1. INTRODUCAO

O géneroPopulus popularmente chamado de Alamo ou Choupo pertence
Familia Salicaceae. E originario de regifes de aliemperado e frio do Hemisfério
Norte, onde sdo amplamente cultivados, constituselacomo uma das principais
espécies econdmicas.

Segundo previsdes da FAO (2004), existem cercaddmilhdes de hectares de
Alamo, os quais crescem em forma de bosques matidlaiestas plantadas, incluindo
sistemas agro-florestais e arvores ornamentaiedemacdo Russa, Canada e Ucrania tém
as maiores areas de Alamo nativos, porém, Chinlég i Paquistdo possuem as maiores
areas plantadas.

No Brasil os primeiros plantios comerciais Bepulusforam implantados na
década de 1960, no entanto, somente no inicio daddéde 1990, passaram a ser
praticados em areas mais extensas. Atualmenteexegproximadamente 5.500 ha, entre
os estados do Parana e Santa Catarina, na Bad@lgaacu.

A madeira destes plantios é destinada ao abastettinda industria fosforeira,
Visto que as caracteristicas de crescimento rapaiddo de fuste, composi¢cdo quimica
(auséncia de resinas), coloracéo esbranquicadaceréta, favorecem a espécie para esse
segmento industrial.

Entre os problemas associados ao géRequlusno Brasil, o de maior destaque
€ o0 ataque da lagar@ondylorrhiza vestigiali§Guenée, 1854) (Lepidoptera: Crambidae),
conhecida popularmente como “Mariposa-do-Alamo”seEsnseto provoca desfolha
intensa nas plantas, causando danos no periodoadte orescimento vegetativo das
mesmas, nos meses de dezembro a margo.

Para o controle desse inseto séo utilizados aidas quimicos de contato. Como

alternativa de substituicdo desse tipo de insetjdel/antamentos realizados indicam um



virus entomopatogénico como uma opcao viavel dér@enem um futuro programa de
manejo integrado de pragas (MIP).

Para elucidar as possibilidades apresentadas par merspectiva, o presente
trabalho teve como meta a determinacdo do potedeiaontrole deC. vestigialispor

virus em condi¢cdes de laboratorio e campo.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o controle biologico d& vestigialisvisando garantir a produtividade
dos plantios d®opulus

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Testar a patogenicidade dos isolados virai€ deestigialisem testes
de laboratério e campo;

. Determinar o impacto do virus @ vestigialisno consumo de folhas
de Alamo por lagartas desse inseto em testes deatébio;

. Determinar a dose viral ideal para o controleQlevestigialisem

testes de laboratorio e de campo.



3. REVISAQO BIBLIOGRAFICA

3.1. GENERCPopulus

3.1.1 Caracteristicas Gerais

Alamos, também conhecidos como choupos, pertenoegérerd®opulus,que é
um dos géneros da Familia Salicaceae serfsialgueiro, géner8alix 0 outro integrante.

A familia Salicaceaéaz parte da ordem Salicales do grupo Amentiflocagacterizado
por flores unissexuais com o perianto ausente significante. O grupo Amentiflorae
pertence a subclasse Monochlamydae, a classe [@idohae, subdivisdo Angiospermae
e divisao Phanerogamae (FAO, 1979).

Segundo DICKMANN (2001), Alamos s&o arvores cadiligi§, com uma vasta
distribuicdo geografica no Hemisfério Norte, desddropicos até os limites latitudinais
norte para o desenvolvimento de uma arvore. O tréncaracteristicamente alto e reto,
embora possam existir individuos com varios galbosbifurcados. Trata-se de uma
espécie de vida curta, quando comparado ao “Winite’ p*Douglas Fir” ou Carvalho
(Quercus roburL), na maioria das vezes por ser hospedeiro degadseou insetos.
Todavia, o crescimento rapido frequentemente perguie atinjam grandes dimensoes.

Todas as espécies da familia Salicaceae sédo didstase, apresentam plantas
masculinas e femininas em separado. Suas senpemtksm a capacidade de germinacao
rapidamente e muitas vezes sao estéreis, por taemsfecundadas, esta dificuldade de
fecundacédo deve-se ao fato das arvores apresenszners distintos. Suas folhas séo
guase sempre alternas e seus frutos formam umalaapge contém grande numero de
sementes, as quais sdo envoltas em uma espédgodéad o que permite a disseminacao
em grandes distancias. A frutificagdo ocorre aalfotla primavera ou inicio do verdo
(OLIVER, 1988).



