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RESUMO

Ege edudo teve por objetivo avdiar a eficiéncia do Thyrinteina arnobia
virus (TaV) e de Bacillus thuringiensis quando submetidos a diferentes condiges de pH e
temperatura no controle da lagarta parda Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae). Foram testadas 4 temperaturas (18, 22, 26 e 30° C) e 4 pHs diferentes (5, 6,
7 e 8). Os ovos de Thyrinteina arnobia foram provenientes de uma criacdo em dieta
atificid, mantida em laboratério. Os entomopatdgenos foram gplicados em folhas de
Eucalyptus grandis, para posterior oferecimento a lagartas do 3°. e 5°. ingtares. O ensaio de
pH foi conduzido em sda dimatizada (temperatura: 25 + 1°C ; UR: 70 + 10 % e fotofase
de 13 horas), enquanto que o0s ensaios de temperatura os tratamentos foram conduzidos em
canaas de BOD e fotofase de 13 horas. Os experimentos foram instalados no
delineamento experimental inteiramente casudizado e a didribuicdo dos tratamentosem
esquema fatoriad 4x3, com 10 repeticdes de 5 lagatas cada uma, sendo avaliadas 150
lagartas para cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e
as médias comparadas pelo teste t (LSD) ao nivd de 5 % de probabilidade. A varidve
avdiada foi a mortdidade acumulada das lagatas. As observacbes foram feitas
diariamente porém, para a andise edaidica consderaramnse as avaiagdes redizadas aos
4, 6, 8, 10 e 15 dias. Os dados foram corrigidos utilizando-se a raiz quadrada de x + 1. No
experimento sobre a influencia da temperatura, foi verificado que quanto maor a
temperatura, maior a mortdidade causadas pelo TaV e pelo B. thuringiensis, tanto para
lagartas de 3. instar quanto para lagartas de 5. ingtar de T. arnobia. As temperaturas mais



favoréveis para a expressdo da acdo de ambos os patdgenos foi 26 e 30°C. No experimento
sobre 0 efeito do pH da calda de pulverizacdo sobre os entomopatdgenos, constatouse que
o pH 7,0 é o mais adequado para a agdo do B. thuringiensis, tanto nas lagartas do 3. indar
quanto para as lagartas do 5. instar de T. arnobia. Entretanto, a acdo do TaV sobre lagartas
de T. arnobia ndo foi afetada pelos diferentes pHs de cada de pulverizacdo. Nos diferentes
experimentos redizados as lagartas do terceiro ingtar foram mais suscetivels, apresentando
uma mortadidade maior do que a apresentada nas lagartas do 5°. ingar. Tanto para as
diferentes temperaturas quanto para os diferentes pHs, o B. thuringiensis foi o responsavel
pelamaior mortalidade, para as duas idades de lagartas de T. arnobia.
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SUMMARY

The objective of this work was to evduae the efficiency of Thyrinteina arnobia
virus (TaV) and Bacillus thuringiensis when exposed to different conditions of pH and
temperature to the eucayptus brown looper control Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidopterac Geometridag). It was evaluated at 4 different temperatures (18, 22, 26 and
30°C) and 4 different pHs (5, 6, 7 and 8). T. arnobia larvae were reared in an atificid
diet and maintained in the laboratory. The entomopathogens were applied to Eucalyptus
grandis leaves, and these were offered to larvae at the 3% and 5™ instars. The pH assay
was conducted in a controlled conditions (temperature of 25 + 1°C ; RH: 70 + 10 % and
photophase of 13 hours). The temperature assays were conducted a a controlled
temperatures, in a BOD room with photophase of 13 hours. The experiments were inddled
in the following factorid andyss 4x3, with a experimentd design completely randonized,
with 10 replications with 5 larvae each one.  The data obtained were submitted to ANOVA
and means compared by t test (LSD) (PE 0.05). The varigble evaduated was the
accumulaive larvee desth. The observations were made daly, but for the datidtica
anaysis only the evduations in 4, 6, 8, 10 and 15 days were consdered. The temperature
experiment showed that higher temperature caused higher mortdity to both 3 and 5
ingars of T. arnobia larvae. The more favorable temperatures were 26°C and 30°C for the
expression of both pathogens. The results of suspention pH experiment showed that pH 7,0
was the most adequated for the B. thuringiensis action for both ingtars of T. arnobia.
However, the TaVv action in T. arnobia lavae was not affected for the different pHs
evduated. In different experiments carried out, 3 instar larvae were more susceptible



than to 8" ingtar. Also for the different temperatures and of different pHs, B. thuringiensis
was the responshble for higher mortdity for both larvae sages, in comparison to TaVv.

The implications of these reaults in eucayptus brown looper control in the fidd are
discussed in the text.

Keywords: Biologicd control, bioinsecticide, entomopathogens, eucalyptus brown looper,
forest pest control, environmenta factors



1 INTRODUCAO

No Brasl, o sator florestad continua em expansdo, sendo o eucdipto a
principd espécie florestd cultivada no pais. As florestas plantadas com eucdipto aingiram
2.965.880 ha. em 1999 e o setor base florestal exportou US $ 3,5 hilhfes, sendo que a
ceulose € o0 produto de base florestd que representa a participacdo mais expressiva no
mercado mundid com 52% dos negocios internacionals (Sociedade Bradsleira de
Sivicultura, 2001).

A crescente implantacdo de florestas de Eucalyptus e Pinus tem trazido
uma érie de problemas ao equilibrio biolégico (Oda & Berti Filho, 1978). Por outro lado,
edas florestas 2o cultivadas de forma intensiva, ou sga, tornando-as mais suscetivels ao
atague de pragas (Wilcken, 1991). As pragas de maior importancia econémica nas florestas
de eucdipto sdo as formigas cortadeiras e as lagartas desfolhadoras (Berti Filho, 1974;
Peres Filho, 1989).

A lagata parda Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera
Geometridae) é consderada o principa lepidoptero desfolhador das florestas brasileiras
(Anjoset d., 1987).

Exigem diversos méodos de controle da lagarta parda, entre os quais
ed0 o controle fisico, mecanico, quimico e biolégico (Anjos et d., 1987). O controle
quimico € um dos mas usados, mas pratica € complexa devido, principdmente, a

grande extensdo dos plantios e a dtura das arvores (Wilcken, 1996).



O controle biolégico consste na regulacdo do nimero de plantas e
animais por inimigos naturals, oS quais se condituem nos agentes de mortdidade bidtica
(Zanuncio et d., 1993). Dentro desse contexto se insere 0 controle microbiano, que
consste na utilizacdo raciond de patdgenos visando a manutencéo da populacdo de pragas
em nivels ndo pregudiciais (Alves, 1998). O controle microbiano tem grande importancia
dentro do controle bioldgico, através dos microrganismos entomopatogénicos, que atacam
insetos-praga de importéancia econdmica, como no caso de T. arnobia.

Dentre os entomopatdgenos utilizados no controle de pragas agricolas e
florestais destacam-se 0s virus e as bactérias. No caso dos virus, a importancia eta na sua
grande especificidade aos invertebrados e na eficiéncia no controle de insetos.

A viruléncia de Bacillus thuringiensis sobre lepidopteros tém sido muito
estudada. Embora ocorra um grande nimero de lepiddpteros suscetiveis a B. thuringiensis,
no Brasil, sGo poucas as espécies cujo nivel de suscetibilidade foi determinado (Alves,
1998).

No Brasl, vemse desenvolvendo trabalhos com bioinseticidas virais ha
mais de 20 anos. Entretanto, para prages florestais s ha relatos de ocorréncia de viroses no
campo sEm um estudo mais aprofundado. Desde o inicio da década de 80 vem sendo
utilizado, no Brasil, um virus de poliedrose nuclear (VPN) para o controle da lagarta da
soja Anticarsia gemmatalis (AgNPV), sendo que atualmente a érea tratada com o patégeno
esta proximade 1.000.000 de ha (Moscardi & Sosa- Gomez, 1992).

Na UNESP, Departamento de Producéo Vegeta, campus de Botucatu
est&se trabdhando com bioinsticida viral para o controle da T. arnobia. Nascimento
(20012), trabahou na caracterizacdo de um novo virus isolado de Thyrinteina arnobia, ao
qual chamou TaV, easuavirulénciafoi avaliada neste trabalho.

O sucesso da utilizacdo de qualquer edtratégia de controle depende de
faores bidticos e abidticos que influenciam o0 Sstema entomopatdgeno- hospedeiro-planta,
cujo conhecimento torna-se fundamental antes da implementacéo de uso desses patGgenos
em campo (Alves, 1986). Diversos sio os fatores que podem determinar a eficiéncia ou
ndo de um agente microbiano no controle de pragas. O efeito do pH da cdda de
pulverizagdo e as diferentes temperaturas em campo tem sdo considerados como uns dos
possvels fatores que afetam a viruléncia dos entomopatdgenos e tem sSdo objeto de

Investigacdo por estudiosos de controle microbiano de insetos.



Conhecendo-se a importancia de determinar novos e eficientes
programas de Controle Bioldgico, assm como a eficiéncia no campo desenvolveuse este
esudo com os objetivos de avdiar a influencia da temperatura e o pH da calda de
pulverizagdo sobre eficiéncia de controle de TaV e Bacillus thuringiensis a lagartas de T.

arnobia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Thyrinteina arnobia

A epécie Thyrinteina arnobia ocorre desde a América Centra até o
norte da Argentina (Rindge, 1961). No Brasl, a praga foi registrada nos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Sd0 Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo,
Mato Grosso de Sul, Goias, Didrito Federd, Bahia, Pernambuco, Maranh& e Amazonas
(Berti Filho, 1974; 1981; Anjoset d., 1987 e Barros et a., 1993).

Thyrinteina arnobia, conhecida como lagarta parda (Anjos et d., 1987), é
considerada como a principa espécie dentre os lepiddpteros desfolhadores do eucdipto no
Brasl (Berti Filho, 1974; Anjos et d., 1987), tendo atacado um total aproximado de
485.000 ha de florestas, entre 1949 a 1989 (Peres Filho, 1989). Entretanto, atualmente a
area tota atacada € maior, pois nd SsA0 consderados 0S recentes surtos que estdo
ocorrendo no estado de S50 Paulo desde 1989 (Wilcken, 1996).

A relacdo de plantas hospedeiras para T. arnobia no Brasl € bastante
estudada para as espécies de eucalipto, sendo os estudos com hospedeiros nativos escassos
(Lemos, 1996). Como hospedeiros exoticos no Brasil, sdo citadas as espécies de
Eucalyptus citriodora, E. cloeziana, E. grandis, E. resinifera, E. rostrata, E. saligna, E.
tereticornis e E. urophylla (Zanuncio et a., 1993).

A praga € de €feito arasador, principdmente em plantagbes novas
(Barbidlini, 1950). As lagartas de T. arnobia atacam desde plantios com 6 meses até 6,5



anos de idade, dém de rebrotas (Macedo et d.,1975). Entretanto, o ataque pode ocorrer
desde plantios novos, com um més de idade até florestas com 23 anos de idade (Wilcken,
1996), concordando com osrelatos de Anjos et d., (1987).

Com relacdo abs danos e prejuizos, um aague de T. arnobia causa perda
média de volume de madeira de 40,4 % ou 25,6 nt/ha para 100 % de desfolha e 13,2 % ou
8,3 mi/ha para &vores com 50 % de desfolha, considerando povoamentos de Eucalyptus
saligna com 2,5 a 3,5 anos de idade (Oda & Berti Filho, 1978).

Segundo Berti Filho (1974) cada fémea coloca em média 752,8 ovos. O
periodo embrion&rio € de 10 dias e gpresenta uma viabilidade média de 94,7 %. Esse autor
verificou ainda que as lagartas apresentam 6 ingtares. No caso dos adultos, a longevidade
média € de 3,4 dias para os machos e de 7 a 10 dias para as fémesas. O ciclo de vida dessa
praga de ovo a adulto € em média, de 53,1 dias para as fémeas e de 49,5 dias para os

machos.
2.2 ControledeT. arnobia

Os efeitos adversos ab homem e meio ambiente decorrentes ab emprego
de insdticidas quimicos tém levado a busca continua de dternativas, visando a
implementacdo de programas de mango integrado de pragas (MIP), nos quas 0s
entomopatdgenos tém papel importante, por Sua ocorréncia natural ou sua utilizacdo como
inseticidas bioldgicos (Alves, 1986; Tanada & Kaya, 1993).

Exisem também insetos predadores que podem exercer o controle da
praga. As espécies Alcaeorrhynchus grandis (Hemiptera: Pentatomidae) como predadora
de lagartas, e Apateticus sp. (Hemiptera: Pentatomidae) predadora de lagartas, pupas e
adultosde T. arnobia (Berti Filho, 1974).

