UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JJLIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

AVALIACAO DO TaV (THYRINTEINA ARNOBIA ViRUS) NO
CONTROLE DE Thyrinteina arnobia (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE)

CASS ANO ORLATO

Dissatacdo aqoresentada a  Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP — Campus
de Botucau, para obtencdo do titulo de
Mestre em Agonomia - Area de
Concentracdo em Protecéo de Plantas.

BOTUCATU - P
Marco - 2002



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JJLIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

AVALIACAO DO TaV (THYRINTEINA ARNOBIA ViRUS) NO
CONTROLE DE Thyrinteina arnobia (L EPIDOPTERA: GEOMETRIDAE)

CASSIANO ORLATO
Engenheiro Florestal

Orientador: Prof. Dr. Carlos Frederico Wilcken

Dissartacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP -
Campus de Botucau, para obtencdo do
titlo de Mestre em Agronomia — Area de
Concentracdo em Protecdo de Plantas.

BOTUCATU - SP
Marco - 2002



A meu pa,
Armdindo Orl&to.
A minhamée,
SOniaMaria Picolo Orlato.
OFERECO

A DEUS,
AGRADECO

A minhaavo,
Helena Corréa Picolo.
Em memdria de meus avs,
Eden Fcolo,
Jodo Orlato,
Maria Aparecida Bagnara

DEDICO



“As Multiddes Fervilhantes’

“ O organismo dos insetos, sob quaisguer critérios, deve ser reconhecido como amas
perfeita de todas as solugdes encontradas para o problema da sobrevivénciana Terra. Os
insgtos proliferam tanto nos desertos como nas florestas; vivem perfeitamente nadando sob
aagua ou arrastando-se na escuridéo perpétua de cavernas profundas. Voam acimados
picos do Himdaia e etd em niimero surpreendente no gelo eterno das caotas polares. O
ndmero de insstos exigente no mundo esta muito dém de quaquer possive computo.
Alguém tentou cdcular e condluiu que possvelmente existe a cada momento mais de um
queatrilhdo. Ou sga, para cada ser humano vivo existe cercade 1 milh&o de insetos, cujo
peso reunido ultrapassa doze vezes o de um homem”.

David Attenborough “ A Vida na Terra” (1979)
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RESUMO

O presente trabdho teve como objeivo avdiad o uso do Tav
(Thyrinteina arnobia virus) no controle de lagatas de Thyrinteina arnobia (Sal, 1782)
(Lepidoptera  Geometridee), em condigdes de laboratorio e de semi-campo. Os experimentos
foram conduzidos no Laboradrio de Entomologia Horetd do Depatamento de Producéo
Vegetd, Setor de Defesa Fitossanitéaia, e em aea expeimentd de floresta de Eucalyptus
grandis, na Faculdade de Ciéncias Agronbmicas (FCA), Universdade Edadud Pauliga
(UNESP), em Botucau — SP. No ldboradrio, o Tav foi mutiplicado, purificado e
quantificado. Diferentes concentragdes de TaV, obtides a partir do purificado concentrado,
foram submetidas a testes de controle de lagartas @& T. arnobia, em condigdes de laboratdrio e
de semi-campo. No laboratdrio, a patogenicidade do TaV fol avdiada sobre diferentes indtares
larvas de T. arnobia. Experimentos de semi-campo foram ingddados no inverno de 2000 e no
vado de 2001, sendo o TaV pulveizado em plantas de E. grandis. As folhas pulverizadas
foram coletadas em dias diferentes, e oferecidas a lagatas de T. arnobia no laboratdrio.

Verificorse que o TaV foi capaz de infectar e matar lagartas de T. arnobia de 2°, 3, 4° e 5



ingares, em condigdes de laboradrio (temperatura de 25+05 °C, umidade rddiva de 70+10%
e fotofase de 13 horas). Os gntomas de contaminagdo foram obsarvados em 100 % das
lagartas que ingeriram folhas de E. grandis contaminadas com virus. Também foi condatada
uma dta mortdidade para as lagartas infectadas, gpresentando taxas que varialam de 90 a 100
%. O efato do Tav foi mas intenso sobre lagatas de 2° e 3 indares, contaminando-as e
matando-as mais rgpidamente, quando comparadas as de 4° e 5° indares. Nos experimentos de
semi-campo, os resultados demondraram que o TaV fol cgpaz de infectar e matar lagartas de
T. arnobia de 4° indar, mas 0 TLsp foi condderado prolongado. O aumento do tempo letd
(TLsy) foi dirgtamente proporciond ao aumento do periodo decorrido entre a aplicacdo do

virus e as coletas de folhas no campo.



EVALUATION OF TaVv (THYRINTEINA ARNOBIA VIRUS) IN CONTROL OF

Thyrinteina arnobia (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE)

Author: Cassano Orlato

Adviser: CarlosFrederico Wilcken

SUMMARY

The present work amed to evauate the use of TaVv (Thyrinteina
anobia virus) in control of Thyrinteina arnobia caepillas (Stoll, 1782) (Lepidoptera
Geomeridee), in laboratory conditions and fidd. The expeiments were conducted in the
Forex Entomology Laboraiory of Plant Production Depatment, and in an experimentd area
with Eucalyptus grandis, in the Sdo Paulo State Universty (UNESP), in Botucatu — SP. In
laboratory, the Tav was multiplied, purified and quantified. Different concentrations of TaV,
obtained from the concentrated purified, were submitted to T. arnobia caterpillars test
controls, in laboraorid conditions and fidd. In the laboratory, the pathogenicity of TaV was
evduated over different larvd ingars of T. arnobia. Fidd experiments were inddled in winter
(20000 and summer (2001), sraying TaV in E. grandis plants. The sprayed leaves were
collected in different days and offered to the T. arnobia caterpillars in the laboratory. It was
observed that TaV was able to infect and kil 22¢, 39 41 and 5 ingtars T. arnobia caterpillars,
in laboratory conditions (temperature of 25+05 °C, rdaive humidity of 70+10% and 13 hours

photo phasg). The contamination symptoms were observed in 100 % of caterpillars that had



ingested the leaves of E. grandis contaminated by virus It was observed a high mortdity to
the infected caterpillars, varying from 90 to 100 %. The effect of TaV was stronger to the 24
and 3¢ ingars caterpillars, contaminating and killing them faster, when compared to 4% and 5%
ingars. In field experiments, the results demonstrated that TaV was able to infect and kill 4%
indar T. arnobia caerpillars, but the LTsp was consdered extended. The increase of lethd
time (LTso) was directly proportiond to the increese of period between the virus gpplication

and the leaves collectsiin the field.



1. INTRODUCAO

O género Eucalyptus, da familia Myrtecese, € origin&io da Audrdia
onde exigtem cerca de 600 espécies diferentes, e Indonésia, sendo introduzido no Brasl em
1862, no municipio de Amparo — SP. No ano de 1909, a Companhia Paulida de Edradas de
Ferro utilizou-o em larga escdla para a producéo de dormentes. (Andrade, 1928).

A corrida por novas fontes energétices fez com que o Brasl se
antecipasse a um grande nUmero de paises no uso da madera como combugive, sendo que,
no find da década de 70, ja representava 21,5 % do consumo globad de enegia (Brito &
Barichdo, 1979).

Atudmente, o eucdipto é a egpéce floretd mas utilizada em
reflorestamentos homogéneos no Brasl, sendo que a &ea totd ocupada pela cultura em 1999
erade 2.965.880 ha, dos quais 574.150 hastuavamse no estado de Séo Paulo (SBS, 2000).

No Brasl, a familia Myrtacese eda representada por um grande
nimero de expécies de plantas desta forma todo um complexo de insstos passou a

desenvolver no eucdipto, apesar dessa ser uma planta exdtica Devido ao fato das florestas de



Eucalyptus serem cultivadas de forma intensva em grandes aress, estas e80 mais sujeitas aos
atagues de pragas (Wilcken, 1991).

Com 0 aumento da &ea de cultivo do eucdipto, 0 nimero de instos
naivos que s adgptam a e aumenta rapidamente. Como a maoria das monoculturas, as
florestas de eucdipto tém S&ios problemas com prages. Entre as principas pragas do
eucdipto et@0 as formigas cortaderas e as lagatas desfolhadoras, sendo edtas Ultimas as de
maor importancia econdmica (Beti Flho, 1974; Peres Hlho, 1989). Segundo Berti Flho
(1978), 0 nimero de expécies de lepiddpteros desfolhadores chega a 117, podendo ocorrer
aurtos leves ou violentos

A lagataparda Thyrinteina arnobia (Stdl, 1782) (Lepidoptera
Geometridae) € condderada o principd lepiddptero desfolhador das florestas brasleiras de
eucdipto (Anjos et d., 1987). Atudmente as consequéncias dos danos desta epécie-praga S0
maiores, devido aos recentes surtos ocorridos no Estado de Séo Paulo (Wilcken, 1996).

Dentre as praicas Uutilizadas paa o controle de lepiddpteros
desfolhadores de eucdipto, destacase o controle bioldgico. Zanuncio et d. (1993) citam que o
controle bioldgico consste na regulacdo do nimero de plantas e animas por inimigos naturas,
0S quas £ condituem nos agentes de mortdidade bidtica Neste contexto enquadrase o
controle microbiano, que consse na utilizacdo raciond de patdgenos visando a manutencdo
da populaco das pragas aniveis néo preudicias (Alves, 1936).

Dentre os entomopatégenos Uutilizados destacamrse os virus, devido a
sua dta especificidade aos invertebrados e a sua eficéncia no controle de insetos, sendo que,
no Brasl, € desanvolvido o maor programa de uso de bioinsgticida vird no controle de uma

praga. E 0 caso do Baculovirus anticarsa (AgMNPV) para o controle da lagarta-cb-soja



Anticarsa gemmatalis, edimendo-se audmente que a golicacdo dese bioinsdicida ainja
mais de 1 milh&o de hectares de soja, em todo o pais (Alves, 1998).

As plantagfes floretais B0 caracterizadas por um ecossigtema fragil,
normamente condituido de macigos extensos e que englobam outros nichos  ecoldgicos
(Zanuncio e d., 1993). Deda forma, devemos sempre buscar dternativas de controle que
minimizem ou andem o0s impactos ambientas provocados por uma possive  golicacdo de
inseticida

Uma dterndiva com potencid futuro para o controle bioldgico de T.
arnobia em florestas de eucdipto € a utilizagdo do Tav (Thyrinteina arnobia virus) como
bioinstticida Tedes anteriores com 0 TaV goresentaram bons resultados, sendo  também
congtatada a sua ocorréncia natural no campo.

O presete trabdho teve como objetivo avdiar 0 uo do Tav no

controle de lagartas de T. arnobia, em condigdes de laboratdrio e de semi-campo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) e espécies

florestais hospedeiras

De acordo com Beti Flho (1978), o género Thyrinteina Mdoschler,
1890, é condituido por 6 egpécies, ocorrendo no Brasil Thyrinteina arnobia (Stdll, 1782), T.
leucoceraea (Rindge, 1961) e T. schadeana (Schaus, 1927).

Chiardli (1943) cita que T. arnobia ocorre desde a América Centra e
Antilhas Ocidentais aé a Argentina Segundo Berti Flho (1974) e Santos e d. (1983), essa
espécie ocorre em quase todaa América do Sul e parte da América Centrdl.

No Brasl, Anjos & d. (1987) citam regisros dese inssto na Bahia,
Pernambuco, S20 Paulo, Rio de Janeiro, Santa Caaina, Amazonas, Minas Geras e Espirito
Santo.

A relacdo de plantas hospedeiras para T. arnobia no Brasil € bagtante

edudada para as egpécies de eucdipto, sendo os estudos com hospedeiros nativos escasos.



Como hospedeiros exdticos, no Brasl, sdo lisdadas as espécies de Eucalyptus rostrata, E.
resinifera, E. urophylla, E. citriodora, E. grandis, E. tereticornis, E. saligna e E. cloeziana.
Como hospeddros ndivos S0 citados a congonha-dos-sertdes ou  congonha-do-bugre
(Villaresia congonha), dém das egpécies floredtais nativas locdizadas a0 redor ou no sub
bosque de eucdiptas tas como parterra (Qualea ), tingui (Mogonia pubenscens),
goisbairas (Psdium guajava), cagatera (Eugenia disinterica), murid (Byrsonima sp.), assa
peixe (Vernonia sp.) e angico-canga ha (Peltophorumsp.) (Zanuncio et d., 1993).

T. arnobia é uma das pragas regponsivels pea queda da produtividede
na cultura do eucdipto. Também conhecida por lagata “mede-pdmo’, seus surtos S0 mas
evidentes em solos de baxa fetlidade naurd (areias quartzosas, laossolos e podzdlicos
dicos), onde 0 edtado nutriciond das florestas causa digUrbios que podem tormd-las mas
suscetivels ao atague das lagartas (Berti Filho, 1974).

Zanuncio ¢ d. (1994) andisyam os principas lepidopteros (priménios
e secundaios) associados com Eucalyptus spp. em nove regides do sudeste brasileiro. Foram
identificadas 11 prages primaias e 40 secundaias, sendo que a maoria das epécies
encontrada foi das familias Seturniidee, Geometridee, Arctiidee e Notodontidee. T. arnobia e
outras prages da familia Geometridee e Eupseudosoma involuta (Arctiidee) foram relatadas
ocorrendo  principdmente durante o periodo seco do ano, de mao a sgtembro, enquanto 0s
saturnideos e notodontideos estiveram presentes durante 0 ano todo.

De acordo com Rindge (1961), também os adultos de T. arnobia sdo
encontrados em atividade durante todos os meses do ano. O mesmo fa observado por Baena

(1982) aravés de um levantamento com armeadilha luminosa durante dois anos.



Alves & d. (1994) redizaram um estudo de mao de 1991 a auil de
1992, no municipio de Niquddndia — GO, idetificando que T. arnobia é uma praga primé&ia
dos eucdiptos (Eucalyptus camaldulensis e E. urophylla), sendo encontrada com dta
fregUiéncia em armadilhas luminosss.

Oliveira et d. (1984) demondraram que, com rdacdo a0 aaque de T.
arnobia, no etado de Minas Geras, E. grandis e E. saligna sdo & egpécies mas suscetive's,
E. urophylla e E cloeziana sfo suscetives, E. pelita, E. pilularis, E. citriodora, E.
paniculata, E. tereticornis e E. pyrocarpa s&0 pouco resigentes; e E. camaldulensis é
dtamente resgente. Entretanto, no esado de S&o Paulo, Wilcken (1996) conduiu que E.
grandis, E. urophylla, E. saligna e E. cloeziana s suscetiveis, E. citriodora, E.
camaldulensis e E. tordliana so intermedi&ios; e E. dunni e E. globulus Sho resistentes.