Segundo BRADSHAW (2000), a célula nuclear do Alacnatém dois pares de
cromossomos (2n=38); raramente, plantas tripléidm d¢rés pares de cromossomos
(3n=57) sdo encontradas. O tamanho fisico do germtmiopulusé pequeno - 6 vezes
menor que o do milhaZea maysL) e 40 vezes menor que o do “lobolly pin@€ifus
taedg L).

A madeira recém cortada apresenta uma cor clar@nda de branco, branco
amarelada, cinza e rosada, estando esta variggéitalas diferentes espéciesPapulus
ApOs secagem, a cor se atenua menos nos hibridosneericanos. O odor € indefinido,
podendo ser pronunciado em alguns hibridos eurdzemes. Devido ao pequeno
tamanho dos vasos, a textura € em geral fina aangeindo a gré regular. Os anéis de
crescimento sdo bastante visiveis, em cortes ®asmg, devido a uma fina camada de
células de parénquima ao final do ciclo vegetafA0O, 1979).

A composi¢do volumétrica da madeira Bepulus € caracterizada pela alta
proporcao de fibras (53%60%), seguida pelos elementos de vaso (28% a, 3€Ma)as
de raio (11% a 14%) e pela baixa proporcéo de pamra axial (0,1 a 0,3%) (PANSHIN
and de ZEEUW?, apud BALATINECZ, 2001).

O comprimento das fibras do tecido mecanico podeawvale 800 a 1400
micrometros, e a espessura de 23 a 26 micromé&rdsnsidade em estado verde varia
entre 1,05 a 0,70 e em estado seco ao ar, vare@&B0 e 0,55 (FAO, 1979).

Segundo BALATINECZ (2001), o Alamo apresenta umangosi¢cdo quimica
caracterizada pela alta proporcdo de polissacaid@proximadamente 80% de
holocelulose, sendo 50% de celulose e 30% de hkrase) e baixa proporcao de lignina
(20% ou menos). A taxa de extrativos toxicos a @isngo Alamo é baixa, o que torna a
madeira suscetivel a decomposicgéao.

As diferentes utilizacbes da madeira do Alamo estiwlicionadas aos defeitos

de forma da arvore e toras, por anomalias anat@mlizs tecidos, por ataques de fungos e

2PANSHIN ,A.J. and de ZEEUW,C.1980. Textbook oddtechnology.McGraw-Hill, Innc., New York,NY.p.722



insetos e finalmente por tensdes internas devidweszimento. Os defeitos de forma que
dificultam uma transformacédo regular para a lan@inacontra-chapa e fésforos) séo o
ovalado do corte transversal e a curvatura das (6O, 1979).

A madeira do Alamo pode ser utilizada para um geandmero de produtos
florestais primarios e secundarios. Estes prodatdgem polpa e papel, madeira serrada,
compensado, palhetas, méveis, caixas de frutamigetes para cargas e “chopsticks”
(BALATINECZ, 2001).

Segundo BALATINECZ (2001), além do crescimento dapé grande porte em
curto periodo de tempo, o Alamo pode ser faciimah@ado. Assim, caracteristicas
hereditarias podem ser melhoradas mais rapidanggereem espécies ndo passiveis de
clonagem. Alamos hibridos s&o especificamente @sigzhra melhorar a resisténcia a
doencas e insetos, bem como para aumentar volupr@decédo em condi¢cOes especiais.

Num resumo estatistico apresentado pela FAO (200at)que diz respeito a
bosques naturais de Alamo, encontram-se os segulatis: a superficie total de alamos
naturais € aproximadamente 70 milhdes de hecta@sespondendo ao Canada a
propor¢cao de 28,3 milhdes de ha (ano base 20(Hgdaragdo Russa com 21,9 milhdes
de ha e os Estados Unidos da América com 17,7 esld@ ha (ano base 2003). Esses
trés paises informam que a principal finalidadeseedosques naturais € a producéo de
madeira. A China, que tem a quarta maior supertieidlamos de origem natural, com
2,1 milhdes de ha, informa que a principal finalielala manutencdo desses bosques é
ambiental, 0 mesmo que acontece com 0S cinco po&xpaises que também possuem
bosques de Alamo de origem natural: Alemanha (D00lfa), Finlandia (67.000 ha),
Franca (39.800 ha), india (10.000 ha) e Italiaq@.Ba).

3.1.2 Pragas

A familia Salicaceae atua como hospedeira de umdgraimero de insetos.