Segundo Gdlo e d. (1988), dém do controle biolégico de Thyrinteina
arnobia com paraditdides, insdticidas biolégicos a base de Bacillus thuringiensis Berliner
tém sido usados com sucesso, sendo os virus especificos também eficientes.

O método de controle mais empregado para se controlar as aeas com
surtos de aé a aplicacdo de B. thuringiensis. Vaios estudos ja foram redizados testando-se
diferentes formul agdes deste entomopatégeno (Anjos et ., 1987).

E importante ressdtar que aguns patdgenos s especificos, como é o

caso dos virus, adguns fungos e protozoarios. Outros, porém, ndo gpresentam grande
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epecificidade, mas sdo adtamente patogénicos para determinadas espécies, como ocorre
com bactérias, fungos em gerd e nematdides. Assm mesmo, quando aplicados em doses
devadas anda conssguem evitar  desequilibrios  biolégicos de importancia  no

agroecossi stema, por ndo afetarem parasitos, predadores e polinizadores (Alves, 1986).

2.3 Bactérias entomopatogénicas

S0 conhecidas centenas de espécies de bactérias associadas a insetos, no
entanto sB0 poucas aquelas que possuem caracteristicas que permitem 0 Seu U0 no
controle de insetos prgudicias. As espécies entomopatogénicas de maior importancia
concentram-se nas familias Enterobacteriaceae e Bacillaceae, dém de dguns géneros da
familia Pseudomonadaceae (Habid & Andrade, 1998).

Quanto aos critérios de classficacéo das bactérias redizado por Falcon
(1971), acredita-se que sgam os mais viaveis do ponto de visa da patologia de insetos,
agrupando as bactérias entomopatogénicas em gpenas duas categorias. esporulantes e néo-
esporulantes.

S dian & d. (1973) e Angus (1974), tratando dessas categorias
mencionadas, sdientam a inadequacdo das bactérias ndo-esporulantes para 0 UsO ho
controle de insetos, devido a sua dta senshilidade &s radiagBes e as condigBes climéticas,
dificutando o manussio, amazenamento e formulacdo, além de grande parte ser
considerada patogénica para vertebrados. Por outro lado, os mesmos autores enfatizam as
qualidades dtamente promissoras da familia Bacillaceee.

O crescente interesse pela utilizacdo de bactérias entomopatogénicas para
o0 controle de populacbes de insetos prgudicias levou 0 homem a pesquisr mas
profundamente as bacté&ias esporulantes. A sua caracteristica de perssténcia, tem sido
consderada como um pré-requisito para que um agente possa ser produzido em escda
comercia (Habib & Andrade, 1998).

Embora sgam poucas espécies de bactérias com dta capacidade de
invadir a parede intestind ou de se multiplicar na luz do intestino, varias S50 as espécies
condderadas potenciais, ou sga, com a cgpacidade de se multiplicar na hemolinfa,
causando septicemias fatais (Habib & Andrade, 1998).

Ainda exigem agudas espécies de bactérias, embora poucas, que se

caracterizam por ata viruléncia, ata capacidade invasora e producéo de toxinas, causando
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facilmente toxemias em insgtos. A familia Bacillaceae encontra-se dentro deste grupo de
bactérias esporulantes e tem sdo amplamente estudada. Envolve dois géneros de grande
importancia, Bacillus e Clostridium (Habib & Andrade, 1998).

2.3.1 Controle microbiano utilizando Bacillusthuringiensis

Nos anos 90 os inseticidas microbianos, principdmente a base de
bactérias, tiveram sua importancia reconhecida no mercado mundia, devido as exigéncias
ecolOgicas e ambientais da sociedade. Produtos a base de B. thuringiensis var. kurstaki
ocupam um enorme espaco para combater pragas agricolas e florestais (Watkinson, 1994).

As espécies do género Bacillus sBo agpresentam células em forma de
bastonete, as vezes em cadeia, sendo a maioria capaz de produzir endosporo. S0, em gerd
aerdbicas ou facultativamente anaerdbicas, podem se desenvolver em subdtratos variavess,
devido a0 amplo complexo enzimético produzido pelas clulas. Apesr da sSgnificaiva
variacdo entre as diferentes espécies desse género, varias caracteristicas, como a formacdo
de esporos e aproducdo de toxinas e enzimas, levaram 0s patdgenos pertencentes a ele a
um lugar privilegiado entre os agentes dtamente promissores no controle de insstos
preudiciais (Habib & Andrade, 1998).

As vaiedades de B. thuringiensis produzem dgumes toxines ja
caracterizadas, aém de substncias de acdo tdxica pouco definida para muitos insetos. As
toxinas que e seguem s80 as mas importantes. d-endotoxinas (toxinas do crigd), b-
exotoxina, endésporo, d-exotoxina, entre outras (Habib & Andrade, 1998).

Quanto as interagdes de B. thuringiensis com seus insetos hospedeiros, a
d-endotoxina e thurigiensna representam os fatores mais importantes no quadro patolégico
causado por esse bacilo (Habib & Andrade, 1998).

A suscetibilidade e a viruléncia podem ser expressas através de varios
indicadores, tas como dose letal mediana (DLsp), tempo leta mediano (TLsp), entre outros.
Os indicadores “efetivos’ seriam agueles que dependem do surgimento de um determinado
efeito ou sintoma, e ndo necessariamente da morte. No caso de B. thuringiensis, pode-se
supor smplesmente que os insetos de pH intestind acdino srdo suscetivels a bacteriose
(Habib & Andrade, 1998).



Entretanto, a viruléncia deve variar de acordo com as caracteristicas do
inseto estudado, tais como o grau ck dcdinidade intestind e a presenca ou ndo de agentes
redutores. Da mesma forma, a suscetibilidade do inseto deve variar de acordo com o
ser6tipo usado e aé dentro de mesmo serdtipo, de acordo com a linhagem e o tipo de
fermentacdo e formulacdo (Habib & Andrade, 1998).

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki é amplamente usada no Canada
para o controle de insetos desfolhadores das florestas, em particular de Choristoneura
fumiferana Clemens ( Lep.: Tortricidae) (Morris et a., 1986), e pode ser téo efetivo quanto
os inseticidas quimicos (Carrow, 1983).

Berti Filho & Macedo (1973) verificaram, pda primera vez, a acéo
deletéria de B. thuringiensis em lagartas de importancia floresta no Brasl. Lagartas de T.
arnobia trazidas do campo para o laboratério bram adimentadas com folhas de eucdipto
previamente pulverizadas com suspensdo contendo B. thuringiensis e, apos sais dias, todas
morreram. Mais tarde, Macedo et d., (1975) relatou 0 uso de B. thuringiensis em dois
surtos de T. arnobia no estado de S&0 Paulo, em 1973, com bons resultados.

Gdlo & d. (1988) resumem as experiéncias com B. thuringienss,
afirmando que os produtos comercials com este ingrediente ativo tém sdo usados com
sucesso no controle de diversas lagartas de eucalipto, incluindo T. arnobia.

Ha registro de €ficiéncia desta bactéria para T. arnobia, Sarsina
violascens, Eupseudosoma involuta e Euselasia apisaon. Esta bactéria apresenta eficiéncia
comparada a dos produtos quimicos para controle destes insetos. A T aplicacdo em larga
escada de B. thuringiensis foi redizada em uma &ea de mais de 300.000 hectares de
eucdipto em Minas Gerais, para controle de T. arnobia (Zanuncio et d., 1993).

2.3.2 Modo de acao de Bacillusthuringiensis

Quanto as interagbes de B. thuringiensis com seus hospedeiros, a d -
endotoxina e thuringiensina representam os fatores mals importantes no quadro patoldgico
causado por esse bacilo.

O crigtd protéico como um todo ndo possui efeito toxico quando injetado
diretamente na hemolinfa de insstos, pois smplesmente € uma pro-toxina, tendo entéo uma
relacdo direta entre a viruléncia e 0 modo de dissolu¢do do crista, sga esta enzimédtica ou

ndo enziméaica A sua dissolucdo em meio dcdino (acima de pH 8), em tampdes dcainos
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redutores, ou em solucdo de enzimas proteoliticas, resulta em moléculas de tamanhos
vaiavels, das quas adgumas sio toxicas para insetos, sendo as d-endotoxinas agumas
dessas moléculas que participam na formagdo do cristal. Por tanto, a dissolucdo desse
crista é sempre necessria para a liberacdo e atuacdo das d-endotoxines (Fast & Martin,
1980).

A aividade instticida da d-endotoxina de B. thuringiensis em
Lepidoptera depende da ativacdo (solubilizacdo e digestdo) da protoxina que representa o
crigta protéico no intestino médio dos insetos, sendo importante que 0s insetos gpresentem
um pH intestind acdino (Faust et d., 1967; Cooksey, 1971; Huber & Lithy, 1981). O pH
intestind de larvas de Lepidoptera geramente € dto (Waterhouse, 1949; Berembaum,
1980) e excede um pH= 10 em vérias espécies (Heimpel, 1956). O pH acdino promove a
dissolucdo do cristd e € 6timo para as proteases que hidrolisam  a protoxina em sua forma
ativa (Fast, 1981; Tojo & Aizawa, 1983).

Como as caracterigticas das proteases e as condigdes da sua atuacéo
vaiam de uma espécie de inssto para outra, em funcdo do habito aimentar, condicdes
fisco- quimicas na luz integting, etc., acredita-se que o grau de hidrdlise do crista também
pode ser varidvel de um inseto para o outro. Nos lepidopteros as proteinas do cristd, sfo
solubilizadas pelas proteases do suco intestind do inseto e possvelmente por enzimas do
proprio Bacillus, originando a toxina que se liga aos receptores glicoprotéicos localizados
nas céulas edriadas epitelials, responsavels pela absorcéo no intestino médio dos insetos.
As toxinas nas cdulas epitdiais levam entio a um desequilibrio osmdtico que acaba
resultando na parada dimentar e posterior paralisiaaimentar (Habib & Andrade, 1998).

Lecadet & De Donder (1967), citados por Alves (1998) constataram que
as proteases semipurificadas e isoladas do suco intestind de lagartas de Pieris brassicae
foram capazes de dissolver o critad protéico de B. thuringiensis, confirmando assm o
papd da acdo enzimética na dissolucdo do cristd. Os mesmos autores condtataram que as
toxinas obtidas aravés da hidrdlise enzimética foram faas quando injetadas na cavidade
do corpo, enquanto o materid dissolvido goenas em meio dcdino (ndo enzimético) ndo
teve 0 mesmo efeto fad.

Essas informagles dgnificam que as proteasses, independentemente de
sua origem, seriam, entre outros fatores, responsaveis pela determinacdo do nivel de
suscetibilidade do inssto tratado. A hidrdlise do crisgad no intestino médio de uma larva

suscetivel a B. thuringiensis resulta na liberagéo das toxinas divas, que por sua vez atuam
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diretamente no epitéio intetind ou passam para a cavidade do corpo e afetam os demais
0rgéos e sstemas aém do intestino (Habib & Andrade, 1998).

2.4 Virus entomopatogénicos

Os virus s2o entidades ndo celulares, cujo genoma é &cido nucléico. Cada
RNA ou DNA faz sua replicacdo dentro das células e usa o contetido intracdlular de
materiais precursores e materid para orientar a sintese de particulas especidizadas
(virions). A descricBo dos virus era baseada somente nos sSintomas, originando varios
nomes descritivos de etiologia das doengas (Benz, 1987).

Os virus sGo agentes entomopatogénicos que se caracterizam pela acéo
especifica, embora tenha sido verificada certa atividade patogénica de virus de uma espécie
sobre inseto de outra espécie (Moscardi, 1986)

Os virus de insetos e acaros atudmente conhecidos estéo representados
por mais de vinte grupos (Tanada & Kaya, 1993). Entretanto, quando € considerada sua
utilizacdo no controle de pragas, 0 grupo dos baculovirus tem sdo o mas estudado e
empregado paratd fim.

Os virus sdo patdégenos com um tempo letd maor do que B.
thuringiensis no controle das pragas. Alguns estudos tém mostrado que alguns podem ser
carregadores de genes para producdo de toxinas. O baculovirus (virus de granuloses (VGs),
e VPNs) tem potencial particular para 0 controle microbiano. Esses virus so rdativamente
especificos a0 hospedeiro e sdo encontrados em muitas pragas de importancia econémica,
principalmente lepidopteros. Eles gerdmente requerem de 2 a 8 dias, ou mas, para causar
a morte no hospedeiro. Sua perssténcia em solos é medida em anos (Thompson et d.,
1981), mas na supeficie foliar sho inativados em dias ou em agumas horas (Podgwaite,
1985). Sdo transmitidos horizontalmente por contaminagcdo ambiental ou por ingestdo, mas
também é conhecida a transmissdo mecénica por insgtos vetores (Vinson & lwantsh,
1980).