Com rdacdo aos dntomas em eucdipto, Pigetti & d. (1962) e Beti
Filho (1974) observaram que o aague comega na pate infeior da copa das &vores e
prossegue a@é os ponteiros. Beti Filho (1974) menciona ainda que o aague tem inicio na
bordadura do tah&o, avancando poderiormente para 0 seu interior. Pigati e d. (1962) citam
também que as lagartas atacam em blocos esparsos, estendendo-se a grandes ress.

Segundo Macedo (1975), as lagatas s dimentam da folhagem com
grande voracidade, inicidmente ragpando as folhas e mais tarde devorando-as totamente. De
acordo com Gdlo et d. (1988), as lagatas comem as folhas das avores de forma a dexa-las
totdmente desfolhadas € quando os surtos se repetem, podem padisar 0 crescimento das

plantas pelos desfolhamentos sucessvos.



As lagatas de T. arnobia sfo aidas comedoras de folhas e quando
su dague € intenso, e na fdta de dimento, das passam a devorar as folhas da vegetacéo
nativa exigtente nas proximidades e no sub-bosque da floresta de eucdipto (Santos, 1978).

A praga € de efeito arasador em plantacdes novas de eucdipto, mas
danifica também avores mas vehas (Barbidlini, 1950). Segundo Macedo (1975), em Itu —
SP, na Fazenda Nossa Senhora da Conceicdn, os tahdes de E. citriodora mais atacados
edavan com 6,5 anos, e os tdhdes vizinhos com 25 anos goresentavam a praga em menor
quantidade. Por edte fato, observarse que T. arnobia € uma praga que ndo escolhe idade,
dacando também plantios novos principdmente quando estes s encontram  proximos  de
plaitios mas vehos onde a praga ja desenvolveu uma populacdo suficiente para dispersar e
infestar novas &eas (Anjos et d., 1987).

Pantios com baxa incidéncia de lagatas proporcionam uma dificl
observacdo da presenca destes insetos, devido a dtura das &vores, e s condituem num
qguadro cdamitoso quando a aea jA estd completamente desfolhada (Prguizos.. 1973). Este
fao é reforcado por Beti Flho (1974), citando que o aaque O é percebido quando a maoria
das lagartas ja dingiu o0 5° indar, pdo aumento SUbito de desfolhamento e pdo ruido da queda
das suas fezes.

Segundo Berti Flho (1974), na fase lavd, T. arnobia consome em
média 12058 cnf de &ea foliar por lagarta, sendo que este ataque SO é notado quando as
lagatas jA etéo desenvolvidas, devido a0 fao de que as injUrias goresentadas SG0 pouco
notadas nos primeiros ingares, mas quintuplicam do quarto para o quinto indar.

De acordo com Oda & Berti Flho (1978) um aague de T. arnobia

causa uma perda média de volume de madeira de 40,4% (25,6 mi/ha) para 100% de desfolha



e 132% (83 nilha) para &vores com 50% de desfolha, em povoamentos de E. salignacom
2,5a35 anos de idade.

Seggundo Beti Filho (1974), o periodo embrion&io de T. arnobia dura
10 dias e goresenta uma viabilidade de 94,70%. As lagartas gpresentam 6 indares, sendo que,
no Ultimo indar, essas atingem 50 mm de comprimento. A duracdo média da fase lavd é de
26,8 dias a uma temperaura de 25 °C. A pupa mede aoroximadamente 18 mm (machos) e 28
mm (fémeas), e a duracdo média deste estagio € de 9,3 dias, variando de 7 a 10 dias No caso
dos adultos, a longevidade média é de 34 dias para 0s machos e de 7 dias paa as fémeas O
cido de vida de T. arnobia, desde ovo até adulto € em média, de 53,1 dias para as fémess e de
49,5 dias para os machos.

Santos et d. (2000), edudando o desenvolvimento de lagartas de T.
arnobia, em condigdes de laboradrio, verificaam que a duracdo média do periodo larvd foi
de 37 dias, para machos e fémess que se dimentaram de folhas de E. urophylla. A fase de
pupa gpresentou uma duragdo média de 10,7 e 94 dias paa machos e fémess,

respectivamente.

2.2. Principais grupos de vir us entomopatogénicos

Sggundo o dtimo rdadrio do ICTV (Comité Internaciond de
Taxonomia de Virus), de 1995, os virus que infectam insatos podem s divididos em 5 grupos
didintos. O grupo “A” é compodo por virus com DNA de fita dupla (dsDNA), o grupo “B”

por virus com DNA de fita amples (sSDNA), o grupo “C” € formado por virus com RNA de



fita dupla (dsRNA), o grupo “D” mr virus de RNA de fita smples (sSRNA), sentido negativo,
€0 grupo “E” por virus de sSRNA, sentido positivo (Ribeiro et d., 1998).

Entre os virus de dsDNA encontramse as familiass Poxviridee,
Iridoviridee, Polydnaviridee e Baculoviridee, sendo eda Ultima a de maor interese em
entomologia gplicada, representada pelos  géneros  Nucleopolyhedrovirus  (NPV) e
Granulovirus (GV). Baculoviridee goresenta nucleocapsideo  hedlicoidd, em forma de
bastonete, com 30 a 35 nm de didmetro e 250 a 300 nm de comprimento, envolto por uma
membrana (Ribeiro et d., 1998).

Os Nucleopolyhedrovirus o os que indizem a formacdo da
poliedrose nudear, cujos poliedros medem de 015 a 15 mm de didmetro, sendo que
audmente sfo conhecidos NPV’'s em pdo menos 7 ordens de insgtos e uma ordem de
crustéceos. Os Granulovirus sfo formados por particulas smilares as do NPV, mas oclusss
individudmente, formando granulos com cerca de 0,15 x 05 nm, sendo encontrados somente
em lepidopteros (Ribeiro et d., 1998).

Sobre os virus de ssSDNA, Ribero & d. (1998) citam que o grupo é
composto por uma Unica familia, chamada Parvovirideg, compreendendo virus isométricos de
18 a 26 nm. Os pavovirus tém ddo encontrados em dictiopteros, dipteros, lepiddpteros,
odonatos e ortopteros, goresentando potencid para uso como bioinsticida

Os virus de dsRNA o representados pelas familiass Reoviridee e
Birnaviridee. A familia Reoviridee € compoda por virus que tém particulas isoméricas de 60
a 80 nm de didmetro, sendo formada por véios géneros, dos quais apenas Cypovirus infecta
exdusvamente insstos Na familia Birnaviridee sfo encontrados virus isoméricos, com 60

nm de diametro (Ribeiro et d., 1998).
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Ribero & 4d. (1998 dtan que a familiass Rhabdoviridee,
Bunyaviridee, e 0 género Tenuivirus (sem familia desgneda), compdem o grupo dos virus de
sSRNA, satido negaivo. Rhabdoviridee apresenta particulas viras baciliformes, de 45 a 100
nm x 100 a 430 nm, e podem infectar os atropodos vetores (mosguitos, acaros, pulgdes e
cigarrinhas).

Os virus de sSRNA, sntido postivo, ed@o digribuidos em 6 familias
diferentes, sendo PFocornaviridee, Cdiciviridee, Nodaviridee, Teraviridee, Haviviridee e
Togaviridee. Os virus da familia Picornaviridee apresentam particulas isoméricas, com 22 a
30 nm de diametro, sendo encontrados vaios virus que infectam insgtos mes anda sem
definicdo  taxondmica Nodaviridee é compoda por virus que infectam somente insetos
(coledpteros, lepiddpteros e dipteros), goresentando particulas de 30 nm de didmetro. JA os
virus da familia Teraviridee, com paticulas isomérices de 40 nm, infectan somente
lepidopteros (saturniideos, limacodideos e noctuideos) (Ribeiro et d., 1998).

Segundo Scotti (1994), os picornavirus de insstos s2o particulas que
contémn RNA no genoma Esses virus compreendem trés principas grupos virus da padisa
em grilos (CrPV), Drosophila C virus (DCV) e Gonometa virus (GoV). Séo virus de RNA
esdudados com propriedades compardvels & dos virus de vertebrados que tém dSdo
formadmente aceitos como parentes da familia Picornaviridee. S8o virus extremamente
pequencs, com fita Unica ou dupla de RNA no genoma O tamanho destes virus varia em torno
de 25 a 35 nm de diametro, com formas isométricas néo envelopadas.

Nascimento (2001), redizou 0 esudo de caracterizacdo do virus de T.
arnobia (TaV), andisando, no microscopio eetrdnico, preparagdes purificadas obtides a partir

de lagatas infectadas, sendo encontradas, predominantemente, particulas isoméricas de 30



nm de diametro, e em menor quantidade, particulas isométricas de 15 a 17 nm de diémetro.
Edas Ultimas anda ndo tém natureza esclarecida, mas € possive que eas representem um
virus satdlite do TaV.

Particulas de 25 a 30 nm, semdhantes as encontradas em preparactes
purificadas do TaV, foram encontrades com fregqiiéncia no epitdio do intesino de lagartas
infectadas, mas ndo de sadias As paticulas foram também notadas no lUmen do intestino,
juto & microvilosdades, e no dtoplasma das cdulas epitdias do intetino, gerdmente
formando agregados paracrigdinos (Nascimento, 2001).

Segundo Nascimento (2001), as paticulas isoméricas de 30 nm de
didmetro, encontradas nas sugpensdes de virus e nos tecidos do intestino de lagartes,
representam 0 TaV, e sugerem que edte virus pode petencer a familia Picornaviridae

juntamente com outros virus descritos para outras espécies de insetos.

2.3. Modo de acao e disseminagao dos virus entomopatogénicos

De uma forma gerd, 0 modo de acdo dos virus entomopatogénicos
basda-se na ingestéo dos poliedros que cottém os virions (paticulas de virus), por via ord,
aravés da ingestdo de folhas, caules de plantas ou mesmo pea ingestdo do cdrion dos ovos,
edta Ultima restringindo-se aos insetos recém eclodidos (Alves, 1986).

Alves (1986) descreve que, em condigbes dcdines (pH > 7,5) do tubo
digetivo (mentero), os poliedros sfo dissolvidos, liberando os virions, que em contato com
a microvilosdades intestinais, liberam os cgpsideos nas cdulas epitdiais do intestino. Nessas

cdulas ocorre a “infecgdo primarid’, caracterizada por multiplicacdo, sendo que as paticulas



recém formadas podem dingir outros tecidos suscetiveis do hospedeiro, onde ocorrerd a
producdo de grande quantidade de nucleocapsidecs e poderiormente, a formacdo de cridas
Eda grande producdo de crigdals caracteriza a “infeccd secundaid’, provocando o
rompimento da parede cdular.

De acordo com Alves (1986), durante a infeccdo secundaia ocorre a
disseminacdo dos virus, onde os insgtos liberam grandes quantidades de poliedros aravés dos
liquidos regurgitados e dos excrementos pastosos, que representam  importantes fontes de
indculo para outros insgtos que vivem no mesmo habitat. Outra fonte de indculo € 0 inseto
morto, em esado de podridéo, importante para a manutencdo das epizootias. Moscardi (1986)
cita que o processo, desde ainfeccéo aé amorte dalagarta, duraem médiade 6 a7 dias.

Para os virus da familia Picornaviridee, a replicacdo ocorre no
complexo asodado com a membrana citoplasmédica O inicio da infeccdo ocorre com a
ligacBo do virion ap receptor especifico, encaxado na unidade da membrana plasméica A
RNA trandferase desencadeia 0 processo de transcricio do RNA vird no genoma da cdula
hospedeira O RNA vird liberado passa a a@uar junto ao ribossomo, induzindo a formacéo da
RNA transferase (Rueckert, 1996).

Nascimento (2001) descreve que, gparentemente, a infeccdo pdo TaVv
s limita a0 epitdio do intestino, embora mais exames devam s requeridos para confirmar
ede fao. A presenca dos CMV’s (corpos multivesculares) representa uma caracteristica
marcante da infeccdo pelo TaV, e as vesiculas em seus interiores tavez representem o Sitio de

replicacéo do RNA vird.
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2.4. Controle microbiano de pragas florestais utilizando vir us entomopatogénicos

Em floretas, insetos da ordem Lepidoptera sujeitos a aplicacdo de
beculovirus induem Lymantria dispar, Orgyia pseudotsugata, Choristoneura fumiferana, C.
occidentalis, C. pinus, Panolis flammea e Hyphantrea cunea (Moscardi, 1999).

Uma das primeras tentdivas de utilizacdo de virus para o controle de
insetos ocorreu em 1942, com a introducdo de um virus de poliedrose nudear (NPV) em
populagdes de Lymantria monacha em florestas de Pinus na Alemanha (Huber, 1986).

Em 1944, Bdch e Bird rdaaram a importanca do controle neturd
exercido por um NPV de Gilpinia hercyniae (Hymenoptera), introduzido acidentamente no
Canada junto com parasitides importados da Europa para o controle bioldgico do inseto. Os
autores sugeriram a introducdo do NPV em &ess onde o patdgeno anda nédo havia s
edabdecido, com a findidade de aumentar o controle naurd de G. hercyniae (Moscardi,
1998). Este € o0 mas importante exemplo de controle bioldgico désico de insgtos por
baculoviroses. Nenhuma medida de controle tem Sdo requerida contra G. hercyniae no
Canad& durante os Ultimos 50 anos (Cunningham, 1995; citado por Moscardi, 1999).

Um virus da familia Pcornaviridee foi encontrado causando uma
epizootia em Gonometa podocarpi (Lepidoptera Lasocampidae) na Uganda, em floretas de
Pinus patula, no ano de 1970. O virus foi isolado e caracterizado, e o nome Gonometa virus
(GoV) foi proposto por Scotti (1994). O virus foi recuperado de larvas e pupas infectadas e foi
muito eficiente no controle das populagdes da praga no campo (Scotti, 1994).

Orgyia pseudotsugata McDunn, O. antiqgua (L.) e O. mixta Sn.

(Lepidopterac Lymantriidee), prages de coniferas na Ameéica do Norte, que ocorrem



comumente nas regifes oeste do Canadd e dos Edtados Unidos, S0 dtamente suscetiveis a
dois virus de poliedrose nudear, um de smples e outro de mutiplos virus envelopados
(respectivamente, SV e BV). O. leucostigma (J. E. Smith), espécie da regido orientd, foi
também infectada no campo pdo SV e atificidmente no laboratério com BV (Cunningham &
Hughes, 1976).

Uma pexuisa foi desenvolvida em Pseudotsugata menziesii sobre
aurtos da mariposa O. pseudotsugata em Idaho (EUA). O tratamento com NPV resultou em
diminuicdo nos nivels populacionais da praga (Stipe, 1988).