Alguns sdo especificamente dependentes do Alamguagto outros sdo polifagos e



atacam diversas espécies florestais. Os insetoatgoam a Familia Salicaceae podem ser
divididos em quatro grupos: brocas, desfoliadosagadores e os formadores de galhas,
sendo que existem mais de 200 espécies de lepidépieie atacam o Alamo (FAO,
1979).

Embora o Alamo cresca independentemente stantl§ naturais ou plantios
comerciais, as pragas, incluindo doencas e insetbatdo presentes, algumas causando
grandes perdas econdmicas, outras despercebidsetodne doencas constituem um
desafio constante para a cultura Biopulus,especialmente durante os cinco primeiros
anos de plantio. O perigo é intensificado em gramantacées com uma unica espécie
ou idade, pois aumenta rapidamente o potenciatatpua de pragas (MORRIS, 1975;
MATTSON, 2001).

O nuimero de insetos que tem o Alamo como héabitoesiiar € bem consideravel.
O grau do dano causado pode variar amplamentendepéo da extensdo da desfolha;
periodo em que ocorre e o estado fitossanitariplalata. Em reflorestamentos, pode-se
dizer que plantas saudaveis sofrem pouco menos wma desfolha moderada; o
incremento da madeira ndo € reduzido apreciavetraétque mais da metade das folhas
sejam perdidas (FAO, 1979).

Embora o nimero de pragas do Alamo seja elevadenaspalgumas s&o
potencialmente prejudiciais. Os patdgenos podenclassificados quanto a parte que
atacam na arvore; sendo : foliar&etoriaspp, Melampsoraspp, Marssoninaspp,
Venturia spp); tronco ou galhos, causando canc(&eptoria spp, Hypoxilon spp,
Dothichizaspp Xanthomonaspp) e os de raiz, causando podriddaar{aillaria spp. e a
Rosellineaspp.) (NEWCOMBE, 2001; OSTRY 1988).

Segundo TILLESSE (2002) e FAO (2004), no que degpedo a insetos de
Alamo cultivado na Argentina,Platypus mutatus Ghapuis, 186p (Coleoptera:
Platypodidae) € o principal causador de danos lmlttas para seu controle estdo em
andamento; na Italia uma ameaca potencial ao oudtivAlamo é também B.mutatuse

aindaCryptorhynchus lapathi. (Coleoptera: Curculioniddeno Chile, o principal dano



dos Alamos é ocasionado pbremex fusicicornig. (Hymenoptera:Siricidge que afeta
as arvores debilitadas; na Franca ha evidénciaa@nuidade e aumento dos ataques
massivos déhloeomyzus passeriBign (Homoptera:Aphididae mas com o desafio de
gue existem distintos cultivares que tém mostraferahtes niveis de ataque; por sua
vez, na India ocorre um desfoliadoClostera cupreata Butler (Lepidoptera:
Notodontidag que € a principal e mais prejudicial praga, acesido desfolha em
grande escala, especialmente RRopulus deltoideBartr.ex Marsh (Salicales:Salicaceae),
gue ¢€ plantado em trés das principais provincesultivo da espécie; na Sérvia e
Montenegro, no periodo de 2001 a 2004, tem ocoatdque em grande escala de uma
lagarta desfoliadord,ymantria dispar(Linnaeus, 1758]Lepidoptera: Lymantriidge E

na Espanha e Italia, embora controlados, continmmataques deParanthrene
tabaniformis Rottemburg1775)(Lepidoptera:Sesiidae

Em grande parte dos Estados Unidos e Canada, cmegdxda costa noroeste do
Pacifico, desfoliadores do génelPmpulus sdo os insetos mais agressivos, entre eles,
destaca-se como o mais danoso o besouro da foldadw (cottonwood leaf beetle —
CLB) Chrysomela script&. (Coleoptera: Chrysomelidae) (MATTSON, 2001).

COYLE (2000), evidenciando os Estados Unidos, fessa impacto da desfolha
causada poC. scriptasobre o crescimento d@opulusspp em condigcbes de campo.
Verificou variagcbes em perda de volume de 42% a 2®¥%s 2 ciclos vegetativos da
espécie florestal.

No Brasil, segundo DIODATO (1999), a principal pradePopulusspp. € uma
lagarta desfoliadora, denominada Condylorrhiza vestigialis (Guenée, 1854)

(Lepidotera:Crambidae).