Alguns VPNs e VGs tem ddo utilizados de forma inoculativa para o
controle de pragas florestais (Podgwaite, 1985). Essas introdugbes tém suprimido
parcidmente as populagbes de pragas. Presume-se que, em solos contaminados com virus,

a pesgéncia no solo faz com que os corpos de inclusdo vird (PIBs) persgam até a



15

populagdo da praga retornar, com isso a populacdo do virus aumenta rapidamente  (Fuxa &
Tanada, 1987).

Recentemente fezse a caracterizacdo de um novo virus isolado de T.
arnobia (Nascimento et a., 2000) e estudou-se a sua patogenicidad. Por ser 0 primeiro
registro de virus isomérico infectando T. arnobia. o virus foi citado como Thyrinteina
arnobia virus (TaV). O TaV goresenta particulas de 30 nm e particulas de 15 nm em
didmetro, que sugere a exigéncia de um virus satélite com peso molecular aproximado de
500 pb. Segundo Nascimento (2001), as particulas isométricas de 30 nm de diametro,
encontradas nas suspensdes de virus e nos tecidos do intestino de lagartas, representam o
TaV, e sugerem que edte virus pode pertencer a familia Picornaviridae, juntamente com
outros virus descritos para outras espécies de insetos.

Paticulas de 26 a 0 nm, semelhantes as encontradas em preparagies
purificadas do TaV, foram encontradas com fregiiéncia no epitdlio do intestino de lagartas
infectadas, mas ndo em lagartas sadias. As particulas foram também notadas no [Umen do
intestino, junto as microvilosdades, e no citoplasma das células epitediais do intestino,
geralmente formando agregados paracristalinos (Nascimento, 2001).

2.4.1 Modo de acdo do virus entomopatogénico TaV

Os virus penetram por via ord, pela ingestdo dos poliedros, que contém
0s virions. Assm, sua inoculagdo deve ser feita sobre 0 aimento do hospedeiro, sgja ee
naturd (folha ou outra parte da planta) ou artificid (dieta artificid) (Moscardi, 1998).

Alves (1986), descreve que, em condigdes dcdinas (pH > 7,5 do
meséntero, os poliedros sfo disolvidos, liberando os virions, que em contato com as
microvilosdades intestinals, liberam 0s cgpsideos nas cdulas epitdias do intestino.
Nessas cdlulas ocorre a “infeccdo primaria’, caracterizada por multiplicacdo, sendo que as
particulas recém formadas podem dingir outros tecidos suscetiveis do hospedeiro, onde
ocorrerd a producdo de grande quantidade de nucleocapsideos e, posteriormentea
formacéo de cristais. Eta grande producéo de cristais caracteriza a “infeccdo secundarid’,
provocando o rompimento da parede celular. Durante a infeccdo secundaria ocorre a

disseminacéo dos virus, onde os insetos liberam grandes quantidades de poliedros através
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dos liquidos regurgitados e dos excrementos pastosos, que representam importantes fontes
de indculo para outros insetos que vivem no mesmo habitat. Outra fonte de indculo é o
inseto morto, em estado de podriddo, importante para a manutencdo das epizootias.
Moscardi (1986) cita 0 processo, desde a infeccéo até a morte da lagarta, dura em média de
6a7das

Rueckert (1996), assnala que, para os virus da familia Picornaviridee, a
replicacdo ocorre no complexo associado com a membrana citoplasmética. O inicio da
infecc@o ocorre com a ligagdo do virion ao receptor especifico, encaixado na unidade da
membrana plasmédtica. A RNA transferase desencadeia o processo de transcricdo do RNA
vird no genoma da cdula hogpedeira O RNA vird liberado passa auar junto ao
ribossomo, induzindo aformacéo da RNA transferase.

Nascimento (2001) descreve, que aparentemente, a infeccdo pelo TaV se
limita a0 epitdio do intestino, embora mais exames devam s requeridos para confirmar
ede fato. A presenca dos corpos multivesiculares (CMV's) representa uma caracteristica
marcante da infeccdo pelo TaV, e as vesiculas em seus interiores podem representar o sitio
de replicacdo do RNA vird.

2.4.2 Controle microbiano utilizando virus entomopatogénicos

Uma das primeras tentativas de utilizacdo de virus para o controle de
insetos ocorreu em 1942, com a introdu¢do de um virus de poliedrose nuclear (VPN) em
populagbes de Lymantria monacha (Lepidopteras Lymantriidae) em florestas de Pinus na
Alemanha (Huber, 1986).

Outro exemplo de utilizagdo de virus no controle de praga floresa é o
VPN de Orgyia pseudotsugata (Lepidopteras Lasiocampidag), praga de coniferas na
América do Norte. Egte virus foi registrado em 1976 nos EUA, com o nome comercia de
TM Biocontrole , no Canada com o nome de Virtuss (Moscardi, 1998).

A infecgdo poliedrd de um virus de poliedrose nuclear na lagata
desfolhadora Hyblaea puerea (Cram) (Lepidoptera: Hyblagidae) en florestas de Pinus, foi
reportada por Beeson (1961) e por Sarma (1993), citados por Ahmed (1995) e encontraram
gue o virus é dtamente especifico a seu hospedeiro.

Smirnoff et d. (1977) citam que larvas mortas de Glena bisulca Ringe

(Lepidopteras Geometridae), um <&io desfolhador de Cupressus lusitanica, foram
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coletadas na Coldbmbia durante o inverno de 1975, estando infectadas com um virus de
granulose.

Cunningham (1990) menciona que larvas de himendpteros desfolhadores
de florestas, principamente do género Neodiprion, induindo N. sertifer, N. lecontei e N.
suanei (Hymenoptera: Diprionidae) tem sido controladas através de virus na Améica do
Norte e na Europa. O VPN de N. sertifer é o mais utilizado, tendo Sdo registrado nos
Egtados Unidos em 1983 com a marca “Neocheck”. Um isolado do virus foi produzido na
Finlandia pea empresa Kemira OY, que até 1982 comercidizou o VPN na regido dos
paises escandinavos, para aproximadamente 9.000 ha de florestas. Na Inglaterra este VPN
fol registrado como o0 nome de “Virox”.

O himenoptero Neodiprion lecontei é encontrado somente na Ameérica do
Norte e tem como caracteristica comum em relagdo a praga do pinheiro europeu (N.
sertifer), o habito gregario de suas larvas. N. lecontei € a principd praga das plantactes de
pinhero vermelho, em Ontaio e Quebec. Um extenso programa foi criado para o
desenvolvimento do VPN da praga no Canada em 1976 e aplicaches afreas foram
conduzidas entre 1976 e 1980, redizando-se testes de impacto ambienta (Cunningham,
1995).

O VPN de Neodiprion sertifer tem Sdo testado e utilizado em mas
paises do que outros baculovirus, e nos Ultimos 40 anos, pulverizaches aéress e terrestres
tém ddo conduzides no Canada EUA, Alemanha, Reino Unido, Finlandia, Suécia,
Noruega, Rlssa, Austria, Pol6nia, lugodévia e Itdia (Cunningham, 1995).

Em 1978, 0 Servico FHorestad American obteve o registro do VPN de L.
dispar, aravés da Agéncia de protecdo Ambiental (EPA), com o nome de “Gypchek”.
Nessa ocasdo, 11.000 ha de florestas foram tratados entre os anos de 1978 e 1993. O
produto é utilizado no Canadd, Europa e Estados Unidos (Reuveni, 1995).

Moscardi  (1998) cita que o0 “Gypchek” estd sendo produzido por
empresas privadas mediante convénio com o0 Sevico Horestd Ameicano. Ede
bioinstticida foi agplicado em gproximadamente 3.880 ha de floretas nos EUA e no
Canada, entre 1976 e 1982 (Huber, 1986). PreparacOes comerciais desse VPN estéo sendo
utilizades na China e na antiga Unido Soviética, onde foram aplicadas em 53.000 ha, em
1978.

Nas Ultimas trés décadas, muitos estudos sobre virus patogénicos a

insstos tém sdo desenvolvidos, na esperanca de utiliza-los no controle de insetos-pragas.
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Um virus de poliedrose nuclear, usado no controle de Anticarsia gemmatalis em soja, € um
exemplo bem-sucedido desses esforgos (Alves, 1998)

Em 1983, uma formulacdo do VPN de N. lecontei, denominada
Lecontvirus, foi registrada no Canadd Este virus foi produzido em campo, aravés de
aplicagbes em florestas de pinhelro dtamente infestadas pelo inseto; as larvas moribundas
foram coletadas e congeladas para poserior, moagem, liofilizacdo e formulagdo (Reuveni
1995; Cunningham, 1990).

Cunningham (1995) relata que, entre 1971 e 1983, em florestas de Pinus
do Canada, as lagartas dos ponteiros Choristoneura fumiferana, C. occidentalis e C. pinus
foram controladas através da aplicacéo de VG.

No Brasil, Alves (1986) cita a ocorréncia de agumas viroses em pragas
de florestas, com destaque para 0 VPN e para o VG (virus de granulose) de T. arnobia,
ocorrendo em condigdes de campo e de laboratorio.

Num trabaho redizado por Nascimento et a. (2000) através de
observaces de lagartas mortas de T. arnobia, em microscopio eetrénico, encontraram a
presenca de um virus isomérico morfologicamente Smilar a outros virus pertences a
familia Picornaviridee. Foi feita a purificacdo das particulas do virus, para uso posterior da
uspensio e avdiar a suscetibilidade de diferentes ingares larvais a infecdo do virus. Os
autores concluiram que todos os indtares larvais foram suscetiveis a0 virus e morreram
entre 7 a9 dias apos da inocul acao.

Cunningham (1995) rdata que, no Canada, o primeiro surto séio de L.
dispar ocorreu em Ontario no ano de 1981. Em 1992, 63 ha foram pulverizados com
“Gypchek” proveniente do Servico Horestd do Canada, aravés do Servico Forestd
Americano. As pulverizagbes foram redizadas quando as larvas esavam se dimentando
ativamente, sendo que o intervalo entre duas aplicactes foi de 3 a 5 dias. O uso de VPN é
preferido ecologicamente em aeas sensivels, onde B. thuringiensis pode ter um impacto
em |epidopteros ndo avos.

A producdo de virus entomopatogénicos vem evoluindo a patir da
década dos 60, gracas a avancos em outras areas da ciéncia, como a criagdo de insetos em
dietas atificias e a cultura de céulas de insetos (Moscardi, 1998).

Para producéo inicid do virus em larga escala este pode ser obtido de
insetos infectados a campo ou em laboratdrios especidizados. Outro aspecto de

importancia na producdo € a idade e o tamanho do hospedeiro. A maxima converséo de
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céulas em paticulas virais € obtida quando sfo usados insstos que se gpresentam bem
desenvolvidos. Cuando a quantidade de biomassa disponivel para o virus é maior
(Moscardi, 1998). O mesmo autor recomendou para a producdo de B. anticarsia a
utilizacdo do hospedeiro entre 0 quato e o quinto instar, quando se obtém maior
quantidade de indculo.

Em diferentes experimentos temse demonstrado que a inoculagéo
inundativa tem controlado Oryctes rhinocerus (Entwise, 1986, citado por Fuxa, 1987),
Trichoplusia ni, Pieris rapae, Orgyia pseudotsugata e Malacosoma disstria (Ignoffo,
1985). O tempo de geracdo dos virus quando aplicado em inoculagdo inundativa € rgpido.
Por exemplo, trés geracbes de VPN de O. pseudotsugata podem ser produzidas durante
uma geracao do inseto hospedeiro (Harper, 1987, citado por Fuxa, 1987).

Novas edtratégias tém sido investigadas freqlentemente para os virus. A
auto-disseminacdo tem ddo usada para distribuir o virus dentro da populacdo do
hospedeiro (Gard & Falcon, 1978).

A determinacd0 da dosagem de virus entomopatogénicos tem sdo
discutida por véarios autores (Pinnock, 1975; Evans, 1981; Ignoffo & Couch, 1981;
Moscardi, 1986; Jaques, 1990), com base na populacdo do hospedeiro e na produtividade.

