiros um dos fatores que podem contribuir para a dificuldade no seu controle (Barros et
al., 2010). Os ataques desta praga podem causar a redugdo de até 60% da produtividade e,

para o Brasil, os prejuizos anuais sdo estimados em U$400 milhdes (Rosa, 2011).

Diante do alto dano econdmico causado pela S. frugiperda, diversos inseticidas
quimicos vém sendo avaliados e utilizados para o seu controle. No entanto, seu uso constante
e indiscriminado causa diversos prejuizos a saude humana, pode aumentar a resisténcia dos
insetos aos seus compostos, afetar populagdes inimigas naturais, € causar contaminagao do
ambiente (Gelaye & Negash, 2023). Devido ao elevado custo socioecondmico, formas de
manejos ecologicamente saudaveis, como o controle bioldgico, vém sendo estudadas ao longo
dos anos, e demonstrando caracteristicas de facil aplicacdo e producdo, além de serem
economicamente e ecologicamente viaveis (Hellwig ef al., 2013; Gelaye & Negash, 2023). O
controle biolégico ¢ um servigo ecossistémico derivado da a¢do de inimigos naturais para
suprimir populagdes. Dessa forma, quando populacdes de plantas, insetos ou fitopatdogenos
demonstram um crescimento a nivel de praga e sdo capazes de resultar em danos econdmicos,
seus inimigos naturais podem ser introduzidos como agentes de controle ambiental. Eles

podem ser classificados em predadores, parasitdides e patogenos (Fontes et al., 2020).

No caso da S. frugiperda, as vespas Telenomus remus e Trichogramma spp., as
tesourinhas, Doru luteipes, a bactéria Bacillus thuringiensis, o fungo Metarhizium rileyi e os
baculovirus sdo comumente utilizados como agentes de controle (Cunha & Okura, 2018).
Entre os entomopatdgenos utilizados no controle bioldgico, um caso que repercutiu pelo
Brasil e o mundo foi o uso do baculovirus de Anticarsia gemmatalis (AgNPV) para controlar
a infestacdo da lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) no estado do Parand em 1982. Devido
ao sucesso do uso do baculovirus, cinco empresas privadas comegaram a produzir e

comercializar formulagdes em pd molhével do AgNPV (Fontes et al., 2020).
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Os baculovirus sdo virus de DNA circular de fita dupla, com virions em formato
de bastao e alta especificidade de infec¢do de artropodes. Sua particula viral é protegida por
uma estrutura cristalina de matriz proteica, chamada corpo de oclusao (OBs, do inglés
occlusion bodies), que o protege das condigdes ambientais. A familia Baculoviridae pode ser
classificada em quatro géneros distintos. Os Alphabaculovirus sdo compostos pelos
nucleopoliedrovirus (NPV), enquanto que os Betabaculovirus sao formados pelos
granulovirus (GV), sendo ambos especificos para infeccao de lepidopteras. Ja os
Gammabaculovirus sdo os virus de NPV com infecgdo especifica para himenopteros. Por fim,
os Deltabaculovirus sao os virus de NPV com infecgdo especifica para os dipteras (Ferrelli &

Salvador, 2023).

Os baculovirus com infec¢ao especifica para lepidopteras podem ser diferenciados
através da morfologia de seus OBs. O corpo de oclusdo do NPV apresenta um formato de
poliedro, com tamanho variando de 1-2um, € constituido por uma proteina chamada
poliedrina e possui multiplos nucleocapsideos. No caso do GV, seu corpo de oclusdo
apresenta uma formato ovicilindrico, com tamanho em torno de 0,5um, sendo constituido

principalmente de proteina granulina e possui apenas um nucleocapsideo (Rohrmann, 2019).