3.2 OCORRENCIA DECondylorrhiza vestigialisEM POVOAMENTOS DEPopulus
NO BRASIL.

Segundo DIODATO (1996)¢C.vestigialisconhecida como Mariposa-do-Alamo
surgiu como praga nos plantios de Alamo em 19985 dpis anos do inicio da cultura na
regido de Sao Mateus do Sul-PR e Porto Unido-S@cbralo com esse autor, as lagartas
de C.vestigialis passam o periodo de outono e inverno em areadodssth nativa
proximas aos plantios de Alamo, pois esse é o gerée dorméncia dessa planta. O
inseto inicia seu desenvolvimento no més de dezagndpesar dd?opulusentrar em
atividade no final do més de setembro, registrasalem janeiro a fase de pupa do inseto.
Todas as fases do ciclo da Mariposa-do-Alamo opotte janeiro a maio, pois a partir de
maio inicia-se o processo de dorméncia das arnamesconseqiente queda das folhas.
Sem o alimento proveniente das folhas de alamase&td migra para hospedeiros nativos,
como Erythrina crista-gali (Leguminosae),Schinus terebinthifoliugAnacardiaceae),
Sebastiana commersoniar(&erbenaceae)Matayba griyanesns(Sapindaceae)Salix
babylonicae Salix humboldtiangSalicaceae),

Segundo MARQUES et al. (1995}, vestigialistem provocado varios danos aos
povoamentos d®opulusda regido de S&o Mateus do Sul - PR. Sua distAbunps
talhGes ocorre em focos que se iniciam nos vivalmsegundo ano e distribuem-se pelas
areas vizinhas. Em arvores adultas, as lagartasoomm todo o limbo da folha,
permanecendo apenas as nervuras. O nivel de degfotte chegar a mais de 50%. No
viveiro de segundo ano, as folhas séo inteiramsmeumidas e a desfolha pode chegar a
100%.

Os danos que as lagartas @e vestigialisproduzem nas folhas deopulus,
podem ser divididos em dois tipos: retirada da epi¢ das folhas em pequenas areas
(tipo 1) e consumo da folha (tipo II). O tipo | éopocado por lagartas do primeiro instar,
as vezes do segundo. No dano do tipo Il, causadtagartas a partir do terceiro instar
(algumas vezes do segundo), a larva consome a feipeitando as nervuras. Nessas

duas situacdes ocorre necrose dos tecidos nafétadaa(DIODATO, 1999).
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3.3 CONTROLE DEC. vestigialis

O controle deC. vestigialisé problematico, pois o0 seu cultivo é realizado em
areas de varzea, onde o emprego de produtos q@imome causar impactos negativos,
sendo necesséria a utilizacdo de agentes biologam@seste fim e o desenvolvimento de
técnicas que levem ao manejo integrado dessa prja-FLICH e PORTELA ,1997 e
TREFFLICH ,1998).

DIODATO (1999), testou o acelerador de ecdise wtndide para o controle de
C. vestigialis,que apresentou 80% de eficiéncia. Porém, como meral de lagartas
testado foi pequeno, existe a necessidade de testes amplos para comprovar a
eficiéncia do produto. Para este autor, variosréatqustificam a aplicacdo de um
programa de controle biologico pa€ vestigialis através da utilizacdo de inimigos
naturais.

TREFFLICH e SOUSA (2000/a), relataram o desenvalvito das seguintes
pesquisas envolvendo o controleClevestigialis:a) técnicas para a criacao do inseto em
laboratorio; b) identificacdo de inimigos naturai3; dieta artificial para a criagdo de
parasitéides; d) determinacdo de hospedeiros atteos da praga; e) estudos biologicos
a base de fungos. Como etapas a serem desenvplaslagutores citam testes de
eficiéncia e viabilidade com inseticidas fisiolGmgce quimicos, e testes com predadores e
virus entomopatogénicos. Os autores ressaltam aylaes testas informacgdes no futuro
serdo utilizadas para a implantagdo de um progrdenananejo integrado (MIP) da
Mariposa-do-Alamo.

TREFFLICH e SOUSA (2000/b), testaram a eficiénaia laboratorio, de trés
produtos para o controle da Mariposa-do-Alamo. Umndpto bioldgico Bacillus
thuringiensis var. Kurstak), um fisiolégico (derivado de Ureia) e um piretei
(deltametrina). As lagartas tratadas cBatillus e com deltametrina apresentaram 100%

de mortalidade trés dias apos a aplicacdo. Quaniosaticida fisioldgico, a mortalidade
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foi de 91,6%, seis dias apds a aplicacdo. A coaoluks autores é que esses produtos
poderdo ser utilizados em um MIP desta praga, dgedesejam realizados testes de
campo para verificar a especificidade dos mesmos.