25 Influéncia da temperatura de desenvolvimento e do pH da calda a virus e B.
thuringiensis

25.1Virus
2511 Temperatura

A temperatura pode influenciar a eficiéncia de virus em campo de vaias
formas. @ aumentando o tempo letd do virus em condigBes de temperaturas médias mais
amenas, b) inibicdo do processo infeccioso tanto em temperaturas elevadas como em
baxas, com o grau de influéncia vaiando com o ggema virus-hospedeiro-planta
envolvido (Jaques, 1977, Benz, 1987). Tanto o VG de Pieris rapae, a 36°C, como o VPN
de Trichoplusia ni a 39°C, tiveram sua multiplicacdo inibida nesses hospedeiros (Tanada,
1963). O mesmo foi observado com o VPN de Héliothis spp. (Ignoffo & Couch, 1981).
McLeod et a.(1977) observaram que um aumento da temperatura de 15 para 30°C néo



resultou em efeitos substanciais na atividade do VPN de H. zea, mas houve reducéo
significativa na mortalidade do inseto quando a temperatura aumentou para 45°C. Johnson
e d. (1982) modraram que a temperatura 6tima para 0 desenvolvimento do AgNPV da
lagarta-da-soja (A. Gemmatalis) foi de 30°C. Entretanto, houve inibicdo da eficiéncia tanto
a 10°C como a 40°C. No Brasil, em regides de temperatura média mais baixa, tem sido
observado um aumento do TLsp desse virus, dém de evidéncias de menor mortaidade da
lagarta-da-soja (Moscardi, sd.). Este fato reforca a necessdade de procurar isolados
regionas para serem Uutilizados em &eass com carecteridicas ecologicas  especials
(Moscardi, 1998).

Devido a intima relacéo fisologica entre virus e as cdulas do hospedeiro,
torna-se dificil diginguir o efeito da temperatura sobre as cdulas do inssto daguele
provocado sobre o virus (Benz, 1987). Segundo Tanada (1963), a inibicdo vird em
temperaturas baixas ou devadas pode edar relacionada a0 efeito sobre a taxa de
aimentacdo do inseto ou sobre o mecanismo de infecdo do virus no hospedeiro, bem como
um aumento da imunidade cdular e humora, em resposta a taxas metabdlicas dtas ou
baixas do inseto. Apesar das evidéncias quanto ao efeito da temperatura sobre os virus
entomopatogénicos, esse aspecto necessita ser mais bem estudado, principamente em
condi¢des de campo.

A diciéncia de virus em campo pode s detada sgnificativamente peo
substrato onde esses agentes sdo depositados, variando em funcéo da planta lospedeira e
sua arquitetura, do local de deposicdo do patdgeno e das substéncias antimicrobianas
presentes nos vegetais (Moscardi, 1998).

25.1.2. pH

Revisando a literatura sbre as caracterigticas fisico-quimicas das &guas do
Estado de S&o Paulo, encontrou-se que os niveis de pH variam entre os niveis acido e
dcdino. Em 52 reservadrios atificias de &gua em todo o Estado de S&o Paulo, Tundis
(1981) verificou que o pH variavade 5,49 a 7,93.

A maioria dos estudos onde avdia-se a influéncia das diferentes faixas do
pH em produtos destinados ao controle de pragas, tém sdo feitos em insecticidas e muito
poucos em bhioinsecticidas, ndo entanto tem sSdo avadiada a influéncia deste fator na

eficiéncia deles. Por exemplo informagbes quanto a acdo do pH sobre a estabilidade de
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defensivos agricolas foram enocntradas, como a de Reeves (1983), afirmando que aguas
com dtos nivels de pH podem provocar hidrdlise dcdina dos produtos e que os insgticidas
S80 mas suscetiveis a esta hidrolise do que os fungicidas, herbicidas e reguladores de
crescimento.

No find dos anos 80, apos frequentes insucesso no controle do &caro da
leprose com a utilizagdo de produtos aé entdo tidos como eficiéntes, comegoue-se a
especular sobre a posshilidade de o pH das cddas utilizadas nas aplicaches estar
interferindo, de forma negativa, na agao desses produtos (Almeida, 1990).

lgudmente acreditase que o pH pode influr na eficéncia dos
bioinseticidas, ja que podem afetar a estrutura celular tanto dos virus quanto das células.

Alguns trabahos tém demostrado que substéncias presentes em vegetas
podem contribuir para a perda de atividade de virus. Andrews & Skorowski (1973)
observaram que o VPN de Heliothis spp. foi desativado durante a noite, devido ao orvaho
formado sobre as folhas de adgoddo, que resultava numa suspensdo dcdina (pH 96 a
10,1). Esse fator pode estar relacionado com a menor perssténcia da atividade do VPN de
Heliothis em folhas de dgoddo do que em folhas de soja e tomate (Young & Yearian,
1974). Esses efeitos adversos devem s cuidadosamente andisados no desenvolvimento

de virus como inseticida microbiano.

2.5.2 Bacillusthuringiensis

25.2.1 Temperatura

Quando se usa B. thuringiensis, com a findidade de controle de larvas de
lepiddpteros 0 sucesso é determinado por un conjunto de fatores ecoldgicos, fisoldgicos e
moleculares. A determinacd0 de uma dose eficaz, através da ingesté de folhasou outras
edruturas pulverizadas € 0 primeiro passo. As deta-endotoxinas sGo convertidas pelas
proteases do intestino em toxines divadas as quas destroem as cdulas epitdias do
meséntero. A destruicdo de cdulas do meséntero € seguida pela multiplicacdo de cdulas
bacterianas. (Heimpe & Angus, 1959). Muitos desses processos sé0 dependentes da
temperatura e ainda ndo é bem compreendido como a temperatura influi na acdo de B.

thuringiensis. S8 muitos os trabahos que vém sendo redizados com a findidade de



avdiar a influencia das diferentes condigbes ambientas sobre a viruléncia de B.
thuringiensis.

Frankenhuyzen (1990), em um estudo feto para avdia o efeto da
temperatura de B. thuringiensis, no controle de Choristoneura fumiferana, determinou que
a temperatura teve efeito na progressdo da mortdidade e que o pico da mortalidade ocorreu
rapidamente com o incremento na temperatura de 13 a 25°C.

Em experimentos prévios com a lagata dos ponteiros do abeto,
Choristoneura fumiferana. (Lepidoptera Tortricidag), Frankenhuyzen (1994), examinou
como a temperatura afetou a determinacdo de uma dose eficaz de B. thuringiensis e a
expressio dessa dose. Concluiu que a temperatura ndo teve influncia na mortdidade
acumulada das larvas foi exposta ao patdgeno, tanto em dieta artificid como em aciculas
pulverizadas. Porém, a temperatura teve um pronunciado efeito na progressdo da
mortdidade. Observou-se que o tempo requerido para acancar 50% da mortaidade
decresceu de poucas semanas a 3°C a poucos dias a 25°C. Foi discutido que o aumento do
crescimento das cdulas bacterianas na temperatura mais dta poderia ser responsavel pela
morte mais rgpida e se determinou que os esporos tém um papel relevante na toxicidade de
B. thuringiensis no controle de C. fumiferana, por mostrar que a progressdo na mortaidade
eda diretamente corrdacionada com a proliferacéo de cdulas bacterianas em lavas

infestadas em varias temperaturas.

2522, pH

Poucos estudos tem ddo fetos vissndo avdiar a influencia do pH na
atividade das d-endotoxinas. A toxicidade da protoxina € relativamente estavel em pH
entre 23 a 11-12, fora desta faixa de pH a inaivacéo € rgpida e irreversivel (Angus, 1956;
Nishiitsutsuji-Uwo et d., 1977). Com a faixa de estabilidade, contudo, tem sido dificil
avdiar a importancia do pH para a dividade da toxina por obrigaches experimentas
imposta por ambos sstemas in vivo e in vitro. Em bioensaios gerdmente passados alguns
dias, permitem um pequeno controle sob o pH das solugbes da toxina seguido pela
ingestén. Em bioensaios in vitro normamente restringem o pH a uma limitada faixa perto
da neutrdidade devido aos requerimentos das cdlulas. A faixa 6tima do pH para linhas de
células de Lepidoptera é de 6,0 a 7,0 (Sohi, 1980). A acidificacdo da suspensdo da toxina

por aguns preceitos prévios aos ensaos in vitro poderiam atuar sobre as propriedades
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citotoxicas das moléculas da toxina. De fato, Johnson (1981) e Yunovitz et d. (1987)
indicaram que td tratamento pode reduzir atoxicidade.

In vitro, a aivagdo da toxina é feta em pH dcdino e adicionando
enzimas proteoliticas (Cooksey, 1971; Huber and LUthy, 1981; Fast, 1981). O uso do
suspensdes  liquidas de cdlulas para ensaios, aivando a toxina in vitro precisa da
neutrdizacdo do pH da solucdo de toxinas para prevenir que a acdinidade rompa as
cdulas.

Gringorten e d. (1992), num estudo feito para avdiar a supressio da
atividade da d-endotoxina de B. thuringiensis por efeito da reducdo do pH, observaram que
reduzindo a dcdinidade do pH de 105 a 8, na preparacdo da enzima ativada de d-
endotoxina de B. thuringienss subsp. Kkurstaki, suprimiv-se a sua toxicidade.
Determinaram que possvelmente o efeito esta relacionado a protonacéo do residuos de
tirosnas quando o pH é reduzido ou uma dteracdo totd na cadela molecular causada
gerdmente pela dta dcdinidade do meio intestind dos insetos é importante ndo somente
por a solubilizacdo e digestéo da proteina cristal de B. thuringiensis, se ndo pela completa

expressao da atividade da toxina.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabdho foi desenvolvido no Laboratdrio de Entomologia do
Departamento de Producdo Vegetd da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP,

Campus de Botucatu.
3.1 Criacdo e Manutencéo

Os ovos de Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) foram obtidos de uma
criacdo em dieta atificid, conduzida no laboratdrio de Entomologia do Departamento de
Producdo Vegeta da FCA/UNESP, Campus de Botucatu.

Nessa criacdo, adultos de T. arnobia foram mantidos no interior de tubos
de PVC de 20,0 cm de altura e 10,0 cm de diametro, forrados com papel jorna e tampados
nas extremidades com placas de Petri de vidro de 20 cm de didmetro. As posturas foram
desinfectadas para evitar contaminacdo por microrganismos patogénicos (Wilcken et d.,
1992). Apo6s a desinfectacdo, foram colocadas em copos pléasticos, sendo mantidas em
condigdes controladas (temperatura de 25 = 1°C, umidade relativa de 70+10 % e fotofase
de 13 horas).

ApoOs aeclosio, as lagartas, em nimero de 5, foram repassadas para tubos
de fundo chato com 85 cm de dtura e 25 cm de didmetro, contendo dieta artificial
proposta por Wilcken (1996).
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As lagartas foram mantidas nessas condices aé aingirem o 3° indar,
quando foram individudizadas e repassadas para outro tubo, também contendo a mesma
dieta artificia, até dcancarem o estégio de pupa

Assm que dingiram o estégio de pupa, dentro dos tubos de dieta, essas
foram retiradas com pinca, sendo colocadas em placa de Petri, onde foi adicionada uma
solucdo de sulfato de cobre a 5 % quantidad suficiente para deixéa-las submersas, ficando
nessa Stuacdo por poucos segundos para sua desinfectacdo. Apds is0, as pupas foram
retiradas da placa e colocadas sobre uma folha ce papel toaha, para a remogdo do excesso
da solucéo de sulfato de cobre. Apds a secagem, as pupas foram repassadas aos tubos de

PV C conforme descrito anteriormente.

3.2 Purifica¢do do virus

O virus foi purificado com a findidede de avdiar a presenca das
particulas viras nas lagatas infectadas que seriam usadas para 0 bicensao, e ter a
seguranca de ndo apresentar a presenca de nenhum outro patdgeno agindo. Para a
purificacdo do virus foram maceradas lagartas mortas pelo patdgeno e misturadas com
solucdo tampéo fosfato (KH.PO4 e NapHPO4) 0,1 M, pH 7,1; 10 ml/g de tecido de lagarta,
de acordo com a metodologia de purificagdo desenvolvida Nakashima et a. (1998);
adaptada por Williamson von Wechmar (1992). A suspensdo 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. Sorval ss-4, rotor ss 34) por 20 minutos. O sobrenadante foi centrifugado
em colchdo de sacarose a 100.000 g (29.500 rpm, em centrifuga mod. Beckman L8-60M,
rotor T30) por duas horas. O precipitado foi dissolvido em solugcéo tampéo fosfato, pH 7,1,
e adicionado em gradiente de cloreto de césio (CsCl) 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 Nascimento (2001), adaptada de Chao et a. (1983), Chao et al.(1986) e
Nakashima et a. (1998). A banda formada no gradiente de cloreto de césio foi coletada e
amazenada. Foi redizada didise em solucéo tampdo fosfato 0,1 M, diluido em 10 vezes,
ou sga, 150 ml de tampdo fosfato 0,1 M para 1350 ml de agua destilada, a 4°C por 18
horas, com trocas da solucdo tampdo cada 6 horas, utilizando-se membrana de celulose
com uma porosidade de 25 A. Em seguida, o virus purificado concentrado foi coletado e
amazenado em freezer a —-20°C. Este procedimento foi utilizado para posterior
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multiplicacdo do virus, sendo infestadas lagartas de T. arnobia do quinto ingtar, sendo
feitas observaghes diarias até 0 gparecimento da fase find de sintomas por contaminacéo
pelo TaV. Essas lagartas contaminadas foram mantidas em refrigeracéo aé sua utilizacdo
no teste.