Diversos estudos demonstram a eficacia dos baculovirus no controle da S.
frugiperda, como no caso do SIMNPV que pode apresentar mortalidades superiores a 80%
(Behle & Popham, 2012; Goémez et al., 2013; Cuartas-Otélora et al., 2019). Assim, por sua
alta especificidade de infeccdo, mortalidade e resisténcia a condigdes ambientais, os
baculovirus vém sendo explorados como bioinseticidas no manejo de pragas agricolas.
Entretanto, os GVs vém sendo pouco estudados, em comparagdao aos NPVs (Wan et al., 2021).
Ainda assim, estudos de coinfec¢do demonstram que os GVs possuem uma tendéncia de
melhorar a infectividade dos NPVs (Cuartas-Otalora et al., 2019; Ferrelli & Salvador, 2023;
Shapiro, 2000; ). Este efeito sinergético, conhecido como efeito enhancer, vém sendo
atribuido a enhancina presente nos OBs dos granulovirus, uma metaloproteinase capaz de
degradar a membrana peritrofica que reveste o intestino médio das lagartas, facilitando a
infeccdo pelos baculovirus (Lepore et al., 1996; Ricarte-Bermejo et al., 2021; Yang et al.,

2017).

Recentemente, a AgBiTech Controles Bioldgicos LTDA encontrou um novo
granulovirus (SfGV) infectando lagartas de S. frugiperda durante pesquisas de campo no

nordeste do pais, o qual ainda nao havia sido descrito em literatura. Desta forma, o presente
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trabalho teve como objetivo caracterizar o SfGV e investigar os seus efeitos na infeccao de

lagartas de S. frugiperda.

2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivos Gerais

Caracterizar o granulovirus SfGV e analisar seus efeitos na sintomatologia e

mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho).

2.2. Objetivos Especificos
e Amplificar e purificar cepa do SIGV;
e Caracterizar molecularmente o SfGV;
e Analisar a infectividade do SfGV sobre lagartas de S. frugiperda;
e Encontrar a LDy, e a LTs, sobre larvas de S. frugiperda,

e Descrever os sintomas de infec¢do da lagarta pelo SfGV.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Amplificacio e purificacdo do SIGV

Para a amplificacdo do virus, foram utilizadas lagartas de 2° instar selecionadas
da sala de criagdo da AgBiTech. O método utilizado para a infec¢do das lagartas foi o de
contaminac¢do de superficie de dieta artificial, sendo esta elaborada a base de feijao, proteina
de soja e gérmen de trigo, adaptada da metodologia proposta por Greene et al. (1976). Apos a
aplicacdo, as lagartas foram incubadas na cdmara de climatizagio BOD a 28°C com

fotoperiodo de 14 horas para que o virus se propague ¢ infecte os hospedeiros completamente.

Os granulos de particulas virais foram purificados conforme metodologia
adaptada de Eberle ef al. (2012). Deste modo, as lagartas mortas foram coletadas em um tubo
Falcon de 50 mL contendo 10 mL de SDS 1% e maceradas com um pistilo. Filtrou-se a
amostra utilizando uma seringa com filtro de algodao para separar restos de lagartas mortas
do liquido. Apds o processo de filtragem, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm por 10 min.
Finalizada a centrifugagdo, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com 25

mL de NaCl, centrifugando novamente a 4000 rpm por 10 min. Por fim, o sobrenadante foi
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descartado e o pellet ressuspendido com 10 mL de solugdo tampao TE + glicerol 50% 10 mM

e armazenado a -18°C.

3.2. Caracterizacao molecular do SfGV

A caracterizagdo molecular do SfGV foi feita através da técnica de Polimorfismo
de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RLFP). Para isso, as bandas obtidas para o
SfGV foram comparadas com aquelas preditas pelo software Geneious Prime v. 2023.2.1 para
dois genomas de isolados de paises proéximos ao Brasil, um da Argentina (MH170055.1) e
outro da Colombia (NC 026511.1), ambos disponibilizados pelo NCBI (National Center of
Biotechnology Information). Assim, a metodologia se seguiu pelos seguintes passos: Extracao
do DNA Gendmico do SfGV; Clivagem do DNA; Corrida em Gel de Eletroforese; e Analise e

Comparacao das bandas de restri¢do, conforme descrito a seguir.