SOUSA (2002) desenvolveu uma classificacao espagitira algumas moléculas
de inseticidas, agrupando informacdes disponivaia pada substancia em um sistema de
notas, que associadas a testes de eficiéncia s wagredientes ativos em laboratério,
levam a um agrupamento dos mesmos, 0s quais fastadbs sobre a “Mariposa-do-
Alamo”. Com os resultados foi simulado um progrategManejo de Resisténcia pata
vestigiali$, indicando como principios ativos mais viaveisBacillus thuringiensis
(produto biolégico) e methoxefenozide (produtooliégico).

Segundo SOUSA (2005), atualmente o control€ deestigialisem viveiro e em
plantios comerciais vem sendo feito cBithuringiensis

Segundo SOUSA (2005), em 1999, durante a realizdedexperimentos com
C.vestigialisno Laboratério de Protecdo Florestal da UFPRd&dectada uma grande
mortalidade de lagartas em uma populacéo coletadalantios dé?opulusno municipio
de Sao Mateus do Sul — PR. Em fevereiro de 2002nfoealizadas coletas de lagartas de
C.vestigialisem campo especificas para a deteccdo de microsngass Em maio de
2002, lagartas que tinham sintomatologia caratizag de virus, foram observadas em
microscopio otico, onde se constatou que os coppb&dricos observados eram tipicos
de virus entomopatogénico. Parte das lagartaspresentavam essa caracteristica foram
enviadas para a Embrapa Recursos Genéticos e Bitga, Brasilia-DF, visando a
analise da morfologia do virus em microscopio étetto de transmissdo e a sua

caracterizacdo molecular.

3.4 VIRUS ENTOMPATOGENICO

Os virus foram discutidos na literatura cientifra fins do século passado, pelos

trabalhos de Meyer, Beijerinck e Ivanov, com o ido mosaico do fumo. Em tese, todos
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0s seres vivos devem ser suscetiveis aos virussee garasitismo por virus, em geral,
resulta em prejuizo para a célula/organismo, realuhal em doencas ou morte precoce e
deve constituir-se em mais um fator na evolugaaedpécies (RIBEIRO, 1998).

Os insetos e outros invertebrados ndo fogem aregea, pois diversos virus tém
sido encontrados causando patologias nos mesnmbg, € insetos Uteis a humanidade
como em pragas e vetores de doencas. Isso jusiifiesenvolvimento de varias linhas de
pesquisa procurando identificar e caracterizarvaiss, a fim de controla-los no caso de
insetos de interesse industrial (bicho-da-sedaethab) ou para utiliza-los como meio de
controle biolégico, na forma de bioinseticidas draRIBEIRO, 1998; MOSCARDI,
1998 e 1999).

Segundo RIBEIRO (1998), os virus sdo macromoléculasualmente
nucleoproteinas, dotadas ou nao de membrana enopltdpazes de se replicar quando
introduzidas em células permissiveis, isto €, na&sqos virus tém condicbes de se
multiplicar. Apresentam algumas caracteristicascarges, como: a) apenas um tipo de
acido nucléico (DNA ou RNA); b) composicao quimisemples (acido nucléico e
proteina e no caso dos virus providos de membramnes@ntam-se carboidratos e
lipideos); c¢) ndo contém informacdes que geram ginerd) tém dimensdes sub-
microscopicas; e) replicam-se por um processo dentagem, e nao de
crescimento/divisdo; f) sdo parasitas celularemjatirios.

Segundo ALVES (1990) do ponto de vista de iderst¢éo pratica, os virus que
atacam insetos podem ser colocados em dois grayjrdess: a) Virus que possuem
corpos de inclusdo visiveis ao microscopio o6ptioVirus que ndo possuem corpos de
incluséo e, portanto, s6 podem ser vistos ao naémes eletronico.

Os virus contaminam os insetos, normalmente, @ookal, sendo ingeridos por
alimentos representados por folhas e caules dataplaA contaminacdo pelos ovos dos
insetos tanto interna quanto externamente podeeyd@LVES, 1990).

A contaminacédo interna dos ovos (transovariana), é@d&omum, porém, pode

acontecer a transmissdo através de particulass vaderidas ao coérion dos ovos
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(transovum), facilitando a contaminacdo devido abitb de lagartas de primeiro instar
ingerirem o corion dos ovos apos a eclosao (ALVEEBS).