O. pseudotsugata dimenta-se vorazmente do abeto P. menzesii, sendo
capaz de desfolhar grandes éress florestais, causando a morte das avores durante o surto. O
mango utilizando OpNPV (virus de poliedrose nuclear) para controlar ede insgto, tem
reduzido sgnificativamente a mortaidade e 0 desfolhamento das arvores (Otvos et d., 1998).

De acordo com Otvos & d. (1998), estudos tém demondrado que a
introducdo do OpNPV no inicio do surto reduz efetivamente os danos as &vores. Algumas
caacterisicas do OpNPV sio citadas, tas como: dta especificdade (infecta somente a
espécie dvo), infeccdo dtamente efetiva (causa grande mortaidade das larvas), sua infeccéo
causa epizootia, com acéo relaivamente lenta, levando de 6 a 8 semanas para matar as larvas.

Moscardi (1998) cita que o NPV de O. pseudotsugata fo registrado
em 1976 nos EUA com o nome comercid de “TM Biocontrol 1" e no Canadd, com o nome de
“Virtuss'; citado também por Cunningham (1995).

Cunningham (1995) cita que surtos de O. pseudotsugata ocorridos na
Columbia Briténica, no Canada e no Ul do Novo México, o diminados com epizodtias de

NPV, mas ndo antes de s&ios prguizos e avores mortas. Ambos, virus de nucdeocgpsideo



smples (SNPV) e virus de miltiplos nudeocgpsideos (MNPV), foram isolados de lavas do
insglo. Em 1983, o MNPV foi utilizado pdo Sevico Horestd do Canedd sendo aplicado na
dose de 25 x 10'* PIB / ha num volume de 10 litros / ha, embora hgja evidéncias de que doses
menores proporcionem resultados satisfadrios. Entre 1971 e 1982, 1508 ha foram tratados
com “TM Biocontrol 1" nos EUA e Canada, e entre 1974 e 1982, 165 ha foram tratados com
“Virtuss’ no Canada

Em 1974, no Jpdo, fo regidrado o produto “Matusukemin”, baseado
em CPV (virus de poliedrose citoplasmética), sendo utilizado para o controle de Dendrolimus
Spectabilis em cerca de 3.300 ha de florestas de Pinus no Jgpéo e China, com um bom controle
do inseto (Moscardi, 1998).

Smimoff & d. (1977) ctam que lavas mortas de Glena bisulca
Rindge (Lepidoptera Geometridee), um s&io desfolhador de Cupressus ludtanica, foram
coletadas na Coldmbia durante o inverno de 1975, edando infectadas com um virus de
granulose. O virus, do género Baculovirus, foi encontrado com cdpsulas normd eirregular.

Microorganigmos patogénicos € nd  paogénicos, induindo  fungos
bactérias, virus e nemadides, foram isolados de 108 espécies de pragas coletadas em florestas
na Columbia Britnica, entre 1949 e 1969. O virus de poliedrose nudear e o virus de
granulose foram isolados de 53 egpécies (Morris, 1983).

Doane & McMarus (1981) discorrem sobre outro importante exemplo
bem sucedido de controle microbiano de uma praga florestd utilizando virus. Tratase do NPV
(virus de poliedrose nuclear) de Lymantria dispar (L.) (Lepidopteras Lymantriidae), conhecida

COMO a mariposa dgana ou “gypsy moth’, praga das floretas do nordeste dos Estados Unidos



e outras pates do mundo. A pesquisa extensva com padgenos, induindo B. thuringiensis e o
NPV, resultou no registro deste virus como um bioinseticida, em 1978.

Doane & McManus (1981) citan anda que a auséncda de efetos
ambientais maéficos e 0 potencid de auto perpetuacéo do virus aumentaram muito o seu vaor
como uma ferramenta no controle deL. dispar.

Em 1978, o Savico Horetd Americano (USDA) obteve o regisgro do
NPV de L. dispar, dravés da Agéncia de Protecdo Ambientd (EPA), com o nome de
“Gypchek”. Apds iso, 11.000 ha de florestas foram tratadas entre os anos de 1978 e 1993. O
produto € utilizado no Canadd, Europa e Estados Unidos (Reuveni, 1995).

Moscardi  (1998) cita que o “Gypchek” eda sendo produzido por
empresas privadas mediante convénio com o Servico Horestd Americano (USDA). De acordo
com Huber (1986), este bioinsdicida foi gplicado em goroximadamente 3.880 ha de florestas
nos EUA e no Canadd, entre 1976 e 1982. Preparagbes comercias desse NPV est@o sendo
utilizades na China e na antiga Unido Soviética, onde foram aplicadas em 53.000 ha, em 1978
(Moscardi, 1998).

Cunningham (1995) relaa que, no Canada, o primero surto s&io de L.
dispar ocorreu em Ont&io no ao de 1981. Em 1982, 63 ha foram pulveizados com
“Gypchek” proveniente do Servico Horestd do Canadd aravés do Sevico Horestd
Americano  (USDA). As pulverizagbes foram redizades quando as lavas edavam s
dimentando divamente, sendo que o intervalo entre duas gplicagbes foi de 3 a 5 dias. O uso
de NPV é preferido ecologicamente em areas sendivels, onde B. thuringiensis pode ter um

impacto em lepiddpteros néo dvos



Woods e d. (1989) cita que a importdncia da casca de avores
contaminada, na transmissfo do virus de poliedrose nucler para lavas de L. dispar fo
avdiada em condigdes de campo no Quercus velutina, em Massachusetts (EUA), durante maio
e outubro de 1985 e em mao de 1986. Logo gods uma epizootia larves de L. digpar,
emeagidas recentemente, foram retiradas de troncos de avores, os quais foram desinfetados
com hipodorito de sidio e pulverizados com o NPV (35 x 10° PIB / cnf). A mortdidade das
larvas devido a infeccdo vird foi rdacionada a0 grau de contaminacdo da supeficie da casca
das &vores de Q. velutina, indicando que a casca tem um importante pgpe na transmisso do
NPV, particularmente no ano seguinte a uma epizoctia

Murray & Elkinton (1990) também verificalam a importancia da casca
contaminada por NPV na transmissio da doenca para dtas denddades populacionais de L.
dispar, no ano sguinte a uma epizootia Foi observada maior mortdidade provocada peo
NPV em lavas do inssto eclodidas de massas de ovos colocadas em subdtratos da casca de
avores traada com virus, do que em lavas edodidas de massas de ovos colocadas em
subgtratos da casca sem tratamento.

Cunningham (1995) rdata que, entre 1971 e 1983, em florestas de
Pinus do Canad as lagatas dos ponteros Choristoneura fumiferana, C. occidentalise C.
pinus foram controlades através de pulverizacdo aérea de baculovirus em uma &ea em torno
de 2140 ha principdmente com NPV. Em outra &ea de 16 ha as mesmas pragas foram
controladas aravés da agplicacdo de GV. Nenhum registro de epizootia foi notificado nesa
regiéo.

Na Columbia Britanica, foi regidrado o aague da lagata C.

occidentalis, nos anos de 1976, 1978 e 1982, numa aea de 252 ha, sendo o controle redizado



aravés da pulverizacio de NPV. Em 1982, 172 ha foram tratados com GV. Estudos redizados
de 1982 a 1985 ndo conddaram o0 edabdecimento de epizootias por nenhum dos dois virus
(Cunningham, 1995).

lves & Cunningham (1980) rdaam que o virus de poliedrose foi
encontrado em larvas de Operophtera bruceata Hulgt (Lepidopteraa Geometridae) de dois
locais na Columbia Britinica em 1957. Foram redizados tetes de campo em trés damos
(Populus tremuloides), em Albeta em 1979. Nedas &vores o virus foi pulverizado na
concentragdo de 106-107 PIBs (corpos poliédricos de indusdo) / ml, em larvas de 1° indar; e
de 106, 107 e 108 PIBs / ml, em lavas de 2° e 3 indares num volume de gplicacdo de 350
litros / ha Todos os tratamentos proporcionaram dgum grau de protecdo contra o
desfolhamento.

Percy et d. (1983) cdtam um NPV do tipo multicapsideo e um virus de
poliedrose citoplasméica (CPV) infectando Nepytia freemani Munroe (Lep.. Geometridee),
umapragado pinheiro Pseudotsuga menziesii, na Columbia Britanica, em 1981.

Trés epécies de Lepidoptera, da familia Limacodidee, sGo conhecidas
como desfolhadoras de paméacess na Coda do Mafim: Latoia viridissma Halland, L. pallida
Moschl e Casphalia extranea Waker. Durante surtos de L. viridissma, o primero em junho
de 1979 e 0 ssgundo em setembro de 1983, epizootias naturals foram obsarvadas e as larvas
mortas foram coletadas. Foi condatado que o virus de L. viridissma é muito eficiente, sendo
que, em cinco dias gpds a infeccdo, a mortdidade atingiu 89 % das lavas (Fediere & 4d.,
1990).

Cumningham  (1990) mendona que lavas de  himendpteros

desfolhadores de floredtas, principdmente do género Neodiprion, induindo N. sertifer, N.



lecontei e N. suanei (Hymenoptera Diprionidag), tém Sdo controledas dravés de virus na
América do Norte e na Europa. O virus de poliedrose nudlear (NPV) de N. sertifer é o mas
utilizado, tendo sdo regisrado nos Edtados Unidos em 1983 com a marca “Neocheck”. Um
isolado do virus foi produzido na Finléndia pda empresa Kemira QOY, que aé 1982
comercidizou 0 NPV na regido dos paises escandinavos, para goroximadamente 9.000 ha de
florestas. Na Inglaterraeste NPV foi registrado com o nome de “Virox”.

Em 1976, na Suédia, foi redizada uma revisso gerd sobre controle
biolégico das prages florestas de importancia econdmica Eidmann (1976) cita que dentre os
métodos para o controle das prages estava inclusa a utilizacdo do NPV de N. sertifer.

A transmissio do NPV de N. sertifer ocorre através de dispersio, do
solo em direcdo a supeficie das folhas das plantas. Porém em florestas, onde a disténcia entre
0 s0lo e as folhas é grande, eda forma de tranamissio ndo é comum. Algumas possibilidades
de transmissfo podem ser por passaros que £ dimentam de larvas contaminadas na terra, e
por formigas (Olofsson, 1988)

O NPV de N. setifer é extremamente efetivo devido ao hahito
gregario das lagartas, onde a infeccdo de um individuo resulta na mortdidade totd da colonia
O virus infecta as cdulas epitdias do intestino médio, e as lagartas expdem os virus em suas
fezes e também regurgitamno (Cunningham, 1995).

Cunningham (1995) cita ainda que o virus é freqlientemente produzido
no campo em florestas intensamente infestadas. O NPV de N. sertifer tem ddo tedado e
operaciondmente utilizado em mas paises do que outros baculovirus, e nos Ultimos 40 anos,

desde 1949, pulverizagbes afress e taredres tém Sdo conduzides no Canadd EUA,
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Alemanha, Reno Unido, Finlandia Suéda, Noruega, RUssa, Audria, Poldnia, lugodévia e
Itdia

O himendptero N. lecontel é encontrado somente na América do Norte
e tem como caacterigica comum em rdagdo a praga do pinhero europeu (N. sertifer), o
hébito gregaio de suas lavas. N. lecontei € a principd praga das plantagdes de pinheiro
vemeaho, em Ont&io e Quebec. Um extensvo programa foi criado para o desenvolvimento
do SNPV no Canadd em 1976, e agplicagdes afreas foram conduzidas entre 1976 e 1980,
redizando-se testes de impacto toxicologico e ambientd (Cunningham, 1995).

Em 1983, uma formulacio do NPV de N. lecontel, denominada de
“Lecontvirus’, foi regidrada no Canadd Ede virus € produzido no campo aravés de
golicagbes em floredas de pinhero dtamente infetadas pelo insgto, sendo as larvas
moribundas coletadas e congdadas paa poderior liofilizacd, moagem e formulagéo
(Cunningham, 1990). Entre 1976 e 1993, 6.003 ha foram traados can “Lecontvirus’. A
dosagem recomendada foi de 5 x 10° OB / ha, com volume de aplicacéo de 10 litros / ha para
pulverizacdo aéreq, e de 20 litros/ ha para gplicages terrestres (Cunningham, 1995).

As expécies de instos desfolhadores do Pinus patula de maior
importéncia, em Pgpua Nova Guiné induem Lymantria ninayi (Lep.. Lymantriidee) e Alcis
papuensis (Lep.. Geometridag). Surtos destas duas espécies tém ocorrido, e as viroses o as
principais limitantes das popul agdes destes insetos (Roberts, 1987).

A cultura da casuaing, avore da familia Casuarinacese, no Egito, foi
aacada por muitos insetos dedtruidores de madeira, especidmente gpds os 14 ou 15 anos de
idade. As mas importantes pragas eram Kalotermes flavicollis, 1soptera, (atacando Casuarina

glauca, C. cunninghamiana e C. equisetifolia); Sromatium fulvum (atacando somente C.



glauca) e Macrotoma palmata (atacando C. glauca e C. equisetifolia). O virus de poliedrose
nuclear (NPV) foi citado como agente de controle biol6gico para cupins (Hassan et d., 1990).

Evans e d. (1991) citan que ates de 1973, a maiposa Panalis
flammea (Lepidoptera Noctuidee) era conhecida por niveis endémicos no pinhero escocés
(Pinus sylvestris), mas em meados de 1970 surtos deste insto foram descobertos em
plantacbes de pinharo exdtico (Pinus contorta), na Escocia Entre 1982 e 1988, foi redizado o
refinamento dos méodos de controle para 0 desenvolvimento e uso dterndivo de ingredientes
aivos, induindo Diflubenzuron e virus de poliedrose nudear (PINPV), e também o
aperfeicoamento dos equipamentos e técnicas de aplicacéo.

Cunningham (1995) rdaa que na Escocia ocorreu um surto em 1976,
em floreta de Pinus, no qua foram encontradas lagatas da maiposa P. flammea Fo
venificado que ede inseto é suscetivdl a0 Mamestra brasscae NPV. Na Escdcia, entre 1986 e
1988, o MbNPV fo pulverizado em goroximadamente 905 ha de floredas, utilizando-se a
dosagem de 22 x 10™ PIB / ha Em 1992, 100 ha na ilha de Lewis foram pulverizados com o
MbNPV, o qud foi adquirido da Russia.