3.3 Multiplicagdo do virus

Lagartas de T. arnobia infectadas com virus provenientes do estoque de
lagartas coletadas nas &reas de Eucalyptus grandis nas regifes de Botucatu e Itatinga, SP
(1995), e de Lencdis Paulista, SP (1996), foram coletadas durante surtos ocorridos nestas
localidades, para experimentos redizados anteriormente avdiando e caracterizando o TaV,
sendo levadas a0 laboratdrio para armazenamento em freezer, a temperatura de —10 °C,
objetivando-se amultiplicacéo do virus.

Dez lagartas contaminadas de T. arnobia, de 4° e 5° ingtares, foram
descongeladas e, em seguida, maceradas em pistilo e grad, adicionando-se gradativamente
20 mL de agua edterilizada A suspensio obtida foi filtrada, em pape-filtro, e apds iso
foram adicionados mais 80 mL de &ua eterilizada e 1 mL de espahante adesvo “tween
20",

Para a multiplicacdo do virus lagartas de T. arnobia de 4° e 5° instares,
provenientes da criacdo de estoque mantida em laboratorio, em lotes de 100 insetos, foram
transferidas de tubos de vidro contendo dieta artificia, para placas plésticas de 6 cm de
didmetro x 2 cm de dtura

Folhas de E. grandis, foram oferecidas as lagartas durante um periodo de
24 horas, sendo as folhas lavadas e desinfestadas com hipoclorito de sbdio, nessa fase de
adaptacdo a0 novo dimento. No dia seguinte, folhas tratadas com a suspensdo vird foram
oferecidas as lagatas. A aplicagdo do virus foi redizada com uma micropipeta, sendo
pipetados 100 pl da suspensdo vird em cada folha. Em seguida, o virus foi espalhado sobre
a superficie de cada folha com um pincel, 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 o virus.
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3.4 Avaliacdo da temperatura de desenvolvimento na viruléncia do TaV e de

Bacillusthuringiensis

A virdléncia do TaVv e do B. thuringiensis foi avdiada sob quatro
temperaturas em lagartas de 3° e 5° indar. As temperaturas testadas foram: 18, 22, 26 e
30°C. As lagatas foram mantidas em dieta atificid aé aos indtares desgados, a
temperatura de 25 + 1°C e fotofase de 13 horas. 24 h antes do oferecimento das folhas
tratadas, as lagartas foram retiradas da dieta e foram aimentadascom folhas de Eucalyptus
grandis para que as lagartas se acostumassem com o novo aimento.

As lagatas de T. arnobia foram acondicionadas individudmente em
placas plasticas de 6 cm de didmetro e 2 cm de dtura. Para cada lagarta foi oferecida uma
folha de E. grandis tratada com o TavV e com B. thuringiensis. Pogteriormente, foram
levadas a uma camara climatizada tipo BOD, onde foram submetidas as diferentes
temperaturas.

A exoha de E. grandis como dimento deve-se aos resultados
encontrados por Wilcken (1996), que verificou que E. urophylla, E. saligna, E. grandis e
E. cloeziana oferecem condigbes favoraveis para 0 desenvolvimento e reproducéo de T.
arnobia. Além disso, E. grandis é também a epécie de eucdlipto mais plantada no Brasil.

No tette foram utilizadas lagartas jovens de T. arnobia (3° ingdar) e
lagartas mais desenvolvidas (5° indar), tendo assm avdiacles para 2 edtégios de
desenvolvimento da praga, avadiando-se qual dos estagios estudados € mais suscetivel ao
virus. Cada tratamento foi composto por 50 lagartas de cada instar estudado, tendo-se um
total de 600 lagartas para cadainstar avaliado.

Para a diluicdo do produto a base de B. thuringienss var. kurstaki (Dipd
PM), trabahou-se com a dose equivalente de 500 g/ha do produto comercia (27,5 bilhdes
de esporos viaveld g), sendo feita a pulverizacéo nas folhas.

Para a pulverizaco tanto do TaV quanto de B. thuringiensis foi utilizado
um puverizador manua, Super 4, da Guarany, o qua tem uma pressio de trabaho de 690
k Pa (100 pd), capacidade de 5 L, uma vazéo de 1,1 L/min (0,29 gd/min) e ponta de jato
conico continuo e com um didmetro de 1,2 mm (0, 468") de didmetro. Paa redizar as

pulverizagBes se ddlimitou uma&eade 10 nt .
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O virus TaV foi obtido de lagartas de T. arnobia previamente infectadas
e mantidas no laboratdrio em freezer (-20°C), sendo pulverizado o virus em sua forma
impura (suspensdo coada de lagartas mortas pel o virus e maceradas em agua).

As folhas utilizadass paa seem pulverizadas paa  oferecer
posteriormente as lagartas foram coletadas no arboreto da FCA/UNESP (Botucatu, SP). As
folhas foram lavadas com &gua, para, posteriormente, serem pulverizadas com o TaVv e B.
thuringiensis.

A dose de Tav utilizada nos experimentos foi equivdente a 50 g de
lagartas infectadas/ha, dose sugerida como eficiénte no controle da praga por Orlato
(2002). As lagartas foram diluidas em &gua edterilizada sendo também pulverizadas em
folhas de E. grandis.

As avdiagbes foram feitas diaiamente registrando-se o inicio dos
sntomas de contaminacd e a mortdidade das lagatas. Também avdiouse o tempo
transcorrido em cada uma das diferentes temperaturas, até a morte das lagartas ou aé 2

dias de observacéo, que foi considerado como tempo méximo para o efeito dos patdgenos.

3.5 Avaliacdo do pH da agua de pulverizacdo na viruléncia do TaV e de
Bacillusthuringiensis

O efeito do pH da &gua de pulverizacdo na viruléncia do TaVv e do B.
thuringiensis foi avaliado sobre lagartas de T. arnobia.

Os experimentos também foram redizados com lagartas de 2 estagios de
desenvolvimento didtintos, de 32 e de 5° ingtares. As lagatas de T. arnobia foram
acondicionadas individuamente em placas plagticas de 6 cm de didmetro e 2 cm de dtura
O preparo, as doses e a gplicagdo de TaV e de B. thuringiensis foram as mesmas descritas
no item anterior.

Paa avdiar a influéncia do pH, foi utilizada a solugdo tampdo de
Mdlvaine (Fosfato dissddico- &cido citrico) tomando o método de preparacdo de &cido
citrico (0,1 M) e NgHPO4 (0,1M). (Morita & Assumpcao, 1998) (tabela 1).

Para fazer a solugdo de GsHs0O7 (0,1 M), dissolveurse 21 g de &cido citrico
em &gua e completorse até o volume de 1 litro. Ja para o NaHPO, (0,1 M) (Fosfato
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dissddico), dissolvewrse 17,814 g de NaHPO, em &gua e completou-se até o volume de 1
litro.

Dessas soluges, anteriormente preparadas, foram tomadas diferentes
quantidedes e foram migturadas até se atingir o pH desgjado, trabalhando-se para cada
aplicacdo de 2 L de calda a pulverizar, naérea de 10 nt.

Para medir o pH das diferentes cadas utilizowrse um medidor do
potencia hidrogenionico de bancada, da marca DIGIMED, modelo M 20.

Tabela 1. Doses para preparacdo das diferentes concentracdes de pH

PH Na;HPO4 0,1 M (ml) Acido Citrico 0,1 M (ml)
5,0 10,30 9,70
6,0 12,63 7,37
7,0 16,47 3,53
8,0 19,45 0,55

Foram preparadas 4,0 L de cada uma das solucdes de pH conhecido (5,0;
6,0; 7,0 e 8,0), preparou-se 4 L, reservando-se 2,0 L para as diluigbes do virus (TaV) e o
mesmo volume para B. thuringiensis.

As folhas oferecidas as lagartas testemunhas também foram pulverizadas
com cada uma das solugbes de pHs testados e oferecidas posteriormente as lagartas,
estando totalmente livres de entomopatogenos.

Os bioensaios foram conduzidos em sda climatizada (temperaturac 25 +
1°C ; UR: 70 + 10 % e fotofase de 13 horas). Os dados foram coletados diariamente,
avdiando-se o0 efetoda viruléncia do Tav e do B. thuringiensis submetidos as condigdes
adma descritas.

As avdiagbes foram didrias, registrando-se a mortdidade das lagartas até
um maximo de 20 dias de avdiacéo.

3.6 Andalise estatistica




Os expeimentos foram conduzidos no ddineamento interamente
casudizado (DIC), sendo os dados submetidos a andise de vaiancia e as médias
comparadas pelo teste t (LSD) a0 nivel de 5% de probabilidade. A andlise de variancia foi
efetuada no DIC em esquema fatorial 4x3, 4 temperaturas e 4 pH sendo avdiados e 3
tratamentos (lagartas testemunhas, lagartas infectadas com virus e lagartas infectadas com
B. thuringiensis), com 10 repeticbes de 5 lagartas cada uma, sendo 150 para cada
tratamento, avaliando-se um total de 600 lagartas, para cada experimento. A varidve
avdiada foi a mortdidade total das lagartas, tendo-se uma mortaidade acumulada. As
observactes foram fetas diariamente, porém, para fazer a andise edatitica consderaram-
se os dias 4, 6, 8, 10 e 15, fazendo-se para cada dia uma avaiacdo individud para cada
tratamento. Os dados foram transformados utilizando-se a raiz quadrada de x + 1. Para
visudizacdo dos resultados os dados foram corrigidos pela formula de Abbott, fazendo-se
também uso da mortdidade corrida a qua é a diferéncia entre os dados das lagartas
testemunhas e os tratamentos.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Efeito da temper atur a de desenvolvimento sobre o TaV eB. thuringiensis

4.1.1. Em lagartasde 3°. instar deT. arnobia

Aaos 4 dias apbés a aplicacdo, iniciokrse o0 efeto leta dos
entomopatogenos estudados para as lagartas de 3°. ingar, com diferencas sgnificativas
sendo observadas nas temperaturas de 26°C, para o B. thuringiensis e de 30°C parao B.
thuringiensis e para o TaV. Nas temperaturas de 18 e 22°C néo foi veificada diferéncia
sgnificativa das lagartas infectadas no cuarto e sexto dia gpds ainoculacéo (tabela 2).

Aos 6 dias, observorse um aumento da mortdidade em relacdo a0
4° dia, nas temperaturas de 26 e 30°C nos diferentes tratamentos.

Mortdidade significativa nas temperaturas mais baixas (18 e 22°C) 6 foi
detectada a partir do 8. dia apds o tratamento, para as lagartas de 3. ingtar infectadas com
B. thuringiensis e no 15°. dia para as lagartas tratadas com o TaV (tabela 2).

Por outro lado, as temperaturas mais atas sempre aceleraram o deito dos
patdgenos, principdmente para o B. thuringiensis, que aingiu dta taxa de mortaidade
(acima de 80 %) aos 6 dias (fig. 3). Para 0 TaV, verificot-se dta mortdidade aos 6 dias
apenas quando as lagartas de T. arnobia foram mantidas a temperatura de 30°C (fig. 2).

O B. thuringiensis mostrou seu efeito leta a partir dos 4 dias apds o
tratamento, mesmo para lagartas de 3. ingtar. Estes resultados concordam com os obtidos

por Wilcken & d. (1992), que verificaram uma mortaidade expressva para lagartas de T.
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arnobia, a partir dos 3 dias apés aplicacdo, para a dose de 500 g/ha do produto comercid ,
atemperatura de 26,3°C.

Tabela 2. Mortdidade média acumulada de lagartas do 3° ingtar de T. arnobia tratadas com
TaV e B. thuringiensis, em diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apds
aagplicacdo. (UR: 70 %; fotofase: 13h).