As particulas virais existentes no solo podem eeadas para as folhas das
plantas através de respingos de chuva, passamtsos animais, Outra possibilidade é a
transmissao de certos virus pela picada do ovigpas#t parasitoides (ALVES, 1986).

Segundo ALVES (1990) e CORY et al (2003), duranpgaxresso doenca podem
ocorrer as seguintes fases: a) Liberacéo de virmnpoliedros que contém as particulas
de virus (virions) sao dissolvidos em meio alcatindntestino (pH>7,5) liberando, dessa
maneira, 0s virions. b) Penetracdo: os virions @mato com as micro-vilosidade
intestinais liberam os capsideos nas células gi#alo intestino. c¢) Infeccdo primaria:
caracteriza-se pela producdo de nucleocapsideosétrnas do intestino. d) Infeccdo
secundaria: ap6s a producdo e migracdo de grandedidpdes de nucleocapsideos
formam-se os “cristais” dentro das células de dwetecidos dos insetos. e) Liberacéo do
patégeno: nessa fase os insetos contaminadosniberairus através do vomito e das

fezes: apds a morte o inseto podre representa iamerfonte de inoculo.

3.4.1 Familia Baculoviridae.

Os baculovirus constituem uma familia de virusados$ do filo Arthropoda, com
maior ocorréncia na classe Insecta, principalmema ordem Lepidoptera
(VALADARES-INGLIS et al, 1998).

Devido a sua alta especificidade e ocorréncia aktas baculovirus sdo 6timos
agentes de controle de insetos para serem usadpsognamas de manejo integrado de
pragas (MOSCARDI, 1983; CORY et al, 2003).

A familia Baculoviridae esta taxonomicamente didadiem dois géneros:
Nucleopolyhedrovirug Granulovirus que diferem pela morfologia do corpo de ocluséo
(cristais). OsNucleopolyhedrovirugNPV) possuem corpos de inclusao poliédrica (PIB),

formados por uma proteina chamada poliedrina. Eseg®s, por sua vez, contém
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multiplas particulas virais, enquanto os granulevifGV) sdo formados pela granulina e
contém, em geral, particulas Unicas, ocluidas erposoprotéicos de forma ovoéide.
(FEDERICI, 1986 e CASTRO et al, 1999).

Os virus da familia Baculoviridae, com poucas e&esgtém como caracteristica
o fato das particulas virais estarem associadasp@s de inclusdo de natureza protéica,
gue conferem, de modo geral, uma protecdo contlasativacdo no meio ambiente,
principalmente pela acdo de raios solares,aléno,d@®tegemas particulas virais da
degradacéo por acdo de microrganismos do soldQUES? apud SANTOS, 2003).

Durante o ciclo de vida dos baculovirus, os virippgem assumir duas formas
fenotipicamente distintas: uma que brota da mensbraitoplasmatica da célula
hospedeira para o0 meio extracelular de forma malda, com a presenca de estruturas
denominadas peplémeros, sendo envelopadas individate (“budded virus” — BV ou
“extracellular virus” — ECV); e outra, que adquaemembrana sintetizada de novo no
nucleo da célula infectada, podendo ser encontradis de um nucleo-capsideo por
virion e sdo oclusos em cristais protéicos denotasaorpos de oclusdo (“polyhedra-
derived virus” - PDV). (GRANADOS, 1986; CORY et a03; ANDRADE et al, 2004).

A forma ocluida do virus (PDV) é responsavel pedmsmissdo de inseto para
inseto, enquanto a forma néo ocluida (BV) é resas pela transmissao de célula para
célula, em um mesmo individuo (infeccéo sisttmiCASTRO et al, 1999).

Uma das principais caracteristicas dos baculowrus seu grande tamanho,
guando comparado a outros, devido ao cristal moigiie os envolve. Este é constituido
principalmente da proteina poliedrina que confer®rena de poliedro ao virus. Essa
estrutura é responsavel pela protecdo das unidades(nucleocapsideos) nele ocluidos.
O nucleocapsideo € helicoidal, em forma de bastate30 a 35 nm de diametro e 250 a

300 nm de comprimento e acha-se envolto por umabmzera.
3 JAQUES,R.P.1972. The inactivation of foliar daposf viruses of Trichoplusia ni and Piers rapad &ests on

protectant activities. The Canadian Entomologisf,985-94.
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O acumulo de poliedros no ndcleo € responsavelligel@elular. Assim, a morte
do inseto ocorre por uma acdo mecanica e nao quifpmr acdo toxica por parte do
cristal da poliedrina) (VALADARES-INGLIS et al, 189 RIBEIRO et al, 1998, CORY
et al, 2003).