O processo de extracdo e purificagdo do DNA gendmico dos OBs (corpos de
oclusdo, do inglés occlusion bodies) foi adaptado de O’Reilly et al. (1993). Inicialmente,
adicionou-se 0,1 M de Na,CO; em um tubo eppendorf de 2 mL contendo 500 puLL da amostra
purificada, incubando a temperatura ambiente por 30 min para a dissolugao dos OBs. Em
seguida, acrescentou-se 0,1 M de tampao Tris-HCI com pH 7,2 para neutralizar a solugdo e
centrifugou-se a 13.000 rpm por 5 min. Apés a centrifugacado, o pellet foi ressuspendido com
agua, adicionado 100 pL de Virus Disruption Buffer ¢ 4 pL enzima Proteinase K com
concentracdo de 20 mg/mL, e incubado a 37°C durante toda a noite. Posteriormente,
centrifugou-se a amostra e o sobrenadante foi submetido a ciclos de fenol saturado com
cloreto de so6dio 5 M (1:1), fenol/cloroféormio/alcool isopropilico (25:24:1) e
cloroférmio/alcool isopropilico (24:1). Logo apds, resfriou-se a amostra a -10°C para
precipitar o sobrenadante contendo DNA. Por fim, foram adicionados 10% de 3 M de acetato
de sodio (pH 5.2) e dois volumes de 96% de etanol, centrifugando a solugao a 12.000 rpm por

10 min. O pellet formado foi lavado com 70% de etanol e ressuspendido em 50 puL de agua.

A clivagem do DNA gendmico viral para obtengdo dos perfis de restricdo foi
realizada com as enzimas Anza™ BamHI, EcoRI e Pstl conforme instrugdes da Invitrogen. A
digestdo de cada enzima foi feita com o volume total de 20 pL, sendo 6 uL. de DNA, 2 uL de
Tampao 10X Red Buffer (Invitrogen), 0,3 pL da enzima e 11,7 pL de 4gua ultrapurificada, e

incubada a 37°C durante toda a noite.
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O gel de agarose foi preparado de acordo com Sambrook et al. (2001), com uma
concentragdo de 0,8% de agarose em tampao TBE 0,5X (0,045 M Tris-borato e 0,002 M de
EDTA). Em seguida, introduziu-se nos pogos os marcadores da 1kbp da Kasvi e as amostras
com fragmentos de DNA e tampao azul de bromofenol e glicerol. Logo apds, realizou-se a
corrida eletroforética com voltagem constante de 80 V. Finalizada a corrida, o gel foi retirado
da cuba e posto no Fotodocumentador Transiluminador L-Pix Touch onde foram feitas as

analises e visualiza¢dao das bandas.

3.3. Bioensaio: Mortalidade em larvas de S. frugiperda

Foram realizados bioensaios de dose-resposta para averiguar a mortalidade das
lagartas contaminadas pelo SfGV, determinar a dose letal média do virus (LDs;) e o tempo
letal médio (LTs,). Conforme Eberle ez al., 2012, o método de contaminagao de dieta artificial
pode ser utilizado para determinagao da LDs, devido a quantidade de dieta contaminada que
pode ser consumida pelas lagartas em um curto espaco de tempo. Para isso, o bioensaio
utilizou de lagartas no segundo instar (L2) da espécie Spodoptera frugiperda (Jones, 2000) e

dieta artificial conforme a metodologia de Greene et al. (1976).

Para cada tratamento foram utilizados 30 copos de acrilico contendo uma lagarta
de S. frugiperda e dieta artificial, com aplicacdo de 100 pL de solugdo contendo agua, corante
e o isolado de SfGV nas doses 1x10? pL/mL, 1x10' pL/mL, 1x10° uL/mL, 1x10™" uL/mL,
1x10? pL/mL, 1x107 pL/mL, 1x10* pL/mL, e 1x10° uL/mL. A solugio do tratamento de
controle consistiu apenas de dgua e corante. Foram feitas duplicatas para todos os tratamentos.
Apds a montagem do experimento, incubou-se em uma camara climatizada do tipo BOD a 28
°C com 14 horas de fotoperiodo, sendo avaliado por um periodo de 34 dias, anotada as
mortalidades de lagartas e foto documentando a apari¢do de sintomas caracteristicos da

infecgdo por granulovirus.

3.4. Sintomatologia em S. frugiperda

A sintomatologia das larvas apos a infec¢do foi categorizada de acordo com os
trés tipos de patologias descritas por Adams e Bonami (1992). De acordo com essa
classificacdo, as lagartas com a sindrome de tipo I serdo aquelas que apresentarem sintomas
de perda de apetite, mudanga de cor progressiva para amarelada ou palidez, inchago corporal,
letargia, e surgimento de pontuagdes pretas e pele amarronzada quando estiver proxima da

morte. Na sindrome do tipo II, os sintomas observados sdo similares a infec¢do por NPV, em
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que as lagartas exibirdo perda de apetite, flacidez, e morrem com o rompimento do tegumento
devido a fragilidade da hipoderme, tendo um periodo letal menor que a sindrome de tipo 1. Ja
no tipo III, serdo exibidos sintomas de perda de apetite, coloragdo do intestino, mudanga de

cor para marrom ou preto, flacidez e diarréia.

3.5. Analises Estatisticas

Os bioensaios foram conduzidos em dias diferentes com duplicata, os valores de
mortalidade foram expressos em média + erro padrao. A curva de dose-resposta, o cumulativo
de sobrevivéncia e os dados de LDs, e LT5, foram obtidos com GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizacao molecular do SfGV

O perfil de restrigao (RFLP) foi obtido pela clivagem do DNA gendmico com as
enzimas Bam HI, Eco RI e Pst I. Na clivagem da enzima Bam HI foi observado um total de 7
fragmentos de restricdo, enquanto que na do Eco RI foram apresentadas 8 bandas de restri¢ao.

Por fim, a enzima Pst [ apresentou um total de 18 bandas de restri¢ao (Figura 1).

Com a utilizagdo do software Geneious Prime v. 2023.2.1 ainda foi gerado o
RFLP para dois genomas, MH170055.1 e NC 026511.1, referentes a dois isolados,
respectivamente, SfGV ARG (Argentina) e VG008 (Colombia), disponibilizados no NCBI
(National Center of Biotechnology Information). Para o SftGV ARG (Ferrelli et al., 2018)
foram observados 12 fragmentos de restricdo para a enzima Bam HI, 11 bandas para a enzima
Eco RI, e 20 fragmentos para a enzima Pst 1. Ja para o VG008 (Cuartas et al., 2015), foram
observados 7 fragmentos de restricdo para a enzima Bam HI, 9 bandas para a enzima Eco RI,

e 20 fragmentos para a enzima Ps¢ [ (Figura 1).
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SfGV ARG SIGV VG008
Bam HI Eco RI Pstl Bam HI Eco RI Pstl Bam HI Eco RI Pstl
MM 1 2 3 4 5 6 MM MM 7 8

Figura 1. Perfil de restri¢do do SfGV e dos genomas MH170055.1 (SfGV ARG, isolado da Argentina) e
NC_026511.1 (VGO008, isolado da Colémbia). Legenda: MM - Marcador molecular da Kasvi 1kb; 1- DNA de
SfGV ARG clivado com BamHI; 2- DNA de SfGV ARG clivado com EcoRI; 3 - DNA de SfGV ARG clivado
com PstI; 4 - SfTGV clivado com BamHI; 5 - SfGV clivado com EcoRI; 6 - SfGV clivado com PstI; 7 - VG008
clivado com BamHI; 8 - VG008 clivado com EcoRI; 9 - VG008 clivado com Pstl; Setas azuis, verdes e rosas
representam bandas semelhantes para as enzimas Bam HI, Eco RI e Pst I, respectivamente; Setas vermelhas
representam bandas diferentes ndo encontradas no SfGV; Setas amarelas representam bandas diferentes
encontradas apenas no SfGV. Fonte: SfGV - do autor; SfGV ARG e VG008 - disponibilizado pelo National
Center of Biotechnology Information e esquematizado no Geneious Prime.

As setas azuis, verdes e rosas presentes na Figura 1 representam similaridades
encontradas nos perfis de restricdo dos trés virus para as enzimas Bam HI, Eco Rl e Pst I,
respectivamente. Desta forma, pode-se constatar que o virus estudado ¢ provavelmente um
granulovirus de S. frugiperda (SfGV). Entretanto, as setas amarelas presentes nas enzimas
Eco RI e Pst I indicam fragmentos de restricdo existentes apenas no SfGV, o que demonstra
que este granulovirus ¢ diferente dos catalogados no NCBI para regides proximas ao Brasil.
As setas vermelhas indicam fragmentos incompativeis com o perfil de restricio do SfGV,
sendo possivel evidenciar uma maior proximidade com o isolado da Colombia (VG008) do
que o da Argentina (SfGV ARG), uma vez que o ultimo apresentou um maior nimero de

bandas divergentes das encontradas no SfGV.
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4.2. Sintomatologia das larvas de S. frugiperda apos a infeccao pelo SfGV

Durante a condu¢@o dos bioensaios, pode ser observado o surgimento de alguns
sintomas nas lagartas infectadas. Todas as lagartas foram fotografadas e analisadas com o
auxilio de Estereomicroscopio, comparando-se os sintomas das lagartas tratadas com SfGV
com as lagartas do tratamento de controle (Figura 2.A). Desta forma, verificou-se que apos a
infeccdo, as lagartas apresentaram uma mudanca de coloragdo para a cor amarelada (Figura
2.B), onde algumas ainda sofreram uma descolora¢do, empalidecendo-se (Figura 2.C), e
também pode-se notar sintomas de letargia e reducdo de apetite. Ainda foi observado que as
lagartas se tornaram mais flacidas e suas coloragdes foram escurecendo rapidamente durante a
morte (Figura 2.D). Outro sintoma constatado, foi o aspecto branco leitoso e pastoso da
hemolinfa das larvas infectadas por GV, sendo que a lagarta saudavel possui hemolinfa
transparente liquida (Figura 2.E). Por fim, as lagartas ainda apresentaram uma dificuldade na
realizagdo da ecdise, em que algumas ficavam estranguladas pelo tegumento durante a troca
(Figura 2.F). Uma hipotese levantada pelo autor, ¢ que esse estrangulamento possa ser
resultante de uma supressdo da producdo de quitinase. Diante dos sintomas apresentados,
pode-se constatar que o granulovirus avaliado trata-se de um SfGV de morte lenta, com

sindrome caracteristica do Tipo I (Adams & Bonami, 1992).
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Figura 2. Sintomatologia apresentada pelas lagartas de S. frugiperda durante a execucdo dos bioensaios.
Legenda: A) Lagartas saudaveis tratadas com solug@o de controle (sem virus); B) Lagartas infectadas exibindo
coloracdo amarelada; C) Lagartas infectadas apresentando descoloramento; D) Lagartas mortas; E) Hemolinfa da
lagarta saudavel e da infectada com SfGV, respectivamente; F) Estrangulamento durante ecdise. Fonte:

Elaborado pelo autor.

4.3. Infectividade do SfGV sobre lagartas de S. frugiperda

A curva de dose-resposta para o SfGV, gerada pelo método de regressao nao
linear, demonstrou uma relagdo crescente entre dose e mortalidade (Figura 3). A dose letal
média (LDs,) do SfGV, dose necessaria para causar mortalidade de 50% das lagartas, foi de
0,15 pL/mL. A curva apresentou um Hillslope de 0,8398 ¢ coeficiente R? de 0,97, o que torna
a curva confidvel em relagdo aos parametros de regressdo ndo linear estabelecidos pelo

GraphPad Prism.
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Figura 3. Curva de Dose-Resposta do SfGV. Fonte: Elaborado pelo autor.

O SfGV avaliado demonstrou capacidade de matar 100% das lagartas em
dosagens altas (100 pL/mL), formando uma curva de dose resposta tipica. Entretanto, ao
analisar a inclinagdo (Hillslope), notou-se que a curva manifestou uma fase linear mais
prolongada. Desta forma, foi necessario um aumento gradativo de doses para atingir o ponto
critico de mortalidade. No entanto, o valor de LDs, demonstra que, apesar disso, o

granulovirus ainda ¢ eficaz no controle de pragas agricolas.

Um fator limitante para o desenvolvimento do trabalho foi a impossibilidade de
realizar a quantificacdo dos corpos de oclusdo de granulovirus no indéculo viral. Portanto,
optou-se pela realizagdo do bioensaio utilizando diferentes diluicdes do SfGV, tornando os
resultados da curva de dose-resposta dificeis de serem comparados com os de outros estudos,
uma vez que ¢ mais usual conduzir pesquisas levando em conta a concentragdo do

baculovirus.

A Figura 4 apresenta o cumulativo de sobrevivéncia das lagartas de S. frugiperda
tratadas com solucdo controle e infectadas com as diferentes doses de SfGV, ainda sendo

apresentado dados de infeccdo por um SfMNPV que foram disponibilizados pela AgBiTech
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para viés de comparacdao. O tempo letal médio (LTs,) foi estimado para os tratamentos que
obtiveram mortalidade igual ou superior a 50%, sendo eles 1x10* pL/mL, 1x10' uL/mL, 1x10°
pL/mL. Independente das doses citadas, o STGV apresentou LTs, de 21 dias.
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Figura 4. Sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda durante um periodo de 34 dias. Legenda: 107!, 10°, 10", 10?

sdo as doses de SfGV utilizadas.Fonte: Elaborado pelo autor.

A LTs, encontrada foi semelhante a esperada para o grupo dos granulovirus de
morte lenta (sindrome patoldgica de tipo I), em que, pesquisas com outras cepas de SfTGV
apresentaram valores médios de 24, 29 e 33 dias (Ordoiiez-Garcia ef al., 2024; Cuartas et al.,
2014). Pode-se perceber que as lagartas infectadas pelo SfGV apresentaram um periodo larval
maior, visto que as lagartas tratadas com solugdo controle empuparam com 21 dias, enquanto
as infectadas apresentaram tempo de morte ou tempo para pupa superiores a esse periodo.
Pesquisas demonstram que larvas de S. frugiperda alimentadas com dieta artificial e mantidas
em condi¢des controladas, costumam apresentar estdgio larval ainda mais curto do que o
observado para o nosso grupo controle, de 11 a 19 dias (Machado et al., 2022), demonstrando

que, de fato, as lagartas tratadas tiveram o seu estagio larval prolongado.

Analisando o grafico da Figura 4, percebe-se que o Sf{GV possui um periodo letal
menor em comparagao ao SfTMNPV, levando o quintuplo do tempo necessario para matar 50%
das lagartas de segundo instar infectadas. Estudos indicam que infec¢des em instars menores,
como neonatas, possuem tempo de letalidade ainda mais rapidos, levando a 50% de morte em
34~49 horas ap6s infec¢do (Harrison et al., 2008). Todavia, o SfGV ainda pode se apresentar

como uma estratégia para controle bioldgico da S. frugiperda, em razio de nao terem sido
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avaliados efeitos subletais nas larvas sobreviventes, tais como a viabilidade na formagao de

pupas e na fertilidade dos adultos.

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ao finalizar a execugdo deste projeto pode-se concluir que o SfGV encontrado no
Nordeste é um virus ainda desconhecido, com sintomas caracteristicos da sindrome de
infec¢do do tipo I, sendo um granulovirus de morte lenta. As lagartas infectadas apresentaram
um tempo de vida prolongado em relagdo as do controle, sendo necessarias doses altas do
virus para ter eficacia na mortalidade, podendo chegar a 100%. Portanto, para andamentos
futuros do projeto, ¢ necessario sequenciar o genoma completo do SfGV, o que permitira
estabelecer a filogenia do virus e entender sua evolucdo, além de identificar primers
especificos para ele. Estes primers poderdo contribuir como um método de identificagdo para

este STGV.

Além disso, outro aspecto que ainda precisa ser analisado ¢ a quantificagdo do
ino6culo viral. Esses dados poderdo ser futuramente obtidos pelo método da PCR em tempo
real. Através dessa quantificagdo ¢ possivel definir se o SfGV tem capacidade de produzir
grandes quantidades de corpos de oclusdo, o que comprovaria sua eficidcia no uso para o
controle da S. frugiperda. Além disso, ainda seria possivel avaliar o efeito enhancer que os
granulovirus produzem na infectividade dos nucleopoliedrovirus, gerando material para novas

estratégias de controle bioldgico de pragas agricolas.
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