Temp. TaVv B.t. Testem. Ccv DMS
(% Mortalidade) (% Mortalidade) (% Mortalidade) ab%

18°C 0,0aA 0,1aAB 0,0aA

4 dias 22°C 0,0 aA 0,0aA 0,0aA 10,48%| 0,24
26°C 0,0aA 0,3bB 0,0aA
30°C 05bB 06bC 0,1aA
18°C 0,1aA 0,2aA 0,0aA

6dias | 22°C 0,1aA 0,2aA 0,0aA 9,07% | 0,22
26°C 0,1aA 0,8bB 0,1aA
30°C 09bB 09bB 0,2aA
18°C 01abA 0,3bA 0,0aA

8dias 22°C 0,3bA 05CcA 0,0aA 9,24% | 0,24
26°C 0,3bA 09cB 0,1aAB
30°C 09bB 1,0bB 0,3aB
18°C 0,1aA 04bA 0,0aA

10dias | 22°C 06bB 09cB 0,0aA 8,74% | 0,23
26°C 0,7bB 09bB 0,1aAB
30°C 10bC 10bB 0,3aB
18°C 04bA 09cA 0,1aA

15dias | 22°C 1,0bB 1,0bA 0,2aAB 747% | 0,21
26°C 09bB 1,0bA 0,3aAB
30°C 10bB 1,0bA 0,4aB

Obs. Médias seguidas por letras iguais [minscula para entomopatogenos (linha) e mailscula para
pH (caund)] ndo diferem entre s pelo teste t (LSD) ao nivel de 5 %de probabilidade. Dados
transformados em raiz quadrada de x + 1.

Quanto ao TaV, verificorse que gpresenta uma mortaidade dta a partir
dos 6 dias apenas na temperatura de 30°C, enquanto que na temperatura de 26°C, a
mortalidade expressva sb foi obsarvada entre o 10 e 15°. dias, concordando com os
resultados obtidos por Orlato (2002), que determinou o0 tempo leta do TaVv em lagartas de
T. arnobia , em, agproximadamente, 13 dias, numatemperaturade 25 + 1.

Quando se observan os dados transformados em porcentagem de

mortalidade, tem-se uma melhor visudizacéo dos resultados (figuras 1 a5).
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Figura 1. Mortdidade (%) média de lagatas 3% indar de T. arnobia do tratamento
testemunha e submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias gpos a
aplicacdo. (UR= 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Apesaxr de todo 0 cuidado nas avaliagbes, uma pequena mortalidade inicia
ocorreu nas lagatas da tetemunha, sendo maAis expressva naguelas mantidas a
temperatura de 30°C, atingindo o méximo de 40 % de mortdidade aos 15 dias de avdiacio
(figura 1). A mortdidade nesta temperatura era prevista, pois T. arnobia tem como étimo
de desenvolvimento a temperatura de 25°C (Peres Filho, 1989), com temperaturas acima de
30°C sendo consideradas desfavoraveis ao inseto.

Quanto a0 efeito da temperatura sobre o TaV, verificouse que a
temperatura de 30°C foi a mais adequada para causar umaa ata mortdidade de lagartas de
3°. ingtar, acimade 80 %, a partir dos 6 dias (figura 2).
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Figura 2. Mortaidade (%) média de lagartas 2 ingtar de T. arnobia tratadas com TaV e
submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apbs a aplicagéo.
(UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Entretanto, quando se corrigiu a mortdidade, descontando-se a
mortalidade naturd ou devido a0 manusaio das lagartas, verificouse que a mortdidade
méxima atingiu 80%, na maior temperatura, aos 10 dias e que foi menor no 15°. dia de
avaliagdo, sendo comparével a mortalidade nas temperaturas de 22 e 26°C (figura 3).

No geral, observou-se que a temperatura de 30°C foi a que mais acelerou
o efeito leta do TaV, demonsgtrando que o periodo mais adequado de sua utilizacdo no
campo, provavelmente, seria nos meses mais quentes, de outubro a fevereiro, para a regido
de Itatinga, SP, onde se concentraram 0s surtos desta praga no estado de S& Paulo
(Wilcken, 1996). Além disso, 0 TaV e mais promissor nas regides florestais de temperatura
média mais eevada, como nas regides Centro-Oeste, Nordeste e Norte do Brasil.
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Figura 3. Mortdidade (%) média corrigida de lagartas 3 instar de T. arnobia tratadas com
TaV e submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apoés a
aplicacdo. (UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Outro ponto importante € que, para multiplicacdo e, conseglientemente,
maior producdo de paticulas de virus, o ided € manter as lagartas infectadas em
temperaturas acima de 26°C, com evidente rapidez na producéo do TaV.

Com rdacdo a0 B. thuringiensis, veificorse inicidmente que as
temperaturas de 26 e 30°C foram as que causaram maiores mortaidades, apesar de que, no
15°. dia, a mortdidade foi dta (acimade 80%), independente da temperatura (tabela 2,
figura ).

Novamente, foi observado que a maior temperatura aumentou a viruléncia
mas, consderando a mortalidade corrigida, verificorse que a temperatura de 26°C
produziu efeitos compardveis aos obtidos a 30°C, a partir dos 6 dias. Além disso, mesmo a
temperatura de 22°C proporcionou alta mortaidade, apos 10 dias da aplicacdo (figuras).

A temperatura de 18°C foi limitante para a acdo do B. thuringiensis,
retardando sobremaneira o processo infectivo e, conseqlientemente, a morte das lagartas.

Assim, nos meses de menor temperatura do ano (de abril a agosto) |,
periodo onde ocorrem os principais surtos de T. arnobia na regido Sudeste (Anjos €t d.,
1987; Peres Filho, 1989) , o B. thuringiensis seria 0 entomopatdgeno mais adequado para
utilizacdo no campo, em relacéo ao TaV.
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Figura 4. Mortdidade (%) média de lagatas 3° ingar de T. arnobia tratadas com B.
thuringiensis e submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apds a
aplicacdo. (UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).
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Figura 5. Mortdidade (%) média corrigida de lagartas 3 ingar de T. arnobia tratadas com
B. thuringiensis e submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias
apos a gplicacdo. (UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).
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4.1.2. Em lagartasde 5°. instar deT. arnobia

Para as lagartas de 5°. ingtar, observou-se que o B. thuringiensis teve,
novamente, um efeito mais rgpido, com mortdidades de lagartas a partir dos 4 dias, na
temperatura de 26°C (tabela 3).

No 6°. dia, a mortdidade das lagartas de 5°. ingtar infectadas com B.
thuringiensis foi dgnificativamente maior em relacd aos demais tratlamentos, em todas as
temperaturas testadas. Quanto a0 TaV, apenas a 30°C foi verificada mortdidade
compardvel a0 B. thuringiensis, sendo semelhante a0 que ocorreu com as lagartas de 3
indtar.

Aos 8 dias, a mortalidade ocasionada pelo B. thuringiensis se intensficou
em nas temperaturas de 22, 26 e 30°C.

Nas demais avaiagbes (10 e 15 dias) observa-se que B. thuringiénsis
gpresentamaior viruléncia

Com relagdo ao B. thuringienss, foi verificada maior mortaidade aos 6
dias para as lagartas de 5. intar em relagdo as de 3°. ingtar. Isto pode estar relacionado,
provavelmente, ao maor consumo foliar, uma vez que lagartas maores ingerem maior
quantidede de folha e mais rdpidamente, enquanto que lagartas menores o fazem mas
lentamente e em menor quantidade, o que refleteria em menor ingetdo de esporos e cridals.
Entretanto, a mortaidade find acumulada foi a mesma para ambos os estadios estudados.
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Tabela 3: Mortdidade média acumulada de lagartas do B indtar de T. arnobia tratadas com

aaplicacéo. (UR: 70 %; fotofase: 13h).

TaV e B. thuringiensis, em diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apds

Temp. Tav B.t. Testem. Ccv DMS
(% Mortalidade) (% Mortalidade) (% Mortalidade) a5%
18°C 0,0aA 0,2aA 0,0aA
4 dias 22°C 0,0aA 0,2aA 0,0aA 9,82% | 0,22
26°C 0,0aA 06bB 0,0aA
30°C 0,1aA 0,2aA 0,0aA
18°C 0,0aA 0,3bA 0,0aA
6 dias 22°C 0,0aA 0,3bA 0,0aA 11,14%| 0,26
26°C 0,1aA 0,7bB 0,0aA
30°C 04bB 04bA 0,2aA
18°C 0,0aA 0,3bA 0,0aA
8 dias 22°C 0,0aA 04bA 0,0aA 10,88%| 0,26
26°C 0,3bB 0,8cB 0,1aA
30°C 06bC 09cB 0,1aA
18°C 0,0aA 04bA 0,0aA
10dias | 22°C 0,0aA 0,8bB 0,0aA 9,85% | 0,25
26°C 05bB 09cB 0,0aA
30°C 0,7bB 10cB 0,2aA
18°C 03abA 05bA 0,1aA
15dias | 22°C 04aAB 09bB 0,2aAB 8,90% | 0,24
26°C 0,6bB 1,0cB 0,2aAB
30°C 1,0bC 1,0bB 0,4aB

Obs. Médias seguidas por letras iguais [minscula para entomopatégenos (linha) e mailscula para
pH (coluna)] ndo diferem entre si pelo teste t (LSD) ao nivel de 5 %de probabilidade. Dados

transformados em raiz quadrada de x + 1.

Quanto a porcentagem de mortaidade, também foi

verificada uma

mortalidade crescente na testemunha, porém menor em comparacéo com as lagartas de 3.

instar, chegando a 40 % na temperatura de 30°C (figura 6). Os possiveis motivos para esta

mortalidade sd0 0os mesmos daqueles citados no item anterior.
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Figura 6. Mortdidade (%) média de lagatas 5° ingar de T. arnobia do tratamento
testemunha e submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apos a
aplicacdo. (UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Para 0 TaV, a temperatura teve um efeito mais pronunciado para as lagartas
de 5. instar que para as lagartas de 3. instar. Novamente, a temperatura de 30°C foi a que
proporcionou maiores niveis de mortalidade, desde a primera avdiacéo, chegando a 100
% apos 15 dias de observagtes (tabela 3, figura 7). Nas demais temperaturas, a mortalidade
sempre foi menor, sendo significativamente diferente gpenas a 26°C, apds 8 dias. Nas
temperaturas menores (18 e 22°C) a mortalidade ndo chegou a 40% para as lagartas de 5.
ingar, ndo diferindo datestemunha (tabela 3).

Quando s= corrigiu a mortalidade, verificou-se uma redugdo na porcentagem
de lagartas mortas na temperatura de 30°C, ndo ultrapassando 60 %, e para as demais
temperaturas, a mortalidade chegou no maximo a 40 % (figura 8).



41

100+
O 180C
80_ O 220C
= @ 260C
g 300C
% 60_ W 300
o
£ 401
o
=
201
O_
4 6 8 10 15

Tempo (dias)

Figura 7. Mortalidade (%) média de lagartas % ingtar de T. arnobia tratadas com TaV e
submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apés a aplicagdo.
(UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

S0 poucos 0s estudos sobre efeito de temperatura sobre o processo infectivo
e a mortalidade causada por virus entomopatogénicos. A maioria dos trabahos existentes
citam que dtas temperaturas, acima de 35°C, tem efeitos negativos sobre os virus (Tanada,
1963; Ignoffo & Couch, 1981, McLeod et d.,1977). Apenas Johnson et a. (1982)
indicaram que a temperatura de 30°C foi a mais adequada para o VPN de A. gemmatalis.
McLeod et d. (1977) relaaram que a variacio na temperatura de 15 a 30°C néo teve
efeitos na acdo do VPN de H. zea, 0 que ndo foi observado no presente trabalho, onde as
temperaturas de 26 e 30°C apresentaram maiores mortalidade em comparacdo a 18 e 22°C.
Provavdmente, pela T. arnobia ser de uma praga que ocorre predominantemente no
inverno, a faixa de temperatura testada foi adequada para se verificar qua € o limiar de
acdo parao TaV, que estaria entre 22 e 26°C.
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Figura 8. Mortdidade (%) média corrigida de lagartas 5 instar de T. arnobia tratadas com
TaV e submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apds a
aplicacdo. (UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Entretanto, outro ponto importante € a dose utilizada do TaV. Por ser um
virus isométrico, de paticula livre, € dificil redizar a quantificacdo das particulas/volume.
Desta forma, tem sdo adotado o peso de lagartasarea aplicada que, neste caso, foi
utilizado o equivdente a 50 g de lagatas mortas por hectare. Essa quantidade tem
demongtrado ser patogénica a lagartas de T. arnobia de diferentes instares, mas de acéo
lenta (baixa viruléncia), levando em média 13 dias para causar mortdidade a temperatura
de 26°C (Orlato, 2002). Provavelmente, uma dose maior poderia aumentar a mortaidade
paralagartasde 5°. ingar.