Segundo MARACAJA et al (1999), o modo mais comum afgrada dos
baculovirus nos insetos é via aparelho bucal derarglimentacdo da larva. Outras vias,
como transovo, transovariana (intra-ovo), atrav#s espiraculos ou pelo ovipositor das
fémeas de endoparasitos durante a oviposicao, s@ideradas de menor importancia
devido a sua baixa frequéncia relativa a ocorréncia

De acordo com GRANADOS (1986), em estudos com $ane lepidopteros
infectadas com NPV, observou-se que, em gerafeagéo se inicia logo apds a ingestao
de poliedros pela larva, levando a uma série de angas comportamentais e
morfologicas. Estas alteracdes comecam entre 83heapos a infec¢do, quando se inicia
uma reducdo na alimentacao e retardamento do s do inseto, muitas vezes nao
havendo mudanca de instar. No final do ciclo dedgdo, o tecido do corpo da larva é
convertido em milhdes de corpos de inclusdo, qadiksérados no ambiente com a morte
do inseto, servindo de in6culo para infectar popiga subsequientes de larvas do inseto
hospedeiro.

Segundo SANTIAGO-ALVAREZ et al (1986), na maioriaosd estudos
realizados, a exposicao de insetos a inoculos cdddrus causa ndo somente a morte de
alguns individuos, mas a debilidade dos sobrevegegtie pode influenciar na capacidade
reprodutiva, reduzindo a fecundidade dos adultos wabilidade dos ovos.

Apesar da existéncia de um grande numero de vitosn@patogénicos, a familia
Baculoviridae é a que apresenta maior interessergomologia aplicada, pois engloba
varios virus ja em uso e outros com grande potermzeo inseticidas bioldgicos
(RIBEIRO et al, 1998; MOSCARDI, 1999; CASTRO etH99; CORY et al, 2003).
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3.5 UTILIZACAO DE VIRUS ENTOMOPATOGENICO NO CONTRM. DE
PRAGAS NO BRASIL.

A utilizacdo de virus em campo pode ser feita dferelites maneiras,
dependendo dos objetivos do programa, do inseto-@lda espécie de planta que este
ataca. O sucesso da utilizagcdo de qualquer esaatiegcontrole depende de fatores
bidticos e abibdticos que influenciam o sistema ssnaspedeiro-planta, cujo
conhecimento torna-se fundamental antes da implao&m de programas de uso desses
entomopatégenos em campo (MOSCARDI, 1998).

Um exemplo bem sucedido de controle biologico, @outilizagdo de um virus
entomopatogénico, como parte de um programa de &dRda lagarta-da-softicarsia
gemmatalisHibner (Lepidoptera:Noctuidae). Pesquisas piosalesenvolvidas a partir
de 1977 no Centro Nacional de Pesquisa de Soja $O)NPda Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), sediado em LomrgrPR, viabilizaram o uso em
larga escala em plantios comerciais de soja, dauaieopoliedrovirus da lagarta-da-soja,
denominado AQMNPV. Apoés a constatagdo da viabikdeatnico-econdmica em testes-
piloto, realizados em diferentes regides produtal@ssoja no Parana por duas safras
consecutivas (1980/81 e 1981/82), foi iniciada fusdio da técnica de aplicacdo do
AgMNPV na safra 1982/83, primeiramente no ParaR#eGrande do Sul (MOSCARDI,
1998, 1999).

Segundo MOSCARDI (2004), a area de soja tratada esse virus no Brasil
cresceu rapidamente, de 2 mil hectares em 19824&3rpais de 2 milhdes de hectares na
safra 2002/2003, o que atesta o0 sucesso desseanig@dntrole bioldgico (cerca de 12%
da area de soja cultiva no Brasil). Ressalta-se gmetermos de area atingida, este é o
maior programa de uso de virus de insetos, em mivetial.

De acordo com MONTOR (2003), o programa que vendsaesenvolvido no
Brasil para o controle da lagarta-da-soja, propoiziao pais uma economia estimada em
cem milhdes de dodlares em agrotdxicos, sem comrsides beneficios ambientais

resultantes da nao-aplicacdo de mais de onze milié&étros desses produtos.
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Um outro programa resulta no combate a lagartaadiicho do milho
Spodoptera frugiperdal.E.Smith (Lepidoptera:Noctuidae). Essa lagarta griacipal
praga da cultura do milho, podendo reduzir a pradugm até 34%. Aproximadamente
5000 ha de milho ja foram tratados com o virus aegrose nuclear d&. frugiperda
No entanto, existe um potencial para a aplicacdoassa muito maior (RIBEIRO et
al,1998).

Segundo RIBEIRO et al (1998), o virus da granutisenandarova-da-mandioca,
Erinnyis ello (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:Sphingidae) revelen sm importante
agente biolégico. O mandarova é a principal praga caltura da mandioca. O
bioinseticida, um produto na forma de maceradadarta infectada, é aplicado em santa
Catarina e Parana e em alguns locais do Nordeste.

ORLATO (2002), em estudos realizados com uma daxipais pragas do
eucalipto, a lagart&hyrinteina arnobia(Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), aponta

um virus da granulose como potencial agente biotbgo controle da praga.

3.6 VIRUS ENTOMOPATOGENICO ASSOCIADO &.vestigialis

Segundo CASTRO et al. (2003), a analise por mioqscotica e eletrénica do
material purificado obtido de lagartas @evestigialiscom sintomatologia caracteristica
de infeccdo por virus, confrimou a presenca deutes&rs bi-refringentes tipicas de
poliedros.

Nas micrografias, do material obtido de lagartas Gle vestigialis foram
constatadas particulas virais (poliedros), comesadtansversais e longitudinais de virions
contendo um a varios nucleocapsideos envoltos mar membrana, caracterizando esse
virus como um baculovirus mdltiplo (M), inclusosnmu matriz protéica de forma
poliédrica, sendo dessa forma, similar a morfologgscrita no Sétimo Relatério de
Comité Internacional em Taxonomia de Virus (BLIS®XRpud CASTRO et al, 2003).

“BLISSARD, G.W. et al. In: VAN REGENMORTEL, M.H.Vtal. Virus taxonomy seventh report of the Inteioretl Committee on Taxonomy
of Viruses. San Diego:Academic Press, 2000. p.185-2
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CASTRO et al. (2003), concluiram que as particuiegis obtidas de material
purificado deC. vestigialisse tratava de um virus do género Nucleopolyedrs\(iNPV),
gue foi denominado comdCondylorrhiza vestigialis multiplenucleopolyhedmoa
(CVMNPV).

A deteccao desta virose déhvestigialis confirma as colocacdes de FEDERICI
(1997), que afirma que os baculovirus constituemabor grupo de virus que atacam
insetos, principalmente os da ordem Lepidoptera.

CASTRO et al. (2004), em estudos realizados atrdagsurificacdo de poliedros
(PIBs) e virions extraidos de lagartas contaminata€.vestigialis,e analisados por
eletroforese, obtiveram uma fracdo de poliedros opostrou uma banda intensa de
aproximadamente 33kDa, indicando a presenca daiainproteina dos corpos de
oclusdo dos NPVs, a poliedrina, que segundo RHORMA{986), permite a
preservacao do virus no meio ambiente por longaegees de tempo.

Os virus poliédricos ou inclusos sdo mais resieteas condicdes de tempo e,
portanto mais promissores para serem utilizadosamrole microbiano de insetos. As
formac@es protéicas que envolvem esses virus tampbgtege-os da acao indesejavel de
RNA-ases, DNA-ases, proteases e de outras enzilaemjte o processo de infec¢cdo no

ciclo das relacdes patdgeno-hospedeiro (ALVES, 1986
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS AREAS EXPERIMENTAIS

Os experimentos deste trabalho foram conduzidos laroratério, casa de
vegetacdo e campo. Os bioensaios em laboratérion ecasa-de-vegetacdo (70mz,
automatizada, com controle de fotoperiodo, tempexad umidade), foram realizados no
setor de Populicultura da Empresa Swedish MatchBdisil S.A, no municipio de
Curitiba-Pr.

As avaliacdes de campo foram realizadas em duasdaz: a) Sdo Joaquim, de
propriedade da Companhia Florestal Guapiara, Sateudado Sul-PR, altitude 750
metros, latitude sul de 26° e temperatura médiaalade 18,5°C; b) Pintado, de
propriedade da empresa Swedish Match do Brasil, 8dtto Uni&o-SC, altitude de 740

metros, latitude sul de 26° 14’ e temperatura meéudisal de 18°C.

4.2 OBTENCAO DE MATERIAL BIOLOGICO

4.2.1 Folhas de Alamo

Nos bioensaios de laboratorio, as folhas de Alatilizadas eram provenientes
de