Entre 1992 e 19%4, lavas e pupas de L. monacha (Lepidoptera
Lymantriidee), Dendrolimus pini  (Lep.. Lasocampidee) e Diprion smilis (Hym.
Diprionidee), de diferentes tdhfes floretas estavam infectados com o virus de poliedrose
nucear, em floretas de trés provinciass na Alemanha A proporcdo de individuos infectados
diferia dependendo da egpécie de hospedero, locdizacdo geogréfica e edtacdo dimdica
vaiando de 25 a 100 %, sendo a taxa de infecgd mas comum em torno de 75 %. Em

conjunto  com outros agentes biologicos, parastoides, predadores, bactérias e fungos



entomopatogénicos, 0S virus patogénicos a insetos devem ser utilizados para retardar surtos de
prages florestais (Gleisder, 1995).

Cunningham (1990), cdtado por Moscad (1998), agpresenta uma
revisso sobre 0 uso de agentes microbianos, incuindo virus para o controle de prages
florestais O autor destaca que os virus tém sSdo utilizados em pequena escda, muito aguém
do potencid de emprego desses agentes. 10 e deve a0 fao de que a sua producgéo é redizada
goenas por indituigdes governamentals, havendo a necessdade de interesse da inicidiva

privada para a expansio de sua producéo e uso em florestas.

2.5. Ocorréncia de virus entomopatogénicos em pragas florestais no Brasil

No Brasl, Alves (1986) cita a ocorréncia de adguns virus em prages de
florestas, com destaque paa o0 NPV (virus da poliedrose nuclear) e paa o GV (virus da
granulose) de T. arnobia, ocorrendo em condigdes de campo e de laboratdrio.

Larvas e pupas de Eupseudosoma aberrans (Lepidopteras Arctiidee) e
E. involuta foram coletadas em plantacbes de Eucalyptus sop., en Minas Gerais e Séo Paulo,
sendo levadas a0 laboratdrio. Sete insgtos parasitdides e 0 virus de poliedrose nucdear foram
obtidos, dos quas Legpesa . (Diptera Tachinidag), Brachymeria ovata (Hymenoptera
Chdcididee) e o NPV foram os maisimportantes (Ohashi & Berti Filho, 1988).

De acordo com Gdlo & d. (1988), dém do controle bioldgico de T.
arnobia com paadtdides e insdicdas bioldgicos a base de B. thuringiensis, as viroses

especificas também sdo eficientes.



Em 1976, no municipio de Corond Fabridano, MG, ocorreu um surto
da lagata Sabulodes caberata caberata em 300 ha de E. grandis e E. saligna, que fo
debelado pela acdo de uma doenca com caracterigticas virals, cujo agente causd néo foi
identificado (Zanuncio et d., 1993). Edte autor dta anda que, na regigo de Jodo Finheiro, MG,
no periodo de 1983/86, em condighes de campo, surgiu uma epizootia em lagates de T.
arnobia e que configurou como um dos eementos importantes para a reducéo da praga, sendo
gue dgumas empresas de reflorestamento da regido chegaram a redizar pulverizacdo em aess
infestadas pelo inseto com 0 macerado de lagartas infectadas.

Batista Perera e d. (1995), etudaam a mortdidade de T. arnobia
causda por paragtdides e entomopadgenos em plantios de E. grandis no municipio de
Itatinga - SP, verificando que a taxa de mortdidade, sem controle ambientd, era de 5 % paa
ovos, 62 % paa larvas e 14 % para pupas. A taxa de mortaidade de larvas e pupas era maor
em amodras coletadas na bordedura do tah& do que no interior, sendo observado um maior
percentud de entomopatdgenos também na bordadura do tahéo.

No cao de T. arnobia, o TaVv pode sr um importante agente de
controle microbiano, principdmente devido aos bons indices de controle proporcionados por
ede patdgeno, nd0 SO quando ocorre naturdmente no campo, mas também em tedes

preliminares de |aboratdrio e de semi-campo.



2.6. Utilizacgo de virus como méodo de controle biolégico de lagartas

desfolhador as de eucalipto

Zanuncio & d. (1993) dtam que os principas méodos de controle de
lagatas deffolhadoras de eucdipto podem s agrupados em: 1) controle  biolGgico
(parastOides, predadores e patOogenos); 2) controle etologico (bassedo nos edtudos de
fisologia dos instos); 3) controle fisco (fogo, armadilhas luminosas, ec); 4) controle
mecanico (coleta manud, bareras, €c); 5 controle quimico (insgticides quimicos); e 6)
controle por resgéncia de plantas. Quando o utilizados patdgenos (fungos, bactérias e virus)
paa o controle de uma determinada praga, 0 meétodo de controle bioldgico empregado pode
Ser chamado de controle microbiano.

PschornWadcher (1977) cita que para o plangamento de um programa
de controle bioldgico fazse necessrio edabelecer se a egpécie da praga € nativa ou
introduzida. Para isso devem s andisados os critérios histérico, geogréfico (distribuico),
ecolégico (epécies de insetos associadas ap ambiente humano), biolégico, taxonbmico e
parastolégico. O proximo passo, apds a descoberta sobre a natureza da praga, € estabdecer a
origem geogrdfica da espécie dvo. Em seguida, € necessaio edabdecer um invent&io, o mas
completo possive, de parasitos, predadores e patdgenos associados com a praga avo.

Alves (1998) dfirma que, para a maoria das prages importantes, exise
um patdgeno capaz de regular a sua populacdo, o0 que demondra 0 grande potencid do
controle microbiano. Os patdgenos que aacam as prages florestais aparecem naturamente,

podendo ocorrer enzooticamente ou provocar epizoatias que arrasam as popul agdes de insetos.



As viroses de insgtos tém ddo edudadas por muitos anos, devido ao
intrinseco interesse N0 estudo gerd de doencas de invertebrados € mas paticularmente, por
causa do seu potencid como agentes ambientamente benéficos no controle de prages (Evans,
1986).

Entwidle (1986) e Evans & Entwidle (1987), ctados por Cunningham
(1990), dfirmam que as viroses, trangmitides horizontdmente de insto paa insgto e
verticadmente de gerago para geracén, SB0 agentes dtamente convenientes para 0 controle de
pregas.

Os virus entomopatogénicos ocorrem naturdmente no campo, podendo
controlar parcid ou totdmente a populacio de lagartas desfolhadoras, mas, na maoria das
vezes de formatardia, quando a pragaja causou um dano expressvo (Zanuncio et d., 1993).

Virus de insetos sGo encontrados principdmente entre os |epiddpteras,
em eypécies petencentes as familias Arctiidae, Bombycidee, Geomelridee, Lasocampidae,
Lymantriidee, Nymphdlidae, Olethreutidee, Noctuidae, Peridag, Psychidae,
Thaumetopoeidae, Tineldee, e Tortricddaes em Tipula sop. (Diptera Tipulidee) e em
Mée olontha spp. (Coleoptera) (Stairs, 1972).

Burges et d. (1980), citados por Sant'Ana & Siva (1994), rdatam que
0 virus da poliedrose nudear (NPV) e o virus de granulose (GV) s conhecidos como
Baculovirus, sendo ambos sdetivos, efdivos, seguros e, sob condigbes favoravels, gpresentam
estabilidade.

Os Baculovirus ocorrem somente sobre o Filo Arthropoda, sendo que
Quase a totdidade pertence a dase Insecta (Alves, 1986). Os virus GV e NPV so

relativamente especificos em rdagdo aos seus hogpedeiros, sendo encontrados em muitos



insetos  economicamente importantes, principdmente em  lepidopteros e  himendpteros  (Fuxa,
1987).

Alves (1998) dirma que 0s virus entomopatiogénicos podem  ser
utilizados como inseticidas microbianos, em subdtituicio aos insgticides quimicos Os virus da
familia Baculoviridee tém Sdo isolados de mas de 700 invertebrados, induindo as ordens
Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Neuroptera, Trichoptera e Thysanura, assm
como em Crustacese (Murphy e d., 1995; dtado por Moscadi, 1999). Algumas de suas
caracterigticas, como especificidade e seguranca para organismos néo dvos, fazem com que os
Baculovirus s tornem agentes desgaveis nos programas de mango integrado de prages
(Moscardi, 1999).

De acordo com Alves (1986) os virus podem ser utilizados de trés
maneras no controle de prages floretas como insdicddas microbioldgicos ou  em
colonizacdo, ou em programes de mango integrado. O insdticida microbiologico  aua
independentemente da densdade populaciond da praga, devido as doses rdativamente dtes
Ja a cdonizacdo besda-se na tranderéncia de pequena quantidade de inéculo araves da
introducdo de instos contaminedos, cadaveres ou pulverizagbes do indculo em  populagdes
sadiass. O mango integrado se da pela interagdo entre grupos de patdgenos, patdgenos cam
parasitos e predadores, e a pouco estudada associacdo entre patdgenos e defensivos agricolas.

O mango integrado de prages (MIP) € mas ambientamente seguro do
que as tentatives para eradicar completamente as prages usando o controle quimico, assm o
controle biolégico € mais utilizado em programas de MIP (Hollander, 1991).

Insgticides microbianos S0 rgpidamente  inativados na supeficie de

folhas ou aciculas quando comparados a peasdéncia dos insdicidas quimicos, portanto, a



excoha do momento das gplicagles é mais critica Gerdmente os inseticidas biolGgicos ou
microbianos S0 menos  utilizados que seus correspondentes quimicos, mes podem s téo
efetivas quando aplicados devidamente (Cunningham, 1990).

Howath (1980), cdtado por Hollander (1991), explica que todos os
insgticidas quimicos S0 ambientdmente nocivos. O controle quimico possui efeitos  toxicos
tanto a0 homem quanto aos animas, portanto, a bdituicdo peo controle bioldgico traria
seguranca, maior Hetividade e beneficios ecolégicos Por exemplo, Bacillus thuringiensis
var. kurstaki € um agente de controle biologico contra prages da ordem Lepidoptera, porém
néo é tdxico a instos nédo lepidopteros, e ndo causa efetos em vertebrados (Miller et d., 1983;
citado por Hollander, 1991).

O méodo de controle mais empregado para se controlar as &eas com
artos de T. arnobia € o controle microbiano, com a golicagdo de B. thuringiensis, e v&ios
trabdhos ja foram redizados tetando-se diferentes formulagbes deste entomopatdgeno (Anjos
et d., 1987; Ribaro & Olivara 1987; Alves & Wilcken, 1990). Contudo, a resgéncia de
insetos a insdticidas microbianos a base de B. thuringiensis foi estudada e condtatada por
Tabashnik (1994).

Wilcken & Orlato (1998) &firmam que uma dterndiva com paencid
futuro para o controle bioldgico da lagata parda T. arnobia em floresas de eucdipto é a
utilizagBo de virus entomopatogénico como bioinseticida

Comparando-se virus com B. thuringiensis, encontramse vantagens e
desvantagens. Os virus sdo dtarente especificos a seus hospederos €, gerdmente, um virus
diferente tem que ser desenvolvido para cada praga O grande problema com os virus é que

ees devem reproduzir-se em cdulas vivas, enquanto B. thuringiensis pode s produzido pea



fermentagcdo. A principd vantagem no uso de baculovirus em florestas € o fao de que dguns
causam epizootias (Cunningham, 1990).

Huber (1986) rdaa que as formulagbes comerciais de bioinsgticidas
viras o gerdmente gplicadas via aérea, com niveis de controle excedentes, superiores aos
obtidos com B. thuringiensis.

Moscardi et d. (1996), a0 avdiarem a aividade do virus de poliedrose
nuclear agpos a sua passagem pelo trato digestivo de sete insetos predadores, sendo eles Nabis
capsiformis e Podisus sp. (Hemiptera), duas espécies de Callida sop., Calosoma granulatum
Eriopis connexa e Lebia concinna (Coleoptera), condtataram que 0s sete predadores
diminaram poliedros de NPV de A gemmatalis dtamente infectivas com maor quantidede
detectavel nas primeiras 24 horas. Esses autores citam ainda que no caso de C. granulatum, 93
% dos corpos poliédricos de inclusio (PIB) foram excretados em 24 horas. Os predadores, ao
ingerirem as lagatas de A. gemmatalis infectadas pdo NPV, tornam-se importantes agentes
disseminadores, 0 que contribui para a promogZd de epizootias do patdgeno em populagles da
praga.

Os virus podem ser dissaminados no ambiente por agentes que auam
no controle biologico de prages. Insetos predadores de lepiddpteros, quando se dimentam de
individuos contaminados, diminam em sUs excrementos grande  quantidade de  virus
Excrementos do predador Montina confusa (Hemiptera Reduviidae), apés este se dimentar de
lagartas de T. arnobia infectadas com virus, foram diluidos em &gua dedilada e a suspensto
obtida foi pincdada sobre folhas de E. grandis Em seguida, as folhas foram oferecidas a
lagatas sadias de T. arnobia, sendo que as mesmas contaminaramse pdo virus gp0s a

ingest@o do dimento, morrendo pogeriormente (Orlato & Wilcken, 1998).



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabdho foi desenvolvido no Laboradrio de Entomologia
Floretd do Depatamento de Producdo Veged, Setor de Defesa Ftossanitaia, e em aea
expaimentd de floreta de Eucalyptus grandis, na Faculdede de Ciéncias Agrondmicas
(FCA), Universdade Edtadud Paulisa (UNESP), em Botucatu — SP. Os experimentos de
laboratdrio foram conduzidos em sda dimaizada (temperaura de 25+05 °C, umidede
relaiva de 70+10% e fotofase de 13 horas). Smultaneamente, foi criada T. arnobia em diga

atificid, conforme metodologia desenvolvida por Wilcken (1996).

3.1. Criagdo de Manutenc&o

Ovos de T. arnobia foram obtidos de uma criacdo em dieta atificid
mantida no Laboraidrio de Entomologia Horesd. Nesta criagdo, adultos machos e fémeas de

T. arnohia foram mantidos em tubos de PVC de 20,0 cm de dtura x 10,0 cm de didmetro,



forrados com papd jornd. As posturas foram desinfetadas com formol 1% durante 15 minutos
e enxaguadas com &gua dedtilada, sendo colocadas em copos plégticos de 7,8 cm de dtura x
4,3 cm de didmetro, fechados com tampa de pressao, os quas foram mantidos no laboratorio.

ApGs a eclosio das lagartas, as mesmas foram trandferidas com pincel
(° 0) para tubos de vidro de fundo chato, de 85 cm de dtura x 25 cm de didmetro, sendo
colocadas 5 lagatas em cada tubo contendo digta atificid (quadro 1) proposta por Wilcken

(1996).

Quadro 1. Componentes da dieta artificid utilizada para a criagéo de Thyrinteina arnobia.

Componentes Quantidade para 1 litro
Germe de trigo 12509
Levedurade cervga 90049
Farinha de milho 67,309
Fardo de s0ja 25509
Lete desnatado 5309
Oleo de soja 530ml
Sais de Wesson 2009
Solucéo vitaminica de Vanderzant 0,10ml
Nipagin 1359
Acido ascorbico 3609
Addo sorbico 0689
Formaldeido 050ml
Agar 16,00 ¢
Agua destilada 844,00 mi

Wilcken (1996), modificada de Grisdale, (1985)

As lagatas foram mantides nestas condigdes aé atingirem o 3 indar,
guando foram individudizades e trandferidas para outro tubo de dita com as mesmas
dimensdes do anteriormente citado, contendo a mesma diga atificid. Assm que as lagartas
daingiran a fase de pupa foran tranderidas para tubos de PVC, conforme descrito

anteriormente,



3.2. Descrigéo da metodologia de multiplicagao do virus

Lagatas de T. arnobia infectadas com virus, provenientes de &ees de
E. grandis nas regifes de Botucatu e Itatinga — SP (1995), e de Lengdis Paulista - SP (1996),
foram coletadas durante surtos ocorridos nestas locdidades, sendo levadas a0 laboratdrio para
amazenamento em freezer, a uma temperaiura de —10 °C, objeivando-se a multiplicacdo do
virus

Dez lagatas contaminadas de T. arnobia, de 4° e 5° indares, foram
descongdadas e em seguida, meceradas em pidilo e grd, adicionando-se graddivamente 20
ml de &gua edeilizada A suspensio obtida foi filtrada em pape-filtro e, apos is, foram
adicionados mais 80 ml de &gua eterilizada e 1 ml de espahante adesivo “tween 20”.

Foram utilizadas lagatas de T. arnobia de 4° indar, provenientes da
criacdo estoque mantida em laboratdrio, em lotes de 100 insgtos para cada ensao de
multiplicacdo do virus sendo trandferidas de tubos de vidro contendo digta atificid, para
placas plagticas de 6 cm de didmetro x 2 cm de dtura.

Para as lagartas, foran oferecidas folhas de E. grandis durante um
periodo de 24 horas, sendo as folhas previamente lavadas e desinfetadas com hipoclorito de
sodio, numa fase de adgptacdo a0 novo dimento. No dia seguinte, folhes tratadas com a
uspensio vird foram oferecides as lagatas A glicacdo do virus foi redizada com uma
micropipeta, sendo pipetados 100 nh da suspensio vird em cada folha. Em seguida, o virus foi
espadhado sobre a superficie de cada folha com um pincd, sendo as mesmas deixadas secando
a0 a livre, antes de serem oferecidas as lagartas. A troca de dimento foi redizada a cada dois

dias, oferecendo-se novas folhas, ndo infectadas com virus.



Os ensaos foram conduzidos em sda dimdizada (temperatura de
25+05 °C, umidade relaiva de 70+10% e fotofase de 13 horas). Lagartas mortas durante os
ensaos foram coletadas diariamente e armazenadas em freezer (-10 °C), sendo utilizades em

novas multiplicagdes do virus e, pogteriormente, no processo de purificacdo do virus

3.3. Descricéo e adaptagdo da metodologia de purificagdo do virus

Lagartas mortas no laboratdrio (com peso totd de 20,15 @), em ensaos
de multiplicacdo do virus, foram maceradas e miduradas com tampdo fodfao (KH,PO, e
NaoHPO,) 0IM, pH 7,1, 10 mi/g de tecido de legata de acordo com a metodologia de
purificacdo desenvolvida por Nakashima et a. (1998); adaptada de Williamson and von
Wechmar (1992). A suspensio vird foi coada em gaze e em seguida filtrada em cdite
“diatomaceous earth” e centrifugada a 10.000 g (8.000 rpm, em centrifuga mod. Sorvdl ss4,
rotor ss 34) por 20 min. O sobrenadante foi centrifugado em colch&o de sacarose a 100.000 g
(29.500 rpm, em centrifuga mod. Beckman L8-60M, rotor T30) por 2 horas. O precipitado foi
disolvido em tampéo fosfato, pH 7,1, e adcionado em gradiente de cloreto de césio (CCl) a
34 % e centrifugado a 150.000 g (39.500 rpm, em centrifuga mod. Beckman L8-60M , rotor
SW41) por 16 horas, conforme metodologias de Cheo & d. (1983), Chao e d. (1986),
Nakashima e d. (1998), com adagagbes por Nascimento (2001). A banda formada no
gradiente de doreto de c&so foi coletada e amazenada. Foi redizada didise em tampdo
fodao 0,1M, diluido 10 X, ou sga 150 ml de tampéo fodao 0IM para 1350 ml de &gua

dedilada, a 4 °C, por 18 horas, com 3 troces de tampdo a cada 6 horas, utilizando-se



membrana de odulose com uma porosdade de 25 A, Em seguida, o virus purificado

concentrado foi coletado e armazenado em freezer a—20 °C, para avaiagdes posteriores.

3.4. Microscopia eetronica

Extratos brutos, semi purificados e purificados, foram obtidos a partir
de lagatas sadias de T. arnobia e de lagartas infectadas em bioensaios de multiplicacdo do
virus. As preparagbes foram trandferidas para telinhas de cobre cobertas com formvar e,
posteriormente, contrastadas negativamente com acetato de uranila 1%, em seguida foram
examinadas no microscopio eetronico de trangmissio Zeiss EM 900, do Depatamento de
Producdo Vegetd — FCA / UNESP (técnica de imersio foliar rgpida “lesf dip’), sendo
visudizada uma grande quatidade de virus isoméricos cujas paticuas mediam

goroximadamente de 25 a 30 nm (nandmetros) de diametro.

3.5. Quantificagdo do virus no extrato purificado concentrado e nas suas diluicdes

Para a quantificacdo do TaVv (Thyrinteina anobia virus) no extrao
purificado concentrado e nas suas diluiches, repectivamente, 1:50 e 1:100, foi utilizado um
coeficiente de extincdo do virus (cey = 1,7), baseado no codficiente de extingdo encontrado
por Longworth e d. (1973) para o virus do lepiddptero Gonometa podocarpi (GoV), um virus
da familia Picornaviridee (provavd familia do TaV), condituido de particulas isoméricas de

D m.



Amodras do purificado concentrado e de sues diluigdes foram
submetidas a leitura da absorbéncia (Abseo) em espectrofotdmetro no Departamento  de
Producéo Vegetd — FCA / UNESP, para quantificacdo das particulas viras, em comparagdo a
&ua edeilizada pura (padréo). O virus purificado concentrado agpresentou um aumento no
vador da adsorbénda no comprimento de onda (W) de 260 (Absyso = 27), evouindo para o

pico de absorbéncia, conforme demonstrado naFigura 1.
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Figura 1. Vdores de abisorbéncia (Abs) em rdacdo ap comprimento de onda (W), apos leitura
do TaV purificado concentrado no espectrofotdmetro. Botucatu, 2001.

No comprimento de onda (W) de 260, as ldturas de absorbancia
(Absyep) Obtidas para o purificado concentrado e suas diluigdes foram: purificado concentrado
= 27, dilucdo 150 = 183 e diluicdo 1:100 = 1,03. A concentracéo estimada de virus paa as
trés amodiras foi cadculada aravés da formula [ ] = Absye / C.ey, Onde [ ] = concentracéo
esimada de paticulas de virus (mg / ml); Absysp = vdor da disorbéncia no comprimento de
onda (W) de 260; ce, = codfidente de extingdo do virus (1,7). Foram obtides as seguintes

concentragbes edimadas de virus (mg de paticulas de virus / ml de suspensio): virus



purificado concentrado = 1,59 mg / ml; diluicgdo 1:50 = 1,08 mg / ml; diluicdo 1:100 = 0,61 mg

/fml.

3.6. Bioensaios para avaliagéo do TaV (Thyrinteina arnobia virus)

A metodologia para 0s bioensaios de laboratdrio, descrita a seguir, foi
baseeda e modificada a patir das metodologias utilizadas por Mordes & Moscadi (1993) e

Sant'ana & Silva (1994).

3.6.1. Bioensaio para avaliagdo da patogenicidade do TaV sobre os ingtares

larvaisdeT. arnobia

Foi avdiada a patogenicidade do TaVv sobre lagartas de T. arnobia de
2, 3P, 4 e 5 indaes lavas. Foran utilizadas lagatas provenientes da criacdo em dieta
artifidd, mantidas no laboratrio.

O TaVv foi obtido de lagatas de T. arnobia contaminadas em ensaios
de multiplicagdo do virus, mantidas em freezer a uma temperatura de -10 °C, sendo submetido
a0 processo de purificacdo do virus, um Unico lote de lagartas, com peso totd de 20,15 g.

Para a inddacdo do bioensao de avdiacdo da patogenicidade do TaVv
sobre larvas de diferentes instares de T. arnobia, foram preparades dues diluigdes do virus,
tomando-s2 diquotas do extrato de virus purificado concentrado (1,59 mg de particulas de
virus / ml de suspensio). Com uma micropipeta foram retiradas duss diquotas do virus

purificado concentrado, uma de 200 nh e outra de 100 nh Em seguida foram adicionados, a



cada uma das diquotas, 10 ml de &gua edteilizada e 0,1 ml de epahante adesvo “tween 207,
resultando nes diluigdes preparadas de 150 (1,08 mg / ml) e de 1200 (061 mg / ml),
respectivamente.

O biocensao fo ingdado utilizando-se de 150 lagartas para cada instar
lavd de T. arnobia, sendo 50 lagatas para cada concentracdo de virus e 50 para a
tesemunha, num totd de 600 lagates utilizades a0 longo do periodo de avdiacdo. O
biocensaio fo inddado em duas eapas didintas, a primera avdiando-se 0 2° e 3 indares e a
segunda avdiando-se 0 4° e 5° indtares.

As lagatas de T. arnobia foram trandferidas de tubos de vidro
contendo dieta atificid, para placas plasicas de 6 cm de didmetro x 2 cm de dtura, sendo
acondicionadas individudmente. Para cada lagarta mantida nas placas, foram oferecidas fdhas
de E. grandis durante um periodo de 24 horas, sendo as folhas previamente lavadas e
desinfetadas com hipodorito de sadio (0,5 %), numa fase de adgptacéo a0 novo dimento.

No dia seguinte foran oferecidos discos de folhas infectados com
virus com 24 cm de didmetro e &ea foliar de 4,52 cnf, durante um periodo de 24 a 48 horas,
paa que ocorresse a ingestdo totd do dimento. De acordo com a concentracdo de virus
tedada, em cada disco de folha foi previamente pipetado 40 nh da suspensio vird, os quas
foram espdhados sobre a superficie com um pincd, sendo os discos deixados secando a0 a
livre, antes de serem oferecidos as lagatas. Para as testemunhas foram oferecidos discos de
folhas sem virus A troca de dimento foi redizada a cada 48 horas, fornecendo-se novos
discos nédo tratados para todas as lagartes.

A exoha de E. grandis como dimento s deve aos resultados

encontrados por Wilcken (1996), que verificou que E. urophylla, E. saligna, E. grandise E.
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cloeziana oferecem condigbes favoravels para 0 desenvolvimento e reproducéo de T. arnobia.
E. grandis é tanbém a espécie mais plantada no Brasil entre as demais egpécies do género
Eucalyptus.

O bioensio foi conduzido em sda dimatizada Os dados foram
coletedos diariamente, sendo avaiados a mudanga de ingar (24 a 48 horas apGs a ingdacéo
do teste), os dSntomas de contaminacdo (excrementos pastosos e regurgitacdo), a mortdidade e
a pupacéo.

O ddineamento  experimentd  utilizado paa o0 bicensao  foi
inteiramente casudizado. Os resultados obtidos foram submetidos a andise da vaiénda e as

médias comparadas pe o teste de Tukey, a0 nive de 5 % de probabilidade.

3.6.2. Experimentos de semi-campo para avaliagdo do TaV sobre lagartas de

T. arnobia

Os experimentos de semi-campo foran oconduzidos numa &ea
experimenta de floresa de E. grandis, na FCA / UNESP, em Botucatu — SP. Foram ingtdados
dois experimentos de campo para a avdiacdo do virus b condigdes ambientals variavels, em
setembro de 2000 (inverno) e margo de 2001 (verdo).

Durante 0s experimentos, os dados meteoroldgicos foram  registrados,
sendo fornecidos pda estaco meteoroldgica do Setor de Agricultura e Mehoramento Vegetd
da FCA / UNESP, locdizada a cerca de 100 m da aea expeimentd. A execucdo dos
experimentos fol baseach na metodologia utilizada por Van Frankenhuyzen & Nystron (1989),

modificada



Os experimentos foram conduzidos em duas egpas didintas, sendo
que a 1% condgtiu na pulverizacdo (costd motorizado) da suspensio de virus sobre as plantas
no campo e na coleta programada das folhas pulverizadas para, na 2 etgpa, serem Utilizadas
na inddacdo de bioensaos de laboradrio, com lagatas de T. arnobia. A &ea experimenta
era condituida de plantas de E. grandis, com cerca de 1 ano de idade, livres de prages e
doencas.

Para 0 preparo da suspensio de TaV foram utilizadas lagartas de T.
arnobia de 4° indar, preservadas em freezer, as quas foram infectadas e mortas por diluicdes
do virus purificado concentrado, durante 0 biocensaio de avdiacdo da peatogenicidade do TaVv
sobre osindares larvaisde T. arnobia.

O virus purificado concentrado (1,59 mg de particulas de virus / ml de
uspensio) foi obtido a patir de 20,15 g de lagatas mortas em ensaos de multiplicacdo do
virus. Dedta forma, dravés da extrgpolacdo dos dados do virus purificado concentrado (peso
de lagatas e concentracdo do virus), foram edimadas as concentragbes de virus gplicadas
durante as pulverizagbes no campo.

Para a preparacéo da suspenséo vird, as lagartas foram descongeladas
e em suida, mecerades em pidilo e grd, adicdonando-se graddivamente 20 ml de &ua
edenilizada Apos filtragem em pape-filtro, a suspensio obtida foi misturada dentro do tanque
do pulverizador cogtd, com 10| d' &guae 10 ml de egpa hante adesivo “tween 20”.

O 1° experimento de campo foi indadado em sgembro de 2000, no
find do inverno, numa parcdla de 200 nf (10 x 20 m), contendo 33 brotagdes de E. grandis
com goroximaedamente 2 m de dtura Foi golicada uma dose de 25 g de lagatas por hectare,

correspondente a uma concentragdo edimada de 197 mg de paticulas de virus / ml de



uspenso  (quadro 2). Foi também ddimitada uma parcda testemunha, com as mesmes
dimensdes da parcda tratada com virus. A inddacdo do experimento e as coletas de folhas
foran conduzidas a uma temperatura média (T °C) de 165 °C e umidade rdaiva do a média
(UR %) de 70,2 %, com uma precipitacéo acumulada de 3 mm para o periodo de 8 dias

O 2° expaimento de campo fol inddado em mago de 2001, no find
do verdp, sendo aplicades duas doses distintas, uma em cada parcda de 200 nf (10 x 20 m),
cada uma contendo 33 brotagbes de E. grandis, com goroximedamente 2 m de dtura A
primeira dose gplicada foi de 25 g de lagartas por hectare, correspondente a uma concentragéo
esimada de 1,97 mg de paticulas de virus / ml de suspensio e a segunda de 50 g de lagartas
por hectare, correspondente a uma concentracdo etimada de 395 mg de paticulas de virus /
ml de sugpensio (quadro 2). Foi também ddimitada uma parcda testemunha, com as mesmas
dimensdes das parcelas tratadas com virus. A inddacdo do experimento e as coletas de folhas
foram conduzidas a uma temperatura média (T °C) de 21,5 °C e umidade rediva do a média

(UR %) de 75,1 %, com uma precipitacdo acumulada de 7,8 mm para o periodo de 8 dias.

Quadro 2. Concentragdes de TaV utilizadas (mg / ml), temperatura média (T °C), umidade
rdldiva média (UR %) e precipitagdo acumulada (P mm) para o periodo de 8 dias nos
experimentos de campo. Botucatu — SP, sstembro / 2000 e margo / 2001.

Tratamento 1 | Tratamento2 | T (°C)| UR (%) | P(mm)
Experimentos de semi-campo

Setembr o/ 2000 (inverno) 197 mg/mi - 165 | 702 3
Marco / 2001 (ver &0) 197mg/m | 3%mg/m | 215 | 751 78

Cada uma das parcdas experimentais foi pulverizada com virus (TaV),

utilizando-se de um pulverizador cosd motorizado, moddo Polijacto PL-55, com bocd de



aomizacdo UBV. O volume de cdda golicado foi equivdente a 500 | / ha, para garantir o bom
mol hamento das copas de todas as plantas dentro das parcelas.

As folhas pulverizadas foram coletadas no dia da gplicacéo, e com 1,
2, 3, 5 e 7 dias a6s a pulverizacdo, sendo levadas para o laboratdrio para ingdacdo dos
bioensaios de avdiacdo do TaV sobre lagartas de T. arnobia. Foi inddlado um bioensaio para
cada dia de coleta de folhas, sendo utilizadas 25 lagartas de 4° indar para cada dose de virus
gplicada e 25 para a testemunha.

Para a inddagdo dos bioensaios no laboratdrio, lagatas de T. arnobia,
de 4° indar, foram trandferidas de tubos de vidro contendo deta atificid, para placas plagticas
de 6 cm de didmetro x 2 cm de dtura, sendo acondicionadas individudmente. Para cada
lagata mantida nas placas, foram oferecidas folhas de E. grandis durante um periodo de 24
horas, sendo as folhas previamente lavades e desinfetadas com hipodorito de sidio (0,5 %).

ApGs edta fase de adaptacdo a0 novo dimento, foram oferecidas folhas
pulverizadas com virus por um periodo de 48 horas provenientes da &ea experimentd, de
acordo com cada dia de coleta no campo. Para a tetemunha foram oferecidas folhas néo
pulverizadas com o virus A troca de dimento foi redizada a cada 48 horas, fornecendo-se
novas folhas néo pulverizadas para todas as lagartas.

Os bioensaios foram conduzidos em sda dimatizada Os dados foram
coletados diariamente, sendo avdiados a mudanca de indar (24 a 48 horas gpds a inddacéo

do teste), os sntomas de contaminacdo (excrementos pastosos e regurgitacdo), a mortdidade e

apupageo.



Os resultados obtidos foram submetidos & andise de Probit e 0 TlLsp
(tempo letd 50 %) foi determinado para o0s dois experimentos e suas respectivas

concentrages de particulas de virus, em relacdo aos dias de coleta de folhas de E. grandis



4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Bioensaio para avaliagcdo da patogenicidade do TaV sobre os instares larvais de

Thyrinteina arnobia

Os resultados demonstram que o TaV foi cgpaz de infectar e matar
lagatas de T. arnobia de 20, 3, 4° e 5° indares larvais, em condigdes de laboratdrio (quadros
3 4 5e6 efiguas 2 e 3). Os gntomas de contaminacdo, que consdiram de excrementos
pastosos e regurgitacdo, foram obsarvados em 100 % das lagatas que ingeriram folhas de E
grandis contaminedas com virus Também foi condatada uma dta mortdidade paa as

lagartas infectadas, gpresentando taxas que variaram de 90 a 100 %.



Quadro 3. Porcentagem acumulada de lagartas do 2° indar de T. arnobia mortas pdo Tav (M) e com sintomas de contaminagéo
pelo TaV (S), para as duas concentrages de virus utilizadas (1,08 mg / ml e 0,61 mg/ ml). Botucatu — SP, junho / 2000.

. 4 DIAS 5DIAS 6DIAS 7DIAS 8 DIAS 9DIAS
AVALIAGAC S* M * S* M * S* M * S M * S M S* M *
1 V1:50 (1,08 mg/ml) 028a 00ca|O07/4a 02a ]| 08a 034a| 094a 070a| 098a 0%a| 100a 100a
2 V1.100 (0,61 mg/ml) 02a 004a|064a 012ab| 084a 026a| 094a 056a| 09%6a 082b| 100a 100a
3 Testemunha 000b O000a | 000b 000b | O00Ob O000Ob| O00b O000b| 000b 000c| 000b 000b
CV (%) 1269 658 |1045 1323 | 523 1398 | 1259 932 | 941 1736 | 0,03 0,03
DMS (5% ) 0,197 0,082 | 0,233 0,203 | 0,135 0,235 | 0,088 0,201 | 0,068 0,113 | 0,0003 0,0003

Obs: Dados seguidos por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. * Dados transformados em raiz quadrada de

x+05.

Quadro 4. Porcentagem acumulada de lagatas do 3° indar de T. arnobia mortas pdo Tav (M) e com sintomas de contaminacéo
peo TaV (S), para as duas concentragdes de virus utilizadas (1,08 mg / ml e 0,61 mg/ ml). Botucatu — SP, junho / 2000.

6 DIAS 7DIAS 8DIAS 9DIAS 10 DIAS 11 DIAS 12DIAS 13DIAS
AVALIACAO S* M * S* M * M * S* M * S* M * S M * S* M * S* M
1V1:50 (1,08 mg/ml) 030a 006a|040a 020a]062a 028a]|07/0a 038a|074a 044a]09%a 060a] l100a 082a |100a 0%a
2V 1.100 (0,61 mg/ml) 028a 000a|030a 002b|042b 006b|060a 014b | 066a 022b]0%a 044a]| 100a O74a |100a 09%0a
3 Testemunha 000b 000a|000b 000b|000c 000b|000b 000b | 000b 000c|000b 000b]000b 000b |000b 000b
CV (%) 13,15 5,02 | 12,70 6,93 |10,15 938 | 898 9,58 | 873 11,77]110,76 9,30 | 0,03 571 | 0,03 1257
DMS (5% ) 0,213 0,062|0,220 0,095| 0,199 0,138 | 0,203 0,154 | 0,201 0,203 ] 0,076 0,189 |0,0003 0,142 |0,0003 0,087

Obs: Dados seguidos por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. * Dados transformados em raiz quadrada de

x+05.




Quadro 5. Porcentagem acumulada de lagartas do 4° indar de T. arnobia mortas pdo Tav (M) e com sintomas de contaminagéo
pelo TaV (S), paraas duas concentragdes de virus utilizadas (1,08 mg / ml e 0,61 mg / ml). Botucatu — SP, junho / 2000.

y 6 DIAS 7DIAS 8 DIAS 9DIAS 10 DIAS 11 DIAS 15 DIAS 17DIAS
AVALIAGAC S* M* | S* M* | S* M * S M * S M * S* M * S* M * S* M
1Vi15 (1,08 mg/ml) | 046a 004a J068a 006a]|08a 008a|09%4a 018a | 100a 030a] 1,00a O042a| 1,00a 084a| 100a 098a
2V1100(0,61mg/ml) | 040a 000a |0,72a 002a] 09%a 004a |092a 0,168 | 09%a 032a] 1,00a O050a| 100a 084a| 100a 0%a
3 Testemunha 0,00b 000a |0,00b 000a| 000b 000a|000b 000b | 000b O0O00b| 000b 000b| 000b 000b| 000b 000b
CV (%) 10,17 6,17 802 735 | 536 8,04 |1583 11,97 7,45 13,76 | 003 12,26] 0,03 6,54 | 0,03 941
DMS (5% ) 0,192 0,081 | 0,185 0,095| 0,239 0,105 (0,109 0,174 | 0,054 0,230]0,0003 0,232]0,0003 0,163 |0,0003 0,068

Obs: Dados seguidos por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. * Dados transformados em raiz quadrada de

X +05.

Quadro 6. Porcentagem acumulada de lagartas do 5° ingar de T. arnobia mortas pdo Tav (M) e com sntomas de contaminacdo
peo TaV (S), para as duas concentrages de virus utilizadas (1,08 mg / ml e 0,61 mg/ ml). Botucatu — SP, junho / 2000.

B 7DIAS 9DIAS 11 DIAS 15 DIAS 17 DIAS 18 DIAS 20DIAS
AVALIACAO
S* M * S M * S* M * S* M * S* M * S* M * S* M
1 V15 (1,08 mg/ml) 068a 000a|084a 006a|l00a 012a|l1l00a 038a]|l00a O66a|l100a 080a|l00a 096a
2 V1100 (0,61 mg/ml) 080a 004a]09%a 006all00a O0l14a|l100a 036a|l00a 056a]|l1l00a 064a|l100a 090a
3 Testemunha 0,00b 000a|000b 000a|000b 000a}j000b 000b]000b 000b]000b 000b}|000b 000b
CV(%) 7,31 6,17 |16,39 8,17 | 0,03 12,36 003 896 | 0,03 8,36 | 0,03 7,83 | 0,03 1257
DMS (5% ) 0,173 0,081]0,106 0,106 |0,0003 0,184 |0,0003 0,163 |0,0003 0,180 |0,0003 0,179 |0,0003 0,087

Obs: Dados seguidos por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. * Dados transformados em raiz quadrada de

x+05.




= 20| (1:100)

20| (1:50) ===3°](1:100)

301 (1:50) === 4°](1:100)

401 (1:50) ===5°1(1:100)

50 | (1:50)

Mortalidade acumulada (%)

H
P N W b OO O N O © O
O O O O O O o o o o o

st

—— 71
yd

/
/ /[ -
/

e

/
[

~
P

y
_

8 9 10 11 12
Dias de avaliagcéo

13

14 15 16 17 18

19 20

Figura 2. Mortdidade acumulada (%) de lagartas de T. arnobia (2°, 3° 4° e 5° indares), em relacdo as duas concentragdes de virus
utilizedes (1:200 = 0,61 mg / ml e 1:50 = 1,08 mg / ml), para os dif erentes dias de avaiacéo. Botucatu - SP, junho / 2000.
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Figura 3. Apresentacdo acumulada de sintomas (%) em lagatas de T. arnobia (20, 3° 4° e 5° indares), em rdacéo as duas
concentragdes de virus utilizadas (1:100 = 061 mg / ml e 1:50 = 1,08 mg / ml), para os diferentes dias de avdiacdo. Botucatu - SP,
junho / 2000.
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4.1.1. Sintomasde contaminagdo pelo TaV em lagartasdeT. arnobia

Lagatas de T. arnobia de 2°, 3°, 4° e 5° indares, infectades peo TaV,
ficaam moribundas, tormando-se mais lentas em seus movimentos, comparadas as lagartes
sadias. A perda da capacidade de movimentagéo, e a parada tota do consumo dimentar, foram
0s primeiros Sntomas verificados nes lagartas doentes, sendo que, em 25 % das lagartas de 2°
ingtar, foram observados excrementos pastosos e regurgitacéo.

A paada totd do consumo dimentar € 0 dntoma de contaminacéo
mas importante do ponto de viga econdmico, indicando que as lagatas que = goresentam
nesta condicdo ndo causxd mas desfolha em florestas de Eucalyptus, independentemente do
tempo que levardo paramorrer devido a acéo do virus (quadro 7).

Quadro 7. Freqiéncia de lagartas de T. arnobia de 2°, 3, 4° e 5° indares que gpresentaram

parada totd do consumo dimentar, para as duas concentragbes de TaV utilizadas (1,08 mg / ml
€0,61 mg/ ml). Botucatu — SP, junho / 2000.

~ 4DIAS 5DIAS 6DIAS
AVALIACAO
1,08 0,61 1,08 0,61 1,08 0,61
T. arnobia (2° ingtar) 100% 100% - - - -
T. arnobia (3° ingar) 96 % 90 % - - - -
T. arnobia (4° ingtar) 0 0 98% 9% % - -
T. arnobia (5° ingtar) 0 0 0 0 %6 % 0 %

Paa as lagartas restantes de 3% 4° e 5° indares as quas ndo
interromperam o0 consumo foliar aé o sexto dia, ocorreu a parada totd do consumo dimentar
em avdiagles subseglientes, assm como a goresentacd0 de  excrementos pastosos e

regurgitacdo. Entretanto, estas lagartas consumiram uma reduzida aea foliar do disco de



E. grandis tratado com virus, posshilitando que as mesmas trocassem de ingar e atingissem a
fase de pupa sendo também condaada, poderiormente, a emergéncia dos adultos em
condigdes normais.

Moscardi & Cavaho (1993), edudando o consumo e utilizacdo de
fohas de sgja por A gemmatalis, infectadas por ssu NPV nas dosss de 05 e 15
PIB / mm?, também verificaam uma reducio significativa no consumo foliar por lagartas de
2 3P L e 5 indares em comparacdo com 0 consumo de lagartas sadias. A maor dose de
NPV tedada proporcionou a parada totd do consumo dimentar em 95 % das lagartas de 2°
ingtar, 60 % (3 indar), 50 % (4° indar) e 40 % (5° indtar), no sexto dia gpds ainfeccan

Os gntomas de contaminagdo (excrementos pestosos e regurgitacao)
foram verificados inicidmente, em média em 25 % das lagatas de 2° indar, no quarto dia de
avdiacio, e poderiormente, em 86 e 100 %, regpectivamente, paa 0 sexto e 0 nono dia néo
havendo diferenca edatidica entre as concentracbes de 1,08 mg / ml e de 0,61 mg / ml
(quadro 3).

Para as lagatas de 3° e 4° indares, os sntomas foram obsarvados no
sexto dia de avdiacéo, respectivamente, em cerca de 29 e 43 % deas. No oitavo dia, pra as
lagartas de 3° indar, foi verificada diferenca edtatitica entre as concentragdes de 1,08 mg / ml
e 061 mg / ml, sendo que 62 e 42 % das lagartas goresentaram 0s Sntomas, respectivamente.
Com doze dias, 100 % das lagatas haviam goresentado os sSntomas. Para as lagartas de 4°
ingar, 100 % haviam agpresentado os sintomas no décimo dia de avdiacdo (concentracdo de

1,08 mg/ ml), e no décimo primero dia para a concentracéo de 0,61 mg/ ml (quadros 4 e5).



No s&imo dia de avdiacdo, em média, 74 % das lagartas de 5° ingar
goresentaram  excrementos pastosos e regurgitacdo, e no décimo primero dia, 100 % haviam

gpresentado os sSntomeas (quadro 6).

4.1.2. Mortalidade causada pelo TaV em lagartas deT. arnobia

Com rdacdo a mortdidade proporcionada pelas duas concentragdes de
TaV testadas (1,08 mg / ml e 061 mg / ml), foi veificada diferenca eddidica somente em
dgumas avdiagbes de lagartas de 2° e 3 indares, sendo que para as de 4° e 5° ingares ndo
houve diferenca dgnificativa entre as duas concentragbes de virus, mas goenas entre os
tratamentos com virus e atestemunha

No quarto dia de avdiacdo foi obsarvada uma taxa de mortdidade de
10 % em lagatas de 2° indar, sendo que, no oitavo dia houve diferenca edtatitica entre as
duas concertragBes de virus utilizadas, com taxas de 94 e 82 %, respectivamente, para as
concentragdes de 1,08 mg / ml e 061 mg / ml. Com nove dias 100 % des lagatas haviam
morrido (figura 2).

As lagatas de 3 ingar comegcaram a morrer no sexto dia de avdiac@o,
goresentando 6 % de mortdidade para a concentracdo de particulas de virus de 1,08 mg / ml.
A concentragdo de 0,61 mg / ml provocou a morte de 2 % das lagatas, no stimo dia Nas
avdiagbes de 7, 8, 9 e 10 dias foram veificadas diferencas eddidicas entre os dois
tratamentos, com taxes de mortalidade de 44 e 22 % no dédmo dia, e de 96 e 90 % no décimo

tercairo dia, respectivamente, para as concentragdes de 1,08 mg/ ml e 0,61 mg/ ml (figura2).



Para 0 4° indar, no sexto dia de avdiacdo, foi observada a taxa de
mortdidade de 4 %, proporcionada pda concentracdo de 1,08 mg / ml. Ja a concentracdo de
061 mg / ml causou a morte de 2 % das lagatas, no s&imo dia Nao houve diferenca
edtatidica entre os dois tratamentos, a0 longo do periodo de avdiacdo. Com dezessate dias foi
verificada a mortalidade de 98 e 96 % das lagartas, respectivamente, para as concentragdes de
1,08mg/ ml e0,61mg/ ml (figura?2).

As primdras mortes de lagatas de 5° ingar foram provocadas pea
concentracdo de particulas de virus de 0,61 mg / ml, goresentando uma taxa de 4 %, no s&imo
dia de avdiacdo. No nono dia, a concentracdo de 1,08 mg / ml provocou a morte de 6 % das
lagatas. N& houve diferenca edatidica entre os dois tratamentos com virus, a0 longo do
peaiodo de avdiacdo. No viggsmo dia foi condatada a morte de 96 e 90 % das lagates
respectivamente, para as concentragdes de 1,08 mg/ ml e 0,61 mg / ml (figura 2).

Gomez e d. (2001), esudando a suscetibilidede de Spodoptera
frugiperda (Lepidopteras Noctuidee) a0 seu NPV, em didintos estadios larvals, condataram
que lagatas dos dois primeros indaes ndo diferem em suscdibilidade No  entanto,
verificaram que as lagartas de 2° ingtar S50 cerca de trés e dezessete vezes mais suscetivels que
& de P e 4 indares regpectivamente. As lagatas de 5° e 6° indares gpresentaram baixa
suscetibilidade, mesmo a dtas doses como as de 1.024.000 e 2.048.000 PIB / ml.

Em expeimentos prévios foi condatado que lagartas de T. arnobia, de
22, 3P, 4° e 5° indares adoecem e morrem mas rgpidamente quando se dimentam de folhas
contaminadas com Virus obtido a partir de um extrato bruto de macerado de lagartas, de 4° e 5°
indares, do que com virus purificado concentrado, em condicbes de laboradrio. A diferenca

nos resultedos verificados foi dgnificativa, em rdacd aos proporcionados pdas diluigdes do



virus purificado concentrado (1:100 e 1:50), goresentando uma reducdo no tempo, em média,
de 3 dias, dependendo do indar larva e do parémetro avaiado.

Na suspensio obtida do macerado de lagatas exige provavemente
uma maor concentracdo de paticulas de virus (mg / ml) do que nes diluigdes obtides do
purificado concentrado. Nascimento (2001) cita que durante 0 processo de purificacdo ocorre
uma indivacdo de pate das paticulas de virus, reduzindo a concentragdo de particulas viavels
no extrato purificado.

Baida Flho & Augudo (1987) redizaan um edudo em que
compaaam a €ficdéncia do Baculovirus anticarsa (NPV) formulado como dleo
emulsonavd, do NPV purficado e do NPV impuro, no controle de A. gemmatalis, sendo
veificado que o virus impuro comprovou seu dto poder infectivo, causando mortdidade em
0 % das lagatas Contudo, também foi condatado que o virus purificado provocou uma
mortalidade de 86,7 %.

De modo gerd, em condighes de laboratdrio, os resultados obtidos no
presente trabaho demongraram que o TaV foi eficiente no controle de lagartas de T. arnobia,
principadmente quando foi condderada a parada totd do consumo dimentar, que ocorreu em4
dias paraaslagatas de 2° e 3° indares, eem 5 e 6 dias para as de 4° e 5°, respectivamente.

Os reaultados permitem dirmar que o €fdato do Tav foi mas intenso
sobre lagatas de 2° e 3P indares, contaminando e maando-as mas rgpidamente, quando
comparadas as de 4° e 5° indtares.

A concetracdo de 1,08 mg / ml goresentou maor eficiéncia no

controle de lagartas de 2° e 3 indares, diferindo edtatisticamente da concentracdo de 0,61 mg /



ml em adgumas avdiagbes. Apesar digo, ambas as concentragbes proporcionaram dtos indices
de mortdidade na avadiacéo find, ndo havendo diferenca edaidtica entre eas.

As lagatas de 2° ingar foram mas susceiveis a acdo do virus,
goresentando uma dta taxa de mortdidade em curto espaco de tempo, sendo pouco evidente a
fase de morbidez, na qua as lagatas moribundas ndo s dimentaram, diminaram
excrementos pastosos e regurgitaram liquidos.

As lagatas de 4° e 5° indares levaram maor tempo para desenvolver
0s gntomes da doenca e para morrer, sendo que ambas as concentragBes proporcionaram
indices de controle semehantes ao longo do periodo de avdiacdn. Nestes ingares houve um
prolongamento da fase de morbidez, resultando numa maor uniformidede na gpresentacéo de
gntomas peas lagatas moribundas, e numa maor quantidade de excrementos pastosos
excretados e de liquidos regurgitados, quando comparadas as lagartas de 2° e 3 indares.

Condderando que foram necesskios 17 e 20 dias paa serem
observadas dtas taxas de mortdidade, respectivamente, em lagatas de 4° e 5° indares, as
concentraghes de 1,08 mg / ml e de 061 mg / ml foran condderades insuficientes, mas
saisfatorias. Ja Moscardi & Carvadho (1993), observaram um pico de mortdidade em lagartas

de A. gemmatalis aos 7 dias 3pds ainfecco por NPV, nadose de 15 PIB / mn.



4.2. Experimentos de semi -campo para avaliagdo do Tav

O TaV permaneceu vidvel aé 7 dias depois de gplicado no campo, infectando as lagartas
de T. arnobia e causando mortdidade em cerca de 80 % ddas. Apesar disto, foi verificado um
aumento dgnificativo no TLso, em rdagdo ao obtido para as coletas de folhas de 0, 1, 2, 3 e 5
dias apGs a aplicacdo do virus no campo. Iso pode ser explicado, provavdmente, pela reducéo
da atividede vira devido aos efeitos daradiacéo solar, especidmente os raios ultravioleta.

Alves e d. (2001), em testes com lagatas de A. gemmatalis que se
dimentaram de folhes de sgja infectadas no campo com extrato bruto de virus verificaram
uma mortdidade de 20 % em lagatas que consumiram folhas coletadas com 3 dias gods a
aplicacéo, e de 13 %, com 6 dias.

No entanto, paa 0 mesno peiodo, Batida Flho & d. (2001)
obsarvaram 78 % de mortdidade em lagatas de A. gemmatalis, e de 45 % nas que =
dimentaram de folhas coletadas com 7 dias gpds a aplicacdo no campo.

Com rdagdo a0 1° expaimento de campo, redizado no find do
inverno de 2000 (temperatura média de 16,5 °C, umidade rdaiva do a média de 702 % e
precipitacd0 acumulada de 3 mm), os resultados gpresentados no quadro 8 e na figura 4,
demondraram que 0 aumento do tempo letd (TLsp) foi diretlamente proporciond ao aumento
do periodo decorrido entre a gplicacdo do virus e as coletas de folhas no campo.

N& houve diferenca dgnificativa entre os vaores de Tlg
goresentados pelas duas primeiras coletas de folhas, de O dia e de 1 dia (TLsp = 144 dias). O
mesmo foi observado para as coletas de 2, 3 e 5 dias, que goresentaram um TlLso de 164 dias.

Jaacoleta de folhas de 7 dias goresentou um TLso de 18,1 dias.
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Fgura 4. Tempo letd (TLso) para lagatas de 4° indar de T. arnobia tratadas com TaV nas

concentragdes de 1,97 mg / ml (equivaente a 25 g de lagartas infectadas / ha) e de 395 mg /
ml (equivdente a 50 g de lagartas infectadss / ha) em relacdo aos diferentes dias de coletas

de folhas no campo, periodos de inverno e de verdo. Botucatu — SP, setembro / 2000 e margo
/ 2001

De uma forma gerd, os resultados demongraram que o TaV foi cgpaz
de infectar e matar lagartas de T. arnobia de 4° indar, mas 0 TLg (tempo letd 50 %) foi
condderado prolongedo, sendo que os mas dtos indices de mortdidade foram verificados,
em média, aos 20 dias gods as coletas de folhas e ingestéo destas pelas lagartas, para ambos
0s experimentos, deinverno e de veréo.

As taxas de mortdidade de T. arnobia aumentaram lentamente ao
longo do periodo de avdiacdo, o mesmo sendo obsarvado para os sSintomas de contaminacéo,
contudo, a parada totad no consumo dimentar ocorreu, em média, 7 dias gp0s a aplicacdo do
TaVv no campo, paa as lagatas de 4° ingar utilizadas nos experimentos de inverno e de

VEréo.



Quadro 8. Tempo letd (TLso) (dias) para lagartas de 4° indar de T. arnobia tratadas com TaV na concentragcdo de 1,97 mg / ml
(equivdente a 25 g de lagartas infectadas / ha) em relacdo aos diferentes dias de coletas de folhas no campo, periodo de inverno.
Botucatu— SP, sstembro / 2000.

COLETA DE FOLHAS ODIA 1DIA 2 DIAS 3 DIAS 5DIAS 7 DIAS
Tempo letal (TL s0) 14,23 14,60 16,04 16,30 16,72 18,09
TLso(limiteinferior) 1342 1381 14,72 14,83 15,64 17,28
TL (limite superior) 15,19 15,67 17,61 1858 17,86 19,05
¢ (qui-quadrado) 1,73 1,81 4,06 2,30 4,23 3,74
Graus de liberdade 8 8 7 7 9 10
Significancia (0,95) 0,084 0,105 0,146 0,124 0,095 0,095

Obs: Andlise de Probit. Valores dec* (qui-quadrado) significativos ao nivel de 5 % de probabilidade.

Quadro 9. Tempo letd (TLso) (dias) para lagartes de 4° ingtar de T. arnobia tratadas com TaV nas concentragBes de 1,97 mg / ml
(equivdente a 25 g de lagartas infectadas / ha) e de 395 mg / ml (equivdente a 50 g de lagartas infectadas / ha) em rdacéo aos
diferentes dias de coletas de folhas no campo, periodo de veréo. Botucatu — SP, margo / 2001

COLETA DE FOLHAS ODIA 1DIA 2DIAS 3DIAS 5DIAS 7DIAS
V25g/ha V5Og/ha V25g/ha Vsog/ha V25g/ha V509/ha stg/ha V50g/ha V25g/ha Vsog/ha stg/ha V50g/ha
Tempo letal (TL s0) 13,30 12,01 13,74 1241 | 13,90 12,84 1431 1382 14,46 14,25 17,43 16,52
TL s (limiteinferior) 1238 1119 | 1293 1152 | 12,71 1143 | 1319 129 | 1363 1310 | 1608 1529
TLso(limite superior) 14,38 12,91 14,63 13,36 | 15,63 14,95 15,61 14,86 15,46 15,61 19,03 17,90
¢ (qui-quadrado) 1,66 3,56 1,35 0,41 | 11,79 22,78 | 3,86 7,15 8,69 7,47 533 589
Graus de liberdade 8 8 8 8 8 8 8 9 9 8 8 8
Significancia (0,95) 0,065 0,055 | 0,066 0,061 | 0,238 0,255 | 0,064 0,066 | 0,066 0,064 | 0,074 0,067

Obs: Andlise de Probit. Valores dec? (qui-quadrado) significativos ao nivel de’5 % de probabilidade.




Os vdores de TLso obtidos para os diferentes dias de coleta de folhas
foram condderados dtos resutando num  prolongado periodo para s veificada a
mortaidade de 50 % das lagatas de T. arnobia, em condigdes de laboratdrio. Os mais dtos
indices de mortdidade de T. arnobia variaram em torno de 80 %, para as diferentes coletas de
folhas, levando, em média, 20 dias para que fossem obtidas estas taxas.

Com base nos resultados observados, pode-se afirmar que a dose de 25
g de lagatas por hectare, correspondente a uma concentragdo edimada de 1,97 mg de
particulas de virus / ml de suspensio / ha, foi condderada satisfatoria no controle das lagartas
de T. arncbia de 4° ingar, que s dimentaram de folhas contaminadas, previamente coletadas
com 0, 1, 3, 5 e 7 dias go0s a golicacdo do TaV na &ea experimentd. Com rdacdo ao tempo
necessaio para que ocorresse a parada totd do consumo dimentar, o periodo médio de 7 dias
foi consderado stisfatorio.

Com relacdo a0 2° expeimento de campo, redizado no find do verdo
de 2001 (temperaura média de 21,5 °C, umidade rdaiva do a média de 75,1 % e precipitacéo
acumulada de 7,8 mm), os resultados goresentados no quadro 9 e na figura 4, também
demondraram que 0 aumento do tempo letd (TLsp) foi diretlamente proporciond ao aumento
do periodo decorrido entre a gplicacdo do virus e as coletas de folhas no campo.

Paa a dose de 25 g de lagatas por hectare, correspondente a uma
concentracdo etimada de 1,97 mg de paticulas de virus / ml de sugpensio, néo foi verificada
diferenca Sgnificativa entre os vaores de TLsp goresentados pelas coletas de folhas de 0, 1 e 2
dias (TLsp = 136 dias). O mesmo foi obsarvado paa as coldas de 3 e 5 dias, que
goresentaram um TLsp de 14,4 dias Ja a coleta de folhas de 7 dias gpresentou um TLsp de 174

dias.



Para a dose de 50 g de lagatas por hectare, correspondente a uma
concentragdo edimada de 3,95 mg de particulas de virus / ml de sugpensio, também ndo foi
verificada diferenca dgnificativa ertre os vaores de TLso goresentados pelas coletas de folhas
de 0, 1 e 2 dias (TLsp = 124 dias). Para as demais coletas, de 3, 5 e 7 dias fo veificada
diferenca dgnificativa entre os vaores de TLso obtidos sendo, repectivamente, de 138, 14,3
el65diss

Comparando-s2  0s resultados obtidos pelas duas concentraghes
edimadas de virus, utilizadess no experimento de verdo, foram veificadas diferencas
sgnificativas entre os vaores de TLso aoresentados pelos diferentes dias de coleta de folhas,
com excegdo da coleta de 5 dias, que goresentou Tlsp de 145 e 14,3 dias, respectivamente,
para as concentragdes de 1,97 mg/ ml e 3,95mg / ml.

Os vdores de TLso obtidos para os diferentes dias de coleta de folhas
no expeimento de verdo também foram condderados dtos resultando num  prolongado
periodo para ser verificada a mortadidade de 50 % das lagartas de T. arnobia, em condigdes de
semi-campo.

Para a concentracdo de 197 mg / ml, os mas dtos indices de
mortdidade de T. arnobia vaiaram em torno de 89 %, para as diferentes coletas de folhas,
levando, em média, 21 dias para que fossem obtidas edas taxas. Ja para a concentracdo de
39 mg / ml, os indices variak|am em torno de 93 %, levando também, em média, 21 dias para
gue fossem obtidas dtas taxas de mortaidade.

Comparando-s2 0s resultados de TLso obtidos nos experimentos de
inverno e de vedo, utlizando-s2 a dose de 25 g de lagatas por hectare, correspondente a

concentragdo  de paticulas de virus de 197 mg / ml, foran veificades diferencas



dgnificativas entre os vaores de TLsp para todos os dias de coleta de folhas, sendo estas mais
evidentes nas colelas de 2, 3 e 5 dias onde os mehores resultados foram obtidos no
experimento de verdo, gpresentando uma diferenca de 2 dias em rdacdo aos vaores de Tlsp
observados no experimento de inverno.

Ambas as concentragbes de virus utilizades no experimento de veréo
reduziram sSgnificativamente os vaores de TLso, en relacdo aos obsarvados no experimento
de inveno. Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que as duas concentragbes de
virus tedtadas foram condgderadas satidfatdrias no controle das lagatas de T. arnobia de 4°
ingar.

4.2.1. Fatoresrelacionados a eficiéncia do TaV em condi¢des de semi-campo

Condgderando que, para ambos 0s experimentos, de inverno e de verdo,
as avores pulverizadas com TaV possuian caacteridicas idénticas, e que as lagartas
submetidas aos testes no laboratdrio encontravamse todas no 4° ingar larva, outros fatores,
ndo relacionados as caracteridicas da planta hogpedera e da praga dvo, edaiam
influenciando nos diferentes resultados obtidos para os experimentos de inverno e de veréo,
com relacdo a0 TLsp, quando foi utilizada a concentrac@o de particulas de virus de 1,97 mg /
ml.

Dentre os fatores meteoroldgicos que podem influendar na
persgéncia do virus em condiches de campo, destacam-se a temperatura e a radiacédo olar.
Segundo Moscardi (1998), temperaturas médias mais amenas podem aumentar o tempo letd

do virus.



Cruz (2000) cita o experimento redizado por Vdicente & Cruz (1992),
no qua foi avdiado o efdito de trés temperaturas fixas, de 15, 26 e 30 °C, na infectividade de
lagartas de S frugiperda com baculovirus, sendo condatado que, na menor temperaura, o
pico de mortdidade ocorreu 12 dias gas a infecgdo, em contrgpatida a0 periodo de 6 dias
observado para as outras duas temperaturas.

Ede fator meteoroldgico pode ter influenciado também nos resultados
obtidos nos expaimentos de semi-campo com o TaV, tdvez explicando os mehores
resultados verificados no experimento de verdo, no qud foi regisrada uma temperaura média
de 21,5 °C, superior em 5 °C, em rdagio aos 16,5 °C regidrados durante o experimento de
inverno. Moscardi (1998) cita que, apesy das evidéncias quanto a0 efeito da temperatura
sobre virus entomopatogénicos, esse agpecto necessta sr mas bem estudado, principamente
em condigdes de campo.

Baiga Filho & d. (1991) resdtam que, dém de outros fatores, a
radiacio ultravioleta € uma grande fonte de inativacdo do baculovirus a nive de campo. A
radiacdo solar também € citada por Moscadi (1998), como sendo o principd fator de
desativacdo de virus entomopatogénicos em campo.

No extrato bruto de virus o efeto protetor contra 0s raos ultravioleta
€ proporcionado pea presenca de gorduras, proteinas e outros residuos do inseto hospedero
(Baista Filho et d., 2001).

No caso do virus de poliedrose nuclear, sua ficiéncia pode ser
aumentada pda aplicacdo, ou adicdo na formulagdo do patdgeno, de adjuvantes que auem
como protetores contra a radiagdo solar, edimulantes da dimentacdo e retardantes da

evgporagao (BatigaFilho, 1990).



Baida Filho e d. (2001) tetaam a edabilidade e a persséncia do
extrato bruto e de duas formulagbes do NPV de A. gemmatalis expostas a radiagdo solar em
condigbes de campo, verificando que, apés 14 dias da gplicagdo, o extrato bruto de virus teve
uma reducéo de goroximadamente 70 % em sua dividede origind, devido aos efeitos dos raos
ultravioletla. J& a formulagdo com dleo emulsondvel teve uma reducéo de cerca de 40 % em
a dividade, no mesmo periodo.

Alves e d. (2001), tanbém avdiando a reducdo na aividede vird do
extrato bruto e de formulagbes do NPV de A. gemmatalis expodas as condighes dimaticas
ambientais, observaram uma reducéo de 50 % para 0 extrao bruto, 25 % para 0 pd molhdve e
de 15 % parao Aleo emulsonéve, gpds 6 dias da gplicacéo.

A radiagédo solar, especidmente 0 seu espectro ultravioleta (UV), deve
ter influenciado também nos resultedos obtidos para o TaV, egpecidmente quando S0
consderados os tempos |etals, em relacéo aos diferentes dias de coleta de folhas.

No entanto, quando S0 comparados 0S dois experimentos de semi-
campo, foi verificada uma peguena diferenca entre os vadores médios de radiacio ola,
registrados para os experimentos de inverno e de veréo, os quais foram, respectivamente, de
7403 MJ / nt e de 79,34 MJ / nf, indicando que este fator meteoroldgico néo influenciou nos
melhores resultados de TLsp, observados durante o experimento de verdo.

Outra hipdtese que pode explicar os resultados obtidos com o TaV, € a
provavd influencia do pH da &ua utlizada na cdda de giicacdo, viso que o
freqUentemente detectadas variagbes de pH na &ua fornecida pela rede de &gua candizada
Supde- que, quanto mais basico o pH da &ua utilizada, mais rgpida € a destivacdo do virus

em condigdes de campo, porém S0 Necessarias NOVas pesui sas para se comprovar isto.



Importante ressdtar novamente que as sugpensdes de virus utilizadas
nos experimentos de campo foram obtidas de macerados de lagatas de T. arnobia, de 4°
ingar, mortas pedo TaV. Suspensdes virais obtidas de macerados de lagatas de 5° indar,
tdvez proporcionem uma mortdidade mas rfpida de T. arnobia em experimentos de semi-
canpo, devido a maor quantidede de paticulas virds presantes em  Seus  Corpos,
possibilitando a obtencdo de concentragdes mais dtas de virus.

Além do ingar larvd utilizado para a obtencdo da suspensio vird, as
concentragcdes de TaV gplicadas no campo podem ser aumentadas através da utilizacdo de uma
maor dose de lagatas infectadas (g / ha), implicando num aumento do custo de producéo
destas no laboratdrio. Também é indicada a redizacdo de testes compardivos para avdiacéo
da edabilidade e da pesséncia do Tav em condigdes de campo, utilizando-se de extratos

brutos, extratos purificados concentrados e de formulagdes preparadas com coadjuvantes.



5. CONCLUSOES

O TaV é capaz de infectar e matar lagartas de T. arnobia de 22, 3°, 4° e
5 indares larvais, em condigbes de laboratdrio. O efeto do TaV € mas intenso sobre lagartas
de 2° e 3 indares, em redacéo as de 4° e 5° indtares.

Em condigdes de semi-campo, 0 TaV € capaz de infectar e matar
lagartasde T. arnobia de 4° ingtar, mas o tempo letd (TLso) € prolongedo.

O TaVv goesnta um periodo resdud de controle de, pdo menos 7
dias depois de gplicado no campo.

O amento do tempo led (Tlso) € diretamente proporciond a0
aumento do periodo decorrido entre a aplicacéo do virus e as coletas de folhas no campo.

Em ambas as condigdes (inverno e verdo), as doses de TaV tedadas
ndo sfo suficientes para provocar uma ata mortaidade de lagartas de T. arnobia, num espaco
de tempo adequado. Apesar dido, as dosss S0 saidatdrias, condderando-se 0 periodo

necessrio para as lagartas cessarem totalmente o consumo de folhas de E. grandis.
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APENDICE

Apéndice 1. Fatores cdlimaticos registrados para 0 més de sstembro de 2000 (1° experimento

de campo, 13 a20/09/2000). Fazenda Experimenta Lageado (FCA/UNESP — Botucetu).

Ano Data T (°C) média UR (%) média Fx. Radiagdo Precipitacéo
Total (MIn?) | Total (mnm/dia)

2000 1/9 1530 91,10 2,37 31,2
2000 2/9 1033 97,60 1270 276
2000 3/9 10,65 9340 1382 01
2000 4/9 1099 8340 56,20 01
2000 5/9 1356 79,60 72,40 00
2000 6/9 13,08 84,50 3800 01
2000 7/9 1517 74,90 73,60 00
2000 8/9 1547 7890 4387 02
2000 9/9 17,65 75,50 58,33 02
2000 10/9 1938 72,30 7050 00
2000 11/9 220 64,81 69,40 00
2000 12/9 1692 86,90 2507 14,8
2000 13/9 19,61 61,26 80,10 0,0
2000 14/9 19,84 63,80 78,83 0,0
2000 15/9 20,92 58,82 66,30 2,9
2000 16/9 11,42 85,80 50,80 0,1
2000 17/9 10,27 77,80 79,77 0,0
2000 18/9 13,86 76,30 71,63 0,0
2000 19/9 17,15 71,20 82,07 0,0
2000 20/9 18,99 66,91 82,70 0,0
2000 21/9 2201 98,00 2380 86
2000 22/9 16,14 87,60 50,43 01
2000 23/9 1853 80,50 58,23 03
2000 24/9 2062 83,70 57,83 121
2000 25/9 16,40 83,00 68,77 00
2000 26/9 1524 7750 80,97 00
2000 2719 1833 74,20 76,50 00
2000 28/9 2056 64,71 79,13 00
2000 29/9 219 49,82 81,20 00
2000 30/¢ 1891 62,37 68,57 00




Apéndice 2. Fatores climéticos registrados para 0 més de margo de 2001 (2° experimento de
campo, 01 &08/03/2001). Fazenda Experimentd Lageado (FCA/UNESP — Botucatu).

Ano Data T (°C) média UR (%) média | Fx. Radiacio Precipitacgo
Total (MJIn?) | Total (mm/dia)

2001 1/3 22,88 77,20 85,80 0,0
2001 2/3 21,37 75,60 79,67 0,0
2001 3/3 21,01 72,90 90,27 0,0
2001 4/3 21,38 75,40 84,07 0,0
2001 5/3 21,84 74,40 82,40 0,0
2001 6/3 20,99 73,10 82,83 7,8
2001 7/3 21,78 72,10 83,83 0,0
2001 8/3 20,97 80,30 53,87 0,0
2001 9/3 1935 97,40 41,63 05
2001 10/3 18,69 98,70 48,20 151
2001 11/3 1984 90,60 5543 615
2001 12/3 19,72 84,80 76,93 11
2001 13/3 2152 84,10 66,57 0,7
2001 14/3 22,70 78,30 74,43 01
2001 15/3 23,70 70,90 8220 6,5
2001 16/3 23,60 75,80 67,50 0,0
2001 17/3 272 78,80 77,73 0,0
2001 18/3 20,26 83,50 5843 93
2001 19/3 2142 76,90 72,60 99
2001 20/3 21,85 80,40 70,07 0,0
2001 21/3 21,18 8540 7887 16
2001 22/3 2387 68,83 82,40 23
2001 23/3 24,25 66,04 80,23 0,0
2001 2413 2363 70,40 77,70 0,0
2001 25/3 2240 69,97 7727 04
2001 26/3 2112 75,70 61,70 0,0
2001 2713 2140 79,10 7217 02
2001 28/3 18,14 92,30 34,73 0,0
2001 29/3 1915 87,60 61,07 54
2001 30/3 20,09 83,40 79,17 05
2001 31/3 20,67 81,30 7733 0,0




Figura 1. (A) Particulas isométricas de ca. 30 nm em didmetro, presentes em extratos de lagartas infectadas
pelo TaV (ponta da seta). (B) Preparagdo purificada contendo particulas similares as presentes no extrato.
Também estéo presentes particul as i sométricas menores, de ca. 15 nm em didmetro (ponta da seta).
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