Portanto, estes dados indicam que o TaV nd deve sr empregado no
controle de lagartas de 5°. indar, principamente guando se tem surtos populacionais e em
temperatras mais amenas, e que doses mas devadas devem ser avdiadas para lagartas
dessaidade.

Quanto ao B. thuringiensis, constatourse uma maor mortdidede na
temperatura de 26°C em relagdo as demais, nas avdiagdes de 4 e 6 dias apds a aplicacio.
Apenas aos 8 dias é que a mortdidade a 30°C superou a mortalidade a 26°C (figura 9).
Essa maior mortdidade a 26°C ndo seguiu o padrdo obsarvado para as lagartas de 3°.
ingar, onde houve, gparentemente, uma relacdo entre a mortaidade e o aumento de
temperatura.



Na mortdidade corrigida, a €ficiéncia do B. thuringienss a 30°C foi

reduzida na avaiacéo find, sendo menor em relagdo as temperaturas de 22 e 26°C (figura
10).
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Figura 9. Mortdidade (%) média de lagatas 52 ingar de T. arnobia tratadas com B.
thuringiensis e submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apds a
aplicacdo. (UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Dos poucos estudos feitos para verificar o efeito da temperatura sobre a
acdo do B. thuringiensis no controle de lagartas de importancia florestd, Frankenhuyzen
(1990) verificou que houve um aumento progressvo da mortdidade de lagatas de C.
fumiferana quando se aumentou a temperatura de 13 para 25°C. Frankenhuyzen (1994)
obteve a mesma resposta com temperaturas variando de 3 a 25°C e discutiu gue o aumento
da atividade das cdulas bacterianas na maior temperatura testada seria 0 responsavel pela
morte mais répida para a lagarta dos ponteiros do abeto.
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Figura 10. Mortdidade (%) média corrigida de lagartas 5° ingar de T. arnobia tratadas
com B. thuringiensis e submetidas a diferentes temperaturas, aos 4, 6, 8, 10 e 15
dias apos a aplicacdo. (UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Entretanto, isso ndo foi congtatado para as lagartas de 5°. ingar de T.
arnobia neste estudo. Provavelmente, como a temperatura de 30°C n&o é a mais adequada
para esta espécie de lepidoptero (Peres Filho, 1989), isso pode ter afetado o consumo
inicid, uma vez que todas as lagartas utilizadas no experimento foram mantidas em dieta
atificid na temperatura de 25°C, sendo dado o tempo de um dia para que as mesmas se
acondicionassem as novas temperaturas. Tavez este tempo ndo tenha sSdo suficiente para
lagartas de 5°. ingtar. O idedl seria repetir 0 ensaio para se comprovar tal resultado.

Apenas a 18°C ndo se obteve mortaidade significativa para as lagartas de
5°. ingtar de T. arnobia (tabela 3). Portanto, em condicles de temperaturas mais baixas no
campo temse que aumentar a dose de B. thuringiensis ou utilizar inseticidas quimicos em
mistura com este entomopatogeno.

De modo gerd para ambos os patdgenos estudados nos dois instares de
lagartas de T. arnobia verificou-se um aumento na mortalidade de acordo com o aumento
datemperatura.

A maor mortalidade na temperatura de 30°C pode ser consequéncia do
ato metabolismo que as lagatas gpresentam nessa temperatura, por s um animd

pecilotérmico. Conseqlientemente, quando sfo submetidas a menores temperaturas, como
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no caso da temperatura de 18°C, as lagartas gpresentam uma reducdo no seu metabolismo,
dimentando- se menos e atrasando o efeito das infecgOes.

Conforme citado anteriormente por Benz (1987), exisem dificuldades em
separar 0s efeitos da temperatura sobre o virus daqueles sobre o inseto infectado.
Entretanto, como as folhas tratadas com os dois entomopatdgenos testados permaneceram
por, no méximo, 48 horas nas temperaiuras estudadas, acreditase que os efeitos na
viruléncia foram, principdmente, intrinsecos a relacd patdgeno-hospedeiro e ao
metabolismo do inseto e ndo efeitos diretos sobre o B. thuringiensis e sobre o TaV.

Do ponto de vida prético, deve-se evitar 0 uso do Tav no controle de
lagartas de T. arnobia nos meses mais frios do ano na regido Sudeste, tanto para lagartas de
3°. e de 5. ingtar. Quanto a0 B. thuringiensis pode-se empregéa-lo durante todo o ano para

lagartas de 3°. indtar, com restricles paralagartas de 5°. indtar.

4.2. Efeito do pH de calda de pulverizacdo sobre o TaV eB. thuringiensis

4.2.1. Em lagartasde 3°. instar deT. arnobia

Verificorse que, aos 4 dias ap6s a aplicacdo, iniciorse a mortaidade das
lagartas do 3° ingtar, com diferenca significativa observada no pH 7,0 para B. thuringiensis
(tabela 4).

Mortdidade significativa nos pHs 6,0 a 8,0 sO foi detectada a partir do 6.
dia. No 8° dia, observorse uma intensficacdo na mortaidade observada na avaiacéo
anterior no pH 7,0 tanto para o TaV quanto para B. thuringiensis e iniciou o efeito no pH
5,0, como B. thuringiensis.

Para o 15° dia, ambos os entomopatdgenos, independente do pH testado,
mostraram igua acdo para aslagartas de 3°. ingtar de T. arnobia.

No gerd, verificonrse que a variacdo do pH da cada de pulverizacdo ndo
teve efeito dgnificativo para 0 TaV ao longo do periodo de avdiacdo, mostrando um efeito
progressivo e atingindo ata mortalidade apenas aos 15 dias da aplicacéo (tabela 4). Esta
ausencia de efeto, em comparacd com o0s resultados da literatura, deve-se,
provavedmente, a0 fao que o Tav s um virus isométrico de particula livre,
diferentemente dos VPNSs, que necesstam de pH dcdino para que hga a dissolugdo da

meatriz protéica e liberaco dos virions (Alves, 1986). O TaV, provavemente, independe da
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condicdo do pH do mesénteron para que possa infectar as céulas do tecido epitdia. Do
ponto de vista de campo, a variacéo do pH da &gua de pulverizacdo, a qua normamente
provém de corregos, rios ou de pequenos lagos e represas, ndo afetara a eficiéncia desse
virus para o cortrole de T. arnobia.

Tabela 4: Mortdidade média acumulada de lagartas do 3° ingtar de T. arnobia tratadas com
TaV e B. thuringiensis e submetidas a diferentes pH de calda de pulverizacéo,
aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apds a aplicacdo. (Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 %; fotofase:

13h).

pH TaVv B.t. Testem. Ccv DMS
(% Mortalidade) (% Mortalidade) (% Mortalidade)

50 0,0aA 0,0aA 0,0aA

4 dias 6,0 0,0aA 0,0aA 0,0aA 752% | 0,16
7,0 0,1aA 0,3bB 0,0aA
8,0 0,0aA 0,1aA 0,1aA
50 0,2aA 0,3aA 0,1aA

6 dias 6,0 0,0aA 0,3bA 0,0aA 10,80%| 0,25
7,0 0,1aA 0,3bA 0,0aA
8,0 0,1aA 05bA 0,0aA
50 0,2aA 0,6bB 0,0aA

8dias 6,0 02abA 0,3bA 0,0aA 10,96%| 0,27
7,0 0,3bA 09cC 0,0aA
8,0 04bA 0,7cBC 0,1aA
50 04 aA 0,7bAB 0,2aA

10 dias 6,0 0,3bA 05bA 0,0aA 10,27%| 0,26
7,0 05bA 09cB 0,0aA
8,0 05bA 0,7b AB 0,1aA
50 0,7bA 09bA 0,3aA

15 dias 6,0 0,8bA 0,8bA 0,2aA 755% | 0,21
7,0 0,8bA 1,0bA 0,2aA
8,0 0,8bA 09bA 0,3aA

Obs. Médias seguidas por letras iguais [minuscula para entomopatdgenos (linha) e mailscula para
pH (coluna)] ndo diferem entre s pelo teste t (LSD) ao nivel de 5 %de probabilidade. Dados
transformados em raiz quadrada de x + 1.

Quanto a0 B. thuringiensis, demonstrou-se que 0 pH tem efeitos sobre a
velocidade de acé do mesmo, sendo o pH 7,0 o mais adequado. Surpreendentemente, 0
pH 6,0 teve um efeito de retardamento da mortalidade do B. thuringiensis em relacdo ao
pH 5,0. Segundo Johnson (1981) e Yunovitz et a. (1987), o pH &cido pode reduzir a
toxicidade do B. thuringiensis. Entretanto, o pH 6,0 foi mais virulento do que o pH 5,0, nas

avaiagOes de 8 e 10 dias. Aos 15 dias ndo se observou maistd efato.
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Quanto a0 pH 8,0, teoricamente poderia ter uma acdo deletéria sobre os
cristas toxicos do B. thuringiensis, fazendo com que se dissolvessem antes de serem
ingeridos pelas lagartas (Angus, 1996). Entretanto, como 0 preparo da cdda e a
pulverizacdo foram imediatos e o oferecimento das folhas a&s lagatas foi  gpds,
goroximadamente, 30 minutos (o tempo suficiente para a secagem da cada pulverizada),
provavelmente, ndo houve tempo para que esta acdo do pH 8,0 se manifestasse sobre as
particulas do B. thuringiensis.

De modo gera, o B. thuringienss mostrourse mais sensivel que o Tav
guanto a variacéo de pH, sendo que ateracles tanto para pH acainos quanto para acidos
pode retardar a acéo letd do mesmo, porém, sem afetar sua eficiéncia ao longo dos dias.

As lagartas testemunhas foram avdiadas tomando em conta os cuidados
necessarios, No entanto uma pequena mortaide ocorreu nos pHs 5,0 e 8,0 a patir do8'°dia
de avdiacéo (figura 11). A mortaidade apresentada para os pHs 5,0 e 8,0 foi intensficada
a0 observar os resultados para o dia 15, sendo mais evidente o efeito do pH no

desenvolvimento das lagartas do 3°. ingar de T. arnobia. Entretanto, esta variagdo na
mortaidade ndo foi sgnificativa (tabela4).
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Figura 11. Mortdidade (%) média de lagartas 32 ingar de T. arnobia do tratamento
testemunha e submetidas a diferentes pH de calda de pulverizagéo, aos 4, 6, 8, 10 e
15 dias apos a aplicagdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).
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Quanto a0 efeito do pH sobre o Tav  verificouse que o pH mas
adequado para causar mortalidade nas lagartas do 3° ingtar foi o pH 7,0, apesar do pH 5,0
mostrar um efeito de aceleramento dainfeccéo (figura 12).

No entanto, quando se corrigiu a mortalidade, descontando-se a

mortdidade das lagartas tetemunhas, observa-se que o pH mas adequado foi o 7,0,
seguido pelo pH 6,0, sendo os menos favordveis os pH 5,0 e 8,0, apresentando-se a menor
mortalidade no pH 5,0 (figura 13).

Edtas observagbes mostram que o virus atua melhor em pHs préximos a
neutraidade, e que a sua eficiéncia no controle pode ser afetada quando submetido a pH
&cidos ou acdinos.
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Figura 12. Mortaidade (%) média de lagartas 3% instar de T. arnobia tratadas com TaV e
submetidas a diferentes pH de calda de pulverizacéo, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apbés a
aplicacdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).
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Figura 13. Mortdidade (%) média corrigida de lagartas 32 instar de T. arnobia tratadas
com TaV e submetidas a diferentes pH de calda de pulverizagcdo, aos 4, 6, 8, 10 e
15 dias apoés a aplicagdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Estas observagbes coincidem com aguelas obtidas por aguns autores que
tém observado que Baculovirus € inativado por vaores extremos de acidez ou acalinidade
e sugerem que o pH de uma formulacdo deveria ser proximo ao da neutrdidade (Ignoffo e
Garcia, 1996; Gudauskas e Canerday, 1968; Harpaz e Raccah, 1978, Batista Filho et al.
1997).

Na figura 14 pode se observar o efeito do pH em B. thuringiensis em
lagartas de T. arnobia do 3° indtar. Para 0 8° dia a mortalidade foi incrementada, sendo que
0 pH 7,0 apresentou amaior mortaidade.

No 15° dia pode se visudizar melhor o efeito do pH, sendo que o pH onde
a bactéria gpresentou uma melhor eficiéncia foi o pH 7,0, seguido pelos pHs 6,0 e 8,0,
sendo que o pH 5,0 foi 0 que gpresentou uma menor mortaidade (fig. 14).

Na correcdo dos dados pela férmula de Abbott, pode-se constatar que,
reAlmente, p pH 7,0, foi 0 mais adequado para 0 B. thuringiensis, com nitida diferenca da
mortalidade encontrada nos demais tratamentos de pH (fig. 15).

Egtes resultados coincidem com os obtidos por Gringorten e d. (1992),

num trabadho felto para avaliar a supressio da aividade da d-endotoxina de B.
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thuringiensis por efeito do pH, onde observaram que a melhor faixa para a expresséo da
toxicidade de B. thuringiensis encontra-se na faixa de pH préximo a neutraidade.

Quando observamos a figura 15 que gpresenta a mortdidade corrigida,
descontando-se a mortdidade das lagartas testemunhas, verificase uma vez mas que o pH
gue oferece as condigbes mais favoravels para a eficiéncia de B. thurngiensis foi o pH 7,0,
sendo diminuida sua eficiéncia quando submetido a pH &cidos ou dcalinos.

Uma vez mas foi evidenciado o efeto do pH acido ou dcdino na
diminuico da viruémcia de B. thuringiensis, sendo que sua melhor expressdo apresenta-se
em pHs proximos a neutralidade. Essas respostas coincidem com as encontradas por Behle
et d., (1967), os quais observaram uma baixa atividade do inseticida em pH acalino, sendo
recomendados os pHs proximos a neutralidade. Apreciando-se que o efeito de B.
thuringiensis a pesar das condi¢Oes a que foi exposta, apresentou a maior mortaidade.

Os pHs é&cidos podem ter efeito negativo sobre os esporos da formulacdo
comercia, pois é conhecido que 0os mesmos germinam em pH ao redor de 6,0 e pH acaino
pode afetar o crista protéico, iniciando sua dissolucdo antes da ingestdo pelas lagartas
(Alves, 1986). Em ambos casos, apesar de ndo ser observada diferenca significativa na
avdiacdo find acumulada (tabela 4), congtatou-se diferencas ao longo das avdiagbes, com
0 B. thuringiensis tendo uma acdo mais rapida no pH 7,0 em rdacd aos demas
tratamentos.

Portanto, a variagdo do pH da cada de pulverizacdo, por pequena que
sga, pode afetar a eficiéncia do B. thuringiensis no controle da lagarta parda do eucdlipto,
devendo este fator ser modificado durante as aplicagdes para controle da praga no campo.
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Figura 14. Mortdidade (%) média de lagartas 3° ingar de T. arnobia tratadas com B.
thuringiensis e submetidas a diferentes pH de cada de pulverizacéo, aos 4, 6, 8, 10
e 15 dias apds aaplicagdo. (Temp.: 25+ 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).
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Figura 15. Mortdidade (%) média corrigida de lagartas 3° ingtar de T. arnobia tratadas
com B. thuringiensis e submetidas a diferentes pH de cada de pulverizacéo, aos 4,
6, 8, 10 e 15 dias apds a aplicagdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13
h).
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4.2.2. Em lagartasde5°. instar deT. arnobia

Nas lagartas do 5° instar (tabela 5), observou-se que no 4° dia ndéo houve
diferencia dgnificativa entre os diferentes pHs para TaV, no entanto no mesmo dia para B.
thuringiensis pode se observar que a maior mortaidade apresentour-se no pH 7,0, com
diferecias dgnificativas entre os tratamentos. No 6° dia a mortaidade anterior foi
incrementada, sendo que para B. thuringienss a maior mortaidade apresento-se no pH
7,0, ndo sendo detectada para o TaV, independentemente do tempo e pH. No 1C° dia a
maior mortalidade do TaV apresentorse no pH 7,0, no entanto estatisticamente ndo
apresentaram-se diferencias ggnificativas entre os tratamentos. No caso de B. thuringiensis
evidenciou-se diferenca significativa entre os tratamentos sendo que o pH 7,0 gpresentou
maior mortalidade. No 15° dia observou-se que, para TaV, ndo houve influéncia dos pHs
(testados) sobre a mortalidade causada e para B. thuringiensis no pH 7,0.

Andisando os dados trandformados em porcentagem de mortdidade
(figuras 16-20), pode-se visudizar melhor os resultados encontrados.

No caso das lagartas do quinto instar observou-se que gpresentaram uma
pequena mortaidade, sendo mais expressva no pH 8,0, e menor em comparagdo com as
lagartas do terceiro indar, as quais observou-se foram mais suscetivels que as lagartas do
quinto indar.

Por outro lado em comparacdo com as lagartas do terceiro ingtar, observa-
se que o pH 5,0 ndo afetou as lagartas do quinto instar j& que ndo apresentam neste pH a
mortalidade apresentada no terceiro indtar.

Tabela 5. Mortdidade média acumulada de lagartas do 5° ingtar de T. arnobia tratadas com
TaVv e B. thuringiensis e submetidas a diferentes pH de cada de pulverizagéo,
aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias ap6s a aplicagdo. (Temp.: 25+ 1°C; UR: 70 %; fotofase:

13h).

pH TaVv B.t. Testem. Ccv DMS
(% Mortalidade) (% Mortalidade) (% Mortalidade) a5%

50 0,1aA 0,0aA 0,0aA

4 dias 6,0 0,1aA 0,1aAB 0,0aA 7,73% | 0,17
7,0 0,1aA 02bB 0,0aA
8,0 0,1aA 0,1aAB 0,0aA
50 0,1aA 0,2aA 0,0aA
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6 dias 6,0 0,1aA 0,2aA 0,0aA 10,00%| 0,23
7,0 0,2aA 05bB 0,0aA
8,0 0,2aA 0,2aA 0,0aA
50 0,2aA 0,3aA 0,0aA

8 dias 6,0 0,2aA 0,3aA 01aA 10,77%| 0,26
7,0 04bA 09cB 0,0aA
8,0 04bA 05bA 0,2aA
50 04bA 04bA 0,0aA

10 dias 6,0 04bA 05bAB 0,0aA 10,35%| 0,26
7,0 06bA 09cC 0,1aA
8,0 05bA 0,7bBC 0,1aA
50 0,7bA 0,7bAB 0,2aA

15dias 6,0 0,8bA 06bA 0,2aA 8,12% | 0,22
7,0 0,8bA 10bC 0,2aA
8,0 0,8bA 0,9bBC 0,3aA

Obs. Médias seguidas por letras iguais [mintscula para entomopatdgenos (linha) e mailscula para

pH (coluna)] ndo diferem entre s pelo teste t (LSD) ao nivel de 5 %de probabilidade. Dados
transformados em raiz quadrada de x + 1.
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Figura 16. Mortdidade (%) média de lagartas 5° indar de T. arnobia do tratamento
testemunha e submetidas a diferentes pH de cada de pulverizacéo, aos 4, 6, 8, 10 e
15 dias apos a aplicagdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Quanto a0 efeito do pH sobre o TaV, verificorse que novamente que as

melhores condigdes para seu efeito na mortdidade sdo oferecidas no pH 7.



No 8° dia a mortaidade foi maior no pH 7,0 e 8,0, no entanto no 10° diaa
mortalidade no pH 7,0 incrementou-se e foi amaior.

No 15° dia evidenciou-se que os pHs 6,0 e 7,0 foram agueles que
ofereceram as melhores condigdes para a auacd0 do virus, apresentando a maior
mortaidade seguido pelos pHs 5,0 e 8,0, onde a menor mortalidade foi constatada no pH
5,0 (fig. 18).

Novamente verificourse que a mehor faxa do pH para que o virus
apresente um melhor desenvolvimento no controle das lagartas e proximo a pH neutro,
sendo esta uma informacdo de importancia para a preparacdo das formulagbes e no
momento de se redizar amistura e preparo do virus ao nivel do campo.
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Figura 17. Mortalidade (%) média de lagartas 5° instar de T. arnobia tratadas com TaV e
submetidas a diferentes pH de calda de pulverizacéo, aos 4, 6, 8, 10 e 15 dias apbés a
aplicacdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Ao se veificar os dados corrigidos, observou-se mais claramente o
efeito dos diferentes pHs na €ficiéncia do virus, com a maior mortdidade apresentada no
pH 7,0, seguido pelo pH 6,0, e as menores mortalidades apresentaram-se nos pHs 5,0 e 8,0,
evidenciando-se novamente que a maior eficibencia do virus apresentorse nos pHs 6,0
(préximos a neutralidade) e 7,0.
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Quanto ao efeito do pH na agéo de B. thuringiensis, pode se observar na
figura 19 que paa 0 4° dia j& a maior mortaidade apresentase no pH 7,0. Essa

mortalidade que se gpreciano 4° diano pH 7,0 incrementa-se no 6° dia (fig. 19).
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Figura 18. Mortdidade (%) média corrigida de lagartas 52 instar de T. arnobia tratadas
com TaV e submetidas a diferentes pH de calda de pulverizagdo, aos 4, 6, 8, 10 e
15 dias apos a aplicagdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

No 8° dia a mortdidade no pH 7,0 foi mais expressva gpresentando um
consderavel aumento, gpresentando-se a menor mortaidade nos pHs 5,0 e 6,0.

Nos dias 10 e 15 a tendéncia da mortdidade e a mesma A maior
mortalidade apresenta-se no pH 7,0, seguido pelo pH 8,0 e as menores nos pHs 5,0 € 6,0.

O entomopatbgeno B. thuringiensis causou maior mortalidade das lagartas
em comparacdo ao TaV, no entanto para ambos evidencia-se que seu efeito € reduzido
guando sfo submetidos a pH extremos, ja que a melhor expressdo da eficiéncia de ambos e
melhor em pH neutros ou préximos a neutralidade (fig.19).
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Figura 19. Mortdidade (%) média de lagartas 5° indar de T. arnobia tratadas com B.
thuringiensis e submetidas a diferentes pH de calda de pulverizagéo, aos 4, 6, 8, 10
e 15 dias apds a aplicacdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase: 13 h).

Observando os dados corrigidos, aprecia-se melhor o efeito mencionado,
tendo que parao 6°. dia observa-se que parao pH 7,0 apresenta a maior mortalidade.

No 8. dia a maior mortalidade foi apresentada no pH 7,0, sendo que para
0 15° dia o efeto se visudizou mehor, com o pH 7,0 demostrando maior mortalidade,
seguido pelos pH 6,0 e 8,0, apresentando a menor mortalidade no pH 5,0. Esse efeito e
smilar a0 apresentado nas lagartas do 3°. indtar.
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Figura 20. Mortdidade (%) média corrigida de lagartas 5° ingar de T. arnobia tratadas
com B. thuringiensis e submetidas a diferentes pH de cada de pulverizagcéo, aos 4,
6, 8, 10 e 15 dias apds a aplicagdo. (Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 10 %; fotofase; 13
h).

Para 0 B thuringensis, o pH foi fator limitante para sua eficiéncia de acéo,
sendo esta uma desvantagem em comparagéo com o TaV. A variagdo do pH da calda de
pulverizacdo deve ser levada em consderacdo quando do preparo da cada, podendo este
fator ser ainda mais expressvo se o tempo entre o preparo e a gplicacdo for longo (acima
de uma hora).

A excasez de informagbes sobre a influéncia do pH sobre bioinseticidas
limitou que estes dados fossem comparados com outras Stuagdes. Porém, estes dados
demostraram que este fator € de grande importancia para 0 sucesso do uso de
entomopatdgenos no campo e que, se fosse devidamente monitorado durante as
pulverizagOes, poderia explicar aguns dos problemas obsevados no controle de pragas
agricolas e florestais, que acaban recaindo sobre a qudidade dos produtos biolGgicos ou
sobre a regulagem dos equipamentos de aplicacéo.
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5. CONCLUSOES

Quanto maior a temperatura de desenvolvimento (26 e 30°C) do hospedeiro, maior
amortalidade de lagartas de T. arnobia causadas pelo TaV e pelo B. thuringienss.

O pH 7,0 é o mais adequado para a viruléncia do B. thuringiensis, tanto nas lagartas

do 3°. instar quanto para as lagartas do 5°. instar de T. arnobia.

A acdo do TaV sobre lagartas de T. arnobia néo é afetado pelos diferentes pHs de
cada de pulverizacdo testados.

As lagartas do 3. ingtar de T. arnobia s3 mais suscetiveis do que as lagartas do 5.

ingtar, tanto ao TaV quanto ao B. thuringiensis.

O B. thuringiensis € mais virulénto no controle de lagartas de T. arnobia que o
TaV, com mortdidade mais rdpida e mais elevada, nas dosagem testadas.
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