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Interacao entre Bacillus thuringiensis e outros
entomopatogenos no controle de Spodoptera frugiperda
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RESUMO. Avaliou-se em laboratério a interagio de isolados de Bacillus thuringiensis com Beauveria bassiana,
Heterorhabditis sp., Nomuraea rileyi e um virus de poliedrose nuclear (VPN), no controle da lagarta-do-car-
tucho, Spodoptera frugiperda. Para a realizacdo do bioensaios utilizou-se a concentragéo de 3 x 108 esporos/mL
para os isolados de B. thuringiensis (ESALQ 2.4, 3.7 e 8.7); para o nematdide Heterorhabditis sp. foram uti-
lizados cerca de 500, 2500 e 7500 juvenis infectivos (JI)/mL; para os fungos B. bassiana (isolados ESALQ 1074,
1115,1117 € 1284) e N. rileyi (isolado ESALQ N1) utilizou-se 1 x 108 conidios/mL; e para o VPN foram testados
cerca de 48 x 10° e 24 x 10° corpos de inclusdes virais (civ)/mL. Para os bioensaios de interagio utilizou-se a
aplicacdo seqiiencial dos entomopatdgenos, com dois dias de intervalo entre os tratamentos. Observou-se que
entre B. thuringiensis e Heterorhabditis sp. ocorreu interagdo positiva, variando de efeito aditivo a sinergismo
subaditivo, de acordo com a concentrag¢do do nematdéide. Entre B. thuringiensis € os fungos entomopatogénicos
foi verificada interacdo negativa (antagonismo) e entre o VPN e B. thuringiensis a interagio foi negativa e
positiva (efeito aditivo), dependendo da concentracdo do virus.

Palabras chaves: Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana, Heterorhabditis sp., Nomuraea rileyi, virus de
poliedrose nuclear (VPN).

RESUMEN. Interaccion de Bacillus thuringiensis y otros entomopatogenos en el control de Spodoptera
Jrugiperda. Se evalué en laboratorio la interaccion de aislamientos de Bacillus thuringiensis con Beauveria
bassiana, Heterorhabditis sp., Nomuraea rileyi y un virus de poliedrosis nuclear (VPN), en el control del gusano
cogollero, Spodoptera frugiperda. En los bioensayos se utilizé una concentracién de 3 x 103 esporas/mL para
los aislamientos de B. thuringiensis (ESALQ 2.4, 3.7 y 8.7); para el nematodo Heterorhabditis sp. se utilizaron
cerca de 500, 2500 y 7500 juveniles infectivos (JT)/mL; para los hongos B. bassiana (aislamientos ESALQ 1074,
1115, 1117 y 1284) y N. rileyi (aislamiento ESALQ N1) se utiliz una suspension de 1 x 10® conidios/mL; y
para el VPN se evaluaron cerca de 48 x 10° y 24 x 10° cuerpos de inclusién virales/mL. En los bioensayos de
interaccion se realizé la aplicaciéon secuencial de los entomopatdgenos, con dos dias de intervalo entre los
tratamientos. Se observé interaccion positiva entre B. thuringiensis y Heterorhabditis sp., variando de efecto
aditivo a sinergismo subaditivo, en funciéon de la concentracién del nematodo. Entre B. thuringiensis y los
hongos entomopatégenos se verificd interaccion negativa (antagonismo) y entre el VPN y B. thuringiensis la
interaccion fue negativa o positiva (efecto aditivo), dependiendo de la concentracién del virus.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana, Heterorhabditis sp., Nomuraea rileyi, virus de
poliedrosis nuclear (VPN).
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ABSTRACT. Interaction between Bacillus thuringiensis and other entomopatogens in the control of
Spodoptera frugiperda. The interaction between isolates of Bacillus thuringiensis with Beauveria bassiana,
Heterorhabditis sp., Nomuraea rileyi and a nuclear polyhedrosis virus (NVP) to control Spodoptera frugipedra
was evaluated in the laboratory. The bioassays used a concentration of 3 x 108 spores/mL for B. thuringiensis
isolates; 500, 2500 and 7500 infective juveniles per mL for the nematode Heterorhabdlitis sp.; for B. bassiana and
N. rileyi a suspension of 1 x 108 conidia/mL, and for the NVP 48 x 105 and 24 x 106 parasporal inclusion bodies
per mL. In the interaction bioassays we carried out a sequential application of entomopatogens, with a two-day
interval between treatments. There was a positive interaction between B. thuringiensis and Heterorhabditis
sp., varying from additive effect to subaditive synergism, depending on nematode concentration. Between B.
thuringiensis and the entomopatogenous fungi the interaction was negative (antagonism), and between the
NVP and B. thuringiensis it was negative or positive (additive effect), depending on virus concentration

Key words: Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana, Heterorhabditis sp., Nomuraea rileyi, nuclear polyhe-

drosis virus (NPV).

Introducao

A eficicia e especificidade das cepas de Bt e suas
toxinas no controle de insetos praga, favoreceu a
formulacdo de biopesticidas a base deste patdgeno e,
desde o primeiro produto lan¢ado na Franga em 1938,
mais de 100 formulagdes foram colocados no mercado
mundial, sendo atualmente responséveis por mais de
90% do faturamento com bioinseticidas. O continen-
te americano € responsavel por 50% deste mercado,
principalmente os Estados Unidos e Canadd e a
América Latina representa apenas 8 a 10% do total
(Tamez-Guerra et al. 2001).

Na América Latina, Cuba e México lideram a
utilizacdo de bioinseticidas a base de Bt contra varias
pragas na cultura do algodao, banana, batata, citros,
hortalicas, fumo, milho, pastagens. Estes sdo os tinicos
paises que tem producdo propria destes biopesticidas,
tornando-os competitivos em relacdo aos produtos
quimicos (Tamez-Guerra et al. 2001).

No Brasil utilizam-se produtos a base de Bt para o
controle de cerca de 30 pragas de importancia agricola,
porém a drea total em que estes produtos sdo aplicados
¢ apenas a terga parte do México e semelhante a de
Cuba, ou seja, cerca de 150.000 hectares (Souza 2001).
As principais limitacdes sdo o elevado custo, a conco-
rréncia com produtos quimicos e a falta de investimen-
tos dos setores publico e privado, no desenvolvimento
e formulagio destes produtos (Alves 1998a).

Dentre as pragas de grande importancia agricola
no Brasil, a lagarta-do-cartucho ocupa lugar de des-
taque, pois ataca algodao, alfafa, amendoim, arroz,
aveia, batata, batata doce, cana-de-acucar, hortalicas,
milho, soja e trigo, sendo mais comum em gramineas.
J4 na década de 20 foi relatada a presenca desta praga
em varios Estados brasileiros, causando severos danos
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em algumas culturas (Leiderman & Sauer 1953).
Segundo Cruz et al. (1999), as perdas causadas pela
lagarta-do-cartucho no Brasil atingem cerca de US$
40 milh&es por ano.

Em estudos iniciais, o Bt foi considerado pouco efi-
ciente no controle de S. frugiperda. Porém, mais recen-
temente, com os avancos proporcionados por novas téc-
nicas laboratoriais e maior interesse dos pesquisadores,
resultados positivos foram obtidos (Hernandez 1988,
Bohorova et al. 1996, Dias et al. 1999, Silva-Werneck et
al. 2000, Arango et al. 2002, Uribe et al. 2003).

Uma forma de incrementar a eficicia de entomo-
patégenos € utilizd-los em conjunto com inseticidas ou
outros agentes de controle bioldgico. A interagdo entre
inseticidas convencionais e produtos formulados com
Bacillus thuringiensis (Bt) foi amplamente estudada e,
em alguns casos, foram obtidos resultados satisfatdrios
(Benz 1971). Esta interacio baseia-se no principio de
que o inseticida convencional atua como agente estres-
sante do inseto, levando-o a adquirir ou ativar doencas
infecciosas, tornando-o mais suscetivel as toxinas do Bt.

Mais recentemente, o estudo da interagdo de bio-
inseticidas a base Bt e outros entomopatdgenos gan-
hou mais énfase (Glare & O’Callagham 2000). A com-
patibilidade com outros bioinseticidas ou com agentes
naturais de controle € importante no desenvolvimento
de estratégias que utilizam entomopatdgenos em pro-
gramas de Manejo Integrado de Pragas (Gardner et al.
1984). E essencial, nestes casos estudar as interacdes
potenciais, principalmente para viabiliza-l4s economi-
camente e também para avaliar seu impacto sobre o
ambiente. Porém, o estudo destas interacdes tem um
elevado grau de complexidade e as respostas sinérgi-
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cas sdo raras, mesmo em laboratério (Koppenhofer
& Kaya 1997). As mesmas dificuldades, até em maior
grau, sdo observadas em campo.

Apesar destas dificuldades, alguns estudos
de laboratério avaliaram o sinergismo de Bt com
outros entomopatogenos. Koppenhofen et al. (1999),
Koppernhofer & Kaia (1997) e Shamseldean & Ismail
(1997) estudam o efeito da interagdo do nematdide
entomopatogénico H. bacteriophora e Steinernema
glaseri com Bt, e observaram efeito sinérgico para
Cyclocephala hirta, C. pasadenae e Agrotis ipsilon,
respectivamente. A interacdo de virus entomopato-
génicos com Bt para o controle de espécies-praga ¢
o caso mais estudado de interagdo entre entomopa-
tégenos, envolvendo principalmente o controle de
Heliothis virescens, Spodoptera spp. e Trichoplusia ni
(Glare & O’Callagham 2000), porém os exemplos de
interacdo envolvendo S. frugiperda sao raros (Lopez-
Lastra et al. 1995). Estudos que avaliam as interagdes
de Bt com fungos entomopatogénicos sd30 escassos
(Ignoffo et al. 1980, El-Maghraby et al. 1988, Lewis &
Bing 1991) e apresentam resultados variaveis.

Com a finalidade de gerar mais informacdes
sobre a interagdo de Bt com outros entomopatdgenos,
este trabalho incluiu dois fungos entomopatogénicos
(Beauveria bassiana e Nomureae rileyi), um virus de
poliedrose nuclear (VPN) e um nematéide entomo-
patogénico (Heterorabditis sp.), principalmente, pela
sua reconhecida eficiéncia no controle da lagarta-do-
cartucho, como ser4 visto a seguir.

B. bassiana tem ampla distribuicdo geografica, &
mais freqiiente em insetos e em amostras de solo, sendo
encontrado no campo em coledpteros, lepidépteros,
hemipteros, dipteros, himendpteros e ortépteros. A
infec¢@o pode ocorrer por via oral, pelo tegumento ou
pelo espiraculo, sendo que 12 horas apds o contato com
o inseto, ocorre a germinagdo dos conidios. Decorridas
72 horas, o inseto pode ser totalmente colonizado,
advindo a morte em funcio da falta de nutrientes e
do actimulo de substancias toxicas. As condi¢des favo-
réaveis para o desenvolvimento da doenga sdo umidade
relativa em torno de 90% e temperatura entre 23 e 28
°C. O outro fungo, Nomuraea rileyi, ocorre natural-
mente sobre coledpteros, ortdpteros e, principalmente
lepidépteros. Este patégeno penetra no inseto via oral
ou pelo tegumento, sendo que a germinacio pode oco-
rrer em 12 horas e a invasdo da hemocele em 24 horas.
A colonizacdo e morte do hospedeiro ocorrem entre 3
a 5 dias e 6 a 7 dias, respectivamente (Alves 1998b).

Em relagdo a B. bassiana, embora no Brasil os
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relatos ndo sejam muitos (Castanheira et al. 1993),
trabalho desenvolvido Franga et al. (1989) mostra o
potencial deste patégeno para controlar a lagarta-
do-cartucho. Além desses trabalhos, Chonay (1988),
Lecuona (1999) e Lezama et al. (1996) relataram a
alta viruléncia deste fungo para a lagarta-do-cartucho
na Guatemala, México e Argentina, respectivamente.
A eficiéncia de N. rileyi no controle de S. frugiperda
foi relatada no exterior por Gladstone (1989), Lezama
et al. (1996), Lecuona (1999), sendo que no Brasil
também existem vdrios relatos (Habib & Patel 1990;
Moscardi et al. 1992).

No Brasil, a ocorréncia de um virus de poliedrose
nuclear (VPNSY) em S. frugiperda foi constatada em
1978 (Gerk et al. 1997), sendo que Moscardi (1998)
ressalta o potencial deste VPN para o manejo dessa
praga. Além disso, esse patégeno € indcuo ao meio e
favorece o desenvolvimento de popula¢des de inimi-
gos naturais. Por esses motivos foi o terceiro entomo-
patégeno a ser incluido neste trabalho.

Os baculovirus englobam o grupo de virus mais
estudados e utilizados como bioinseticida. Esse ento-
mopatdgeno t€ém como principal rota de infeccio
a ingestdo de alimento contaminado, com a subse-
quente liberacdo das particulas virais nas células
epiteliais do intestino médio, causando a morte do
inseto em poucos dias (Ribeiro et al. 1999). A fase
larval é a mais suscetivel a infec¢do, e o inseto pode
ser contaminado por meio dos ovos, espiradculos,
inimigos naturais, ou mais comumente pela via oral.
O aparecimento dos sintomas e¢ a morte do inseto
dependem de diversos fatores, como: idade do inse-
to, viruléncia do isolado e das condi¢des climaticas
(Valicente & Cruz 1991).

Os nematdides entomopatogénicos sdo orga-
nismos com grande potencial e ainda pouco explo-
rados, destacando-se os géneros Steinernema,
Heterorhabditis e Neosteinernema. Espécies de
Heterorhabditis tém como caracteristicas favoraveis:
capacidade de locomog¢do no solo a procura de hos-
pedeiros, ampla gama de hospedeiros, o que auxilia
na sua sobrevivéncia em campo, nao sdo patogénicos
a inimigos naturais e podem ser multiplicados tanto
in vivo como in vitro. Na fase de juvenis infectivos
os nematdides encapsulam células da bactéria sim-
bidntica e tém o trato digestivo desativado. Nesta
fase estdo aptos a suportar condi¢cdes ambientais
adversas, enquanto localizam um novo hospedeiro.
Quando isso ocorre, invadem o corpo do inseto atra-
vés de aberturas naturais, ou até mesmo através da
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cuticula intacta. Ao alcancarem a cavidade do corpo,
liberam na hemolinfa células da bactéria simbion-
tica, as quais multiplicam-se rapidamente e matam
o inseto por septicemia em aproximadamente 24 a
48 horas. Entdo os nematodides se desenvolvem, ali-
mentando-se da bactéria e alcangam o estdgio adulto
(Ferraz 1998).

Molina-Ochoa et al. (1996) estudaram a eficién-
cia de diferentes espécies de nematdides entomopa-
togénicos para S. frugiperda, e constataram que H.
bacteriophora foi mais eficaz para a fase larval, causan-
do 65% de mortalidade em lagartas de segundo instar.

Koppenhofer et al. (1999) e Koppenhofer &
Kaya (1970) ressaltam que o efeito sinérgico entre
os nematdides entomopatogénicos e Bt japonensis,
para o controle de C. hirta e C. pasadenae, tanto em
casa de vegetacdo como em campo, foi maior quando
os entomopatdgenos foram aplicados em sequéncia,
com intervalo de sete dias entre a aplicagdo dos
tratamentos, e que os estdgios mais suscetiveis dos
insetos sdo os primeiros instares larvais. Os autores
afirmam que as larvas inoculadas com Bt japonensis
estressam devido a presenga do patdgeno, ficando
mais suscetiveis a acdo do nematéide, posteriormen-
te aplicado.

Na América Latina, a empresa Probioma (Bolivia)
comercializa Heterorhabditis spp. com 0 nome comer-
cial Probione para o controle de Spodoptera sp., Plutella
xylostella, Trichoplusia ni, Pseudoplusia incluidens,
Diaphania hyalinata, Leptophobia sp., Phyllophaga
sp., Diabrotica sp., Agrotis sp., Cylas formicarius,
Euscepes sp., Cosmopolites sordidus, Pachnaeus litus,
Hypothenemus hampei e Pseudococcidae em cerca de
20 culturas. Além da alta eficiéncia este nematdide
ndo apresenta efeito sobre insetos polinizadores; tem
capacidade de reproduzir-se em campo nos insetos que
parasita, portanto apresenta um controle duradouro;
pode ser utilizado em conjunto com outras medidas de
controle bioldgico; € capaz de se movimentar no solo
para encontrar o hospedeiro; pode ser aplicado por
meios convencionais e pode ser utilizado na agricultu-
ra orginica. A aplicacdo deste nematdide € feita com
esponjas (40/ha), sendo que cada esponja contém cerca
de 3 milhdes de nematoides. Poinar (1971), ressalta que
fatores fisicos do solo podem influenciar a eficiéncia
dos nematdides entomopatogénicos. Entre estes fato-
res, o autor afirma que a alta umidade do solo € essen-
cial para a longevidade satisfatéria destes nematoides.

Neste trabalho, avaliou-se em laboratdrio o efei-
to da interacdo dos fungos entomopatogénicos B.
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bassiana e N. rileyi, de um virus de poliedrose nuclear
de S. frugiperda (VPNSf) e do nematdide entomopa-
togénico Heterorhabditis sp. com isolados de Bt no
controle de S. frugiperda.

Material e métodos

Testes de patogenicidade de Bt para Spodoptera
Jfrugiperda

Para os testes de interagdo com outros entomopa-
tégenos foram utilizados 3 isolados (ESALQ 2.4,
3.7 e 87) de Bt previamente selecionados para S.
frugiperda, pertencentes ao Banco de Patégenos do
Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de
Insetos, ESALQ (USP), Piracicaba-SP (Brasil). Estes
isolados foram selecionados pois causaram mortali-
dade acima de 50% para a lagarta-do-cartucho em
trabalhos anteriores.

Para os testes de interacdo estes isolados foram
multiplicados em meio de cultura BHI (Infusdo de
Cérebro e Coragdo — Caldo BHI da AZ Labor) a
28 °C, e 180 rpm por 76 horas para um crescimento
padriao dos mesmos. Apds a lise bacteriana, a mistura
contendo esporos, cristais e células vegetativas foi
submetida a trés centrifugacoes consecutivas (5.000
rpm por 20 minutos), a fim de eliminar o meio de cul-
tura e lavar o concentrado obtido, eliminando toxinas
extra-celulares como as 3-exotoxinas.

Apé6s a multiplicacdo do isolado, uma aliquota
de 1 mL foi diluida 1000 vezes em &dgua destilada
esterilizada, e a concentracido de esporos foi determi-
nada conforme método descrito por Alves & Moraes
(1998). Para os bioensaios, uma aliquota de 100
uL de suspensdo de Bt na concentragdo de 3 x 108
esporos/mL, foi aplicada na superficie do disco de
dieta artificial (Burton & Perkins 1972), previamente
distribuida em placas de acrilico. Apds a evaporacdo
do excesso de agua, 1 lagarta de segundo instar foi
colocada na superficie de cada recipiente contendo
a dieta com Bt. Os insetos foram individualizados (1
por recipiente) devido ao hédbito canibal do inseto.
Foram utilizadas 45 lagartas, distribuidas em 3 repe-
ticdoes em cada tratamento. No lote correspondente a
testemunha foi aplicada 4gua destilada e esterilizada,
em volume equivalente aos lotes tratados. A criagdo
dos insetos para realizacdo dos bioensaios foi feita no
Laboratoério de Resisténcia de Plantas a Insetos, onde
as lagartas foram alimentadas em dieta artificial de
Burton & Perkins (1972) e os adultos com solucdo de
acticar 10%.
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Avaliacio da interacdo de Brf com outros entomopato-
genos para o controle de Spodoptera frugiperda
Avaliagdo da interacdo do nematéide entomopato-
génico (Heterorhabditis sp.) e Bt

O nematoéide foi isolado de amostra de solo procedente
de campo de citros na regido de Itapetininga-SP. Para
manutencdo e utilizacdo nos bioensaios 0 mesmo foi
produzido in vitro pelo método da esponja (Bedding
1981) no Instituto Biolégico em Campinas - SP.

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de
Patologia e Controle Microbiano de Insetos (ESALQ-
USP). A camara de Peters foi utilizada para a determi-
nagéo das concentracdes de cerca de 500, 2500 e 7500
juvenis infectivos (JI)/mL, o que corresponde a aproxi-
madamente 108, 5 x 108 e 1,6 x 10° JI /ha. Para obter
estes valores, utilizou-se uma suspensdo preparada a
partir da esponjas utilizadas na criagdo do nematoéide.
Estes valores sdo utilizados para estudos laboratoriais
visando ao controle de larvas do besouro da raiz dos
citros (Naupactus sp.) (Leite et al. 2003) e serviram
de referéncia na conducdo destes bioensaios. Cada
concentracio foi aplicada sobre papel filtro colocado
no interior de placa de Petri plastica (5,0 x 1,5 cm),
utilizando-se 45 placas por tratamento, divididas em 3
repeti¢des. Na testemunha foi utilizada dgua destilada
esterilizada, adaptado de Molina-Ochoa et al. (1996).
Ap6s a aplicacio dos tratamentos as lagartas de segun-
do instar foram individualizadas no interior das placas.

Nos bioensaios de interagdo, as lagartas foram
inicialmente submetidas a inoculacdo com Bt, e dois
dias apds foram transferidas para placas contendo
os nematdides. Conforme Gardner et al. (1984) e
Jaques & Morris (1981), a aplicacdo seqiiencial dos
tratamentos em estudos de interagcdo de entomopato-
genos tem maior probabilidade de éxito. Além disso,
esta transferéncia foi necessaria devido aos diferentes
substratos utilizados nos experimentos.

Avaliagdo da interacdo entre fungos entomopatogénicos
(B. bassiana e N. rileyi) x Bt
Para B. bassiana foram testados os isolados 1074,
1115, 1117 e 1284, pertencentes ao Banco de
Entomopatégenos do Laboratério de Patologia e
Controle Microbiano de Insetos (ESALQ/USP). O
isolado de N. rileyi (ESALQ N1), utilizado nos expe-
rimentos foi obtido durante coleta de lagartas na
drea experimental do Departamento de Entomologia,
Fitopatologia e Zoologia Agricola (ESALQ/USP).
Para os fungos entomopatogénicos, foram testadas
45 lagartas de segundo instar da populac@o de Sdo Paulo,
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distribuidas em 3 repeti¢des e uma testemunha. Para a
realizagdo dos bioensaios o isolado foi repicado e multi-
plicado em meio de cultura M.C. (0,18 g KH,PO,, 0,525
g Na,HPO,, 0,30 g MgSO,, 0,50 g KCl, 5,0 g Glicose,
0,79 g NaNO;, 2,5 g extrato de levedura, 10 g g 4gar, 1 L
dgua destilada). Uma suspensao de 100 uL do pat6geno,
na concentracio de 1 x 10% conidios/mL (utilizada para
discriminar isolados patogénicos), foi aplicada na super-
ficie do disco de dieta artificial (Burton & Perkins 1972),
previamente distribuida em placas de acrilico (35 mm de
didmetro). Ap6s a evaporagio do excesso de umidade, as
lagartas foram acondicionadas individualmente. No lote
correspondente a testemunha foi aplicada dgua destilada
e esterilizada, em volume equivalente aos lotes tratados.

Assim como nos bioensaios envolvendo Bt e
Heterorhabditis sp., neste caso a aplicacdo dos trata-
mentos foi realizada com dois dias de intervalo, sendo
inicialmente aplicado o Bt e, posteriormente os fun-
gos entomopatogénicos.

Avaliacdo da interacdo entre Virus de Poliedrose
Nuclear de S. frugiperda (VPNSf) x Bt

O virus de Poliedrose Nuclear (VPNSf) foi obtido
junto a Embrapa de Milho e Sorgo (Sete Lagoas -
MG). Para a realizagdo dos testes foram utilizadas 45
lagartas de segundo instar de S. frugiperda. Foram uti-
lizadas as concentragdes de 48 x 103 e 24 x 10° corpos
de inclusdes virais (civ)/mL, correspondentes a 2,5 x
10! e 1,25 x 10'2 cip/ha (Cruz et al. 1996), na formu-
lagdo de p6 molhdvel. Um aliquota de 0,1 mL destas
concentracdes foi aplicada sobre a superficie da dieta
artificial (Burton & Perkins 1972).

Assim como no bioensaio de interagdo anterior,
neste caso a aplicagdo dos tratamentos foi realizada
com dois dias de intervalo, sendo inicialmente aplica-
do o Bt e, posteriormente o virus.

Em todos os bioensaios, o acondicionamento do
material foi feito em camara incubadora tipo B.O.D.,
regulada para 25 10,5 °C, 65 £10% de UR e 12 horas de
fotofase. Os tratamentos foram avaliados diariamente
até o 8° dia (Bt e nematdide e sua interacdo) e 12° dia
(fungos, virus e sua interagdo com Bt) apds a aplicacio.

Analise e interpretaciao dos dados

A mortalidade foi corrigida conforme Abbott (1925)

e para avaliacdo do grau de interacio entre os ento-

mopatdgenos foi adaptada terminologia utilizada por

Benz (1971):

1 - Sinergismo independente: é um sistema onde os
dois componentes atuam de maneira indepen-
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dente, sem interferéncia entre eles. A mortalidade
(%) resultante deste sinergismo pode ser expressa
por: A, ,=A, + A (1- A;/100), onde: A, e A, cor-
respondem a mortalidade causada pelos agentes 1
e 2, respectivamente.

Sinergismo suplementar: é um sistema com dois
componentes efetivos que em conjunto produzem
um efeito maior que a soma algébrica dos efeitos
independentes (A ,, > A, + A)).

Sinergismo subaditivo: € um sistema onde os
dois componentes atuando em conjunto produzem
um efeito maior que o sinergismo independente,
porém menor que a soma algébrica dos dois efeitos
individuais.

Efeito aditivo: é um sistema onde os dois compo-
nentes atuando em conjunto produzem um leve
incremento no seu efeito, em relagdo a atuacdo dos
componentes individuais, porém insuficiente para
ser considerado sinergismo.

Antagonismo: é um sistema onde a intera¢do dos
elementos produz um efeito menor do que suas
atuacdes individuais. Neste caso a interacao e con-
siderada negativa, enquanto que nos outros quatro
exemplos, acima citados, € considerada positiva.

[\S]
1

W
1

N
1

9]
1

Resultados e discussao
Interacio do nematéide
(Heterorhabditis sp.) e Bt

No estudo da interagdo entre os isolados de Bt e o nema-
téide entomopatogénico Heterorhabditis sp., verificou-
se interacdo positiva entre os isolados de Bt testados e as
concentragdes do nematdide (Tabela 1). Para os isolados
ESALQ 2.4 e 8.7 o aumento da concentracdo do nema-

entomopatogénico

téide determinou a efeito sinérgico entre os entomopa-
tdégenos, uma vez que o sinergismo subaditivo somente
foi obtido na maior concentracdo deste, enquanto que
nas demais foi observado efeito aditivo. Para o isolado
ESALQ 3.7 foi possivel apenas determinar que houve
interagdo positiva entre este isolado e o nematoéide, em
todas as concentracdes. Este fato se deve a alta morta-
lidade individual causada pelos agentes envolvidos. Em
geral, este elevado grau de interagdo positiva pode se
explicado, em parte, pela rdpida acio destes dois pato-
genos (Baur et al. 1998, Knowles 1994).

Em relagdo a alta atividade do nematdide para a
lagarta-do-cartucho (60-80% de mortalidade), estes
dados corroboram com os obtidos por Molina-Ochoa
et al. (1996), que estudando a eficiéncia de diferentes
espécies de nematdides para S. frugiperda, verificou
que H. bacteriophora na concentragdo de 100 nema-
téides/mL, causou mortalidade de 64,7% em lagartas
desta espécie.

Heterorhabditis spp. associam-se a bactérias, com as
quais estabelecem relagdo mutualistica, oferecendo pro-
tecdo a bactéria fora do corpo do hospedeiro e transpor-
tando seus vetores, do cadaver de um inseto, ao hemo-
celoma de outro. Ja as bactérias servem de alimento aos
nematoéides, provendo-lhes meio nutritivo adequado ao
desenvolvimento e a reproducao (Ferraz 1998).

O processo infectivo destes entomopatdgenos
ainda ndo foi totalmente elucidado (Ribeiro et al.
1999), porém o cadaver fica entdo tomado por ver-
dadeira “sopa bacteriana”, ou seja, um meio rico em
nutrientes constituido pelas bactérias e por tecidos ja
desorganizados do inseto, a partir do qual os nematoi-
des alimentam-se e desenvolvem-se.

Tabela 1. Interagao entre Bacillus thuringiensis (ESALQ 2.4, 3.7 e 8.7) e 0 nematbide Heterorhabditis sp. (108, 5 x 108 e 1,6 x
109 juvenis infectivos/ha) no controle de lagartas de segundo instar de Spodoptera frugiperda

Entomopatégenos Mortalidade corrigida (%) Tipo de interacao
ESALQ 2.4 55,00 £ 4,0 -
ESALQ 3.7 82,00 £ 3,0 -
ESALQ 8.7 62,00 + 4,5 -
Nematoide 1 (108 JI/ha) 66,66 * 3,0 -
Nematobide 2 (5 x 108 JI/ha) 80,00 £ 2,5 -
Nematoide 3 (1,6 x 10° JI/ha) 80,00+ 7,0 -
ESALQ 2.4 x nematoide 1 77,00 £ 9,5 efeito aditivo

ESALQ 2.4 x nematoide 2
ESALQ 2.4 x nematoide 3

sinergismo subaditivo
sinergismo subaditivo

ESALQ 3.7 x nematoide 1 97,50 + 4,0 interagao positiva
ESALQ 3.7 x nematbide 2 91,00 £ 2,0 interacao positiva
ESALQ 3.7 x nematoide 3 100,00 interacao positiva
ESALQ 8.7 x nematoide 1 79,00+ 1,5 efeito aditivo
ESALQ 8.7 x nematoide 2 97,00 + 3,0 efeito aditivo
ESALQ 8.7 x nematobide 3 100,00 sinergismo subaditivo
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Quando os dois microrganismos sdo aplicados
ao mesmo tempo, o nematdide afeta menos as larvas,
pois uma proporg¢ado destas conseguem resistir ao seu
ataque utilizando mecanismos fisiolégicos e estrutu-
rais defensivos. Além do mais, durante esta defesa
a larva cessa sua alimentacdo, ingerindo menos B,
reduzindo significativamente o efeito deste patégeno
(Benz 1971; Ribeiro et al. 1999). Portanto, nesta inte-
racdo, o estresse inicial causado pelo Bt é essencial
para que ocorra interacdo positiva (efeito aditivo
ou sinergismo) entre os agentes de controle, assim
como foi observado por (Koppenhofer et al. 1999 e
Koppenhofer & Kaya 1970). O intervalo de dois dias
entre a aplicagdo dos tratamentos nos bioensaios rea-
lizados no presente estudo, foi suficiente para favore-
cer o efeito sinérgico entre os tratamentos.

A defesa dos insetos aos nematdides inclui: supres-
sdo pelas células responsdveis pela primeira linha de
defesa (hemdcitos), inibi¢do causada pelos peptideos
antibacterianos produzidos pelo inseto e supressdo pela
atividade da feniloxidases (substancias antimicrobia-
nas). O modo como estes mecanismos de defesa atuam
ainda ndo foi totalmente esclarecido, mas estes com-
pdem uma série de respostas fisioldgicas complexas,
cuja intensidade varia de acordo com o hospedeiro e o
patdgeno envolvidos (Ribeiro et al. 1999).

Embora neste trabalho tenha sido observado
sinergismo entre os isolados de Bt e Heterorhabditis
sp., o mesmo nado foi verificado com o nematéi-
de entomopatogénico Steinernema carpocapse e Bt
kurstaki no controle da traga-das-cruciferas (Plutella
xylostella). Ao contréario, Baur et al. (1999) verifica-
ram efeito antagdnico entre estes dois patdgenos para
uma linhagem de P. xylostella resistente a Bt.

Isto mostra que existe uma série de fatores que
influenciam o sucesso de da interacdo entre Bt e
nematdéides entomopatogénicos. Talvez a mais impor-
tante delas seja a agressividade do nematéide, pois
este desencadeia uma série de eventos comportamen-
tais no inseto que determinam sua suscetibilidade ao
outro patégeno envolvido na interagio.

Fungos entomopatogénicos (Beauveria bassiana e
Nomuraea rileyi) x Bt

A interacdo entre os isolados e os fungos entomopato-
génicos resultou em antagonismo entre os agentes de
controle. Este efeito antagdnico foi mais severo entre
os isolados ESALQ 2.4 e ESALQ 3.7, pois o efeito da
interacdo foi menor do que a atividade individual destes
isolados, indicando que, neste caso, os fungos inibiram a
acdo do Bt. O mesmo efeito foi observado para o isolado
ESALQ 8.7, porém em menor intensidade (Tabela 2).

Tabela 2. Interagao entre Bacillus thuringiensis (ESALQ 2.4, 3.7 e 8.7) e fungos entomopatogénicos (Beauveria bassiana 1074, 1115,
1117 e 1284; Nomurae rileyi ESALQ N1) para o controle de lagartas de segundo instar de Spodoptera frugiperda

Entomopatégenos Mortalidade corrigida (%) Tipo de interagao

ESALQ 2.4 53,00 £5,0 -

ESALQ 3.7 80,00 £ 6,4 -

ESALQ 8.7 61,00 + 7,1 -

Beauveria bassiana 1 (1074) 30,00 £ 5,2 -

Beauveria bassiana 2 (1115) 33,00 £3,7 -

Beauveria bassiana 3 (1117) 45,00+ 2,5 -

Beauveria bassiana 4 (1284) 40,00 + 4,5 -

Nomuraea rileyi (ESALQ N1) 33,00 £4,5 -
ESALQ 2.4 x Beauveria bassiana 1 43,00 + 3,2 antagonismo
ESALQ 2.4 x Beauveria bassiana 2 33,00+ 2,0 antagonismo
ESALQ 2.4 x Beauveria bassiana 3 38,00 £ 3,0 antagonismo
ESALQ 2.4 x Beauveria bassiana 4 41,00 + 3,0 antagonismo
ESALQ 3.7 x Beauveria bassiana 1 43,50 + 4,5 antagonismo
ESALQ 3.7 x Beauveria bassiana 2 29,00 + 3,0 antagonismo
ESALQ 3.7 x Beauveria bassiana 3 53,00 £ 4,0 antagonismo
ESALQ 3.7 x Beauveria bassiana 4 47,00+ 5,0 antagonismo
ESALQ 8.7 x Beauveria bassiana 1 49,00+ 7,0 antagonismo
ESALQ 8.7 x Beauveria bassiana 2 57,00 £ 2,0 antagonismo
ESALQ 8.7 x Beauveria bassiana 3 54,00 =+ 3,0 antagonismo
ESALQ 8.7 x Beauveria bassiana 4 58,00 + 3,0 antagonismo
ESALQ 2.4 x ESALQ N1 40,00 £ 3,5 antagonismo
ESALQ 3.7 x ESALQ N1 42,00+ 4,0 antagonismo
ESALQ 8.7 x ESALQ N1 45,00+ 5,0 antagonismo

30
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A inibicdo da agdo do Bt, pode ser devida a
diminuicao da ingestido do alimento com Bt quando o
fungo ¢ inoculado no inseto, devido ao inicio de uma
série de reacgdes fisioldgicas envolvidas no mecanismo
de defesa do inseto, assim como foi verificado para a
interacdo Heterorhabditis sp. e Bt. Outra explicacdo
pode ser a competicdo entre os entomopatdégenos
pelo hospedeiro (Glare & O’Callagham 2000).

O Bt que atua por ingestdo tém sua acdo inicial-
mente limitada ao aparelho digestivo do inseto, porém
com a reducdo do pH intestinal, causada pela acdo das
toxinas Cry, os esporos disseminam-se pelo corpo do
inseto, causando contaminagdo generalizada (Glare &
O’Callagham 2000). E neste momento que pode ocorrer
a competicdo com os fungos entomopatogénicos, duran-
te a colonizacdo do hospedeiro pelos fungos, quando
suas estruturas envolvidas neste processo encontram os
esporos do Bt. A colonizagdo do fungo ocorre apds a
penetracdo do tegumento do inseto e caracteriza-se pelo
engrossamento da hifa que penetra no hospedeiro e sua
ramificacéo, inicialmente no tegumento e posteriormen-
te na hemocele do hospedeiro (Alves 1998).

Com relagio a acio destes fungos sobre a lagarta-do-
cartucho, Gardner & Fuxa (1980) e Gardner et al. (1984)
observaram mortalidade semelhante (30 a 45%) em
estudos de laboratério. Os autores ressaltam que embora
estes microrganismos sejam freqiientemente encontrados
infectando lagartas no campo, sua viruléncia € reduzida,
sendo necessdria a realizacdo de bioensaios de selegdo
para a obteng¢io de um isolado mais eficaz.

Resultadossemelhantesnainteracdoentre B. bassiana
e Bt foram verificados por El-Magharaby et al. (1988). Os
autores observaram o antagonismo entre os patogenos no
sistema parasitéide x hospedeiro, Microplitis/Spodoptera.
Segundo os autores, esta interacdo negativa, € resultante
da incompatibilidade entre os microrganismos.

De acordo com Krieg (1971), estudos realizados
com o objetivo de utilizar B. bassiana e Bt no contro-
le de ortépteros e coledpteros, obtiveram resultados
pouco satisfatérios. Do mesmo modo, Lewis & Bing
(1991), realizaram um programa em campo para o
controle de Ostrinia nubilalis utilizando-se Bt kurstaki
e B. bassiana. Os autores ndo observaram efeito posi-
tivo ou negativo quando aplicaram os dois tratamen-
tos ao mesmo tempo, sendo que os resultados foram
altamente satisfatérios nas combinacdes testadas. Os
resultados da literatura aqui citados e os obtidos neste
trabalho indicam que a interag@o entre fungos e Bt
pode resultar em efeitos varidveis. Provavelmente,
esta variacdo estd ligada a variagdo entre as subespé-
cies e/ou toxinas e também a espécie de inseto com a
qual foram realizados os testes.

Interacio de um Virus de Poliedrose Nuclear de S.
Jfrugiperda (VPNS/) x Bt

Neste estudo a interagdo entre os agentes de con-
trole variou de positiva (efeito aditivo) a antagodnica
(negativa) (Tabela 3). Entre os isolados ESALQ 2.4 e
ESALQ 8.7 e a maior concentracao do virus foi obser-
vado um leve efeito aditivo, enquanto que nos demais
casos foram verificados efeitos antagdnicos. Neste
caso fica claro que o sucesso da interacdo depende
da concentragdo do virus, sendo que, aparentemente,
quanto maior a concentragdo maior a possibilidade de
interacdo positiva.

A infeccdo das lagartas pelo baculovirus ocorre
pela ingestdo de alimento contaminado com corpos
de inclusdo virais, que sdo solubilizados no intestino
médio do inseto, liberando os virions. Estes infectam as
células epiteliais em cujos nucleos, os virus se replicam,
resultando num segundo tipo viral com a capacidade
de infectar outros tecidos, como a hemolinfa e através

Tabela 3. Interagao entre Bacillus thuringiensis (ESALQ 2.4, 3.7 e 8.7) e um virus de poliedrose nuclear (2,5 x 10" e
1,25 x 10'2 poliedros/ha) para o controle de lagartas de segundo instar de Spodoptera frugiperda

Entomopatégenos Mortalidade corrigida (%) Tipo de interacao

ESALQ 2.4 59,00 + 4,0 -

ESALQ 3.7 87,00+ 3,5 -

ESALQ 8.7 64,00 £ 2,0 -

VPNSf 1 (2,5 x 10" poliedros/ha) 75,00 + 3,0 -

VPNSf 2 (1,25 x 10'? poliedros/ha) 66,00 + 3,5 -
ESALQ 2.4 x VPNSf 1 60,00 £ 4,0 antagonismo
ESALQ 2.4 x VPNSf 2 68,00+ 2,5 efeito aditivo
ESALQ 3.7 x VPNSf 1 66,50 + 3,0 antagonismo
ESALQ 3.7 x VPNSf 2 79,00 £5,0 antagonismo
ESALQ 8.7 x VPNSf 1 58,00 + 6,0 antagonismo
ESALQ 8.7 x VPNSf 2 77,00 + 4,0 efeito aditivo
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desta acarretar a infecgdo sistémica (Andrade et al.
2003). O intestino médio também € o local de agdo das
toxinas do Bt (Knowles 1994). Este fato pode explicar o
antagonismo na interacdo entre o virus e o Bt.

Resultados diferentes aos obtidos neste trabalho
foram verificados por Lopez-Lastra et al. (1995). Em
condicdes de campo, os autores observaram que na
interacdo entre a toxina CrylAc e um virus de polie-
drose nuclear no controle de S. frugiperda nao resul-
tou em efeito sinérgico nem antagodnico.

Devido a alta eficiéncia deste patégeno no contro-
le de S. frugiperda (Valicente & Cruz 1991, Cruz et al.
2000), um programa nacional de utilizacdo de VPNSf
foi implementado pela Embrapa Milho e Sorgo, utili-
zando-se um isolado tao eficiente quanto os inseticidas
convencionais. Neste programa a multiplicagio do
VPN foi feita em lagartas de S. frugiperda criadas indi-
vidualmente, em dieta artificial, e posterior formulagiao
do patégeno como pé-molhavel, para distribuicdo aos
produtores de milho. O produto biolégico & atual-
mente utilizado em pequena escala no Brasil, mas os
aperfeicoamentos realizados, principalmente quanto a
producdo e utilizagio, indicam possibilidade de aumen-
to gradativo da sua utilizagdo (Moscardi 1998).

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo
com as observacgdes feitas por Benz (1971). Este autor
afirma que é ndo € apropriado fazer generalizagoes
sobre a interagdo entre entomopatdgenos, pois mui-
tas vezes o resultado da interagdo depende mais das
concentracdes utilizadas do que do patégeno utiliza-
do. Além disso, a falta de padronizacdo dos termos
utilizados nestes estudos dificulta a interpretacio e
comparacido dos resultados.

A variagdo nos resultados obtidos nestes expe-
rimentos mostra que a interacdo entre entomo-
patégenos e outros agentes de controle pode ser
um instrumento importante no controle de pragas
importantes, como é o caso de S. frugiperda. No
entanto, deve-se verificar se esta interagdo ocorre
em condicdes de campo, onde fatores bidticos e
abiéticos podem afetar significativamente a acido dos
agentes de controle. Devido a complexidade de fato-
res no ambiente natural, a definicdo dos pardmetros
a serem avaliados a campo € importante para evitar
desperdicio de material, tempo e trabalho. Em siste-
mas agricolas com uso constante de bioinseticidas e
cujas pragas sdo reguladas por outros patdgenos, que
atuam como agentes do controle bioldgico natural,
os estudos de suas interagdes devem ser considera-
dos com maior énfase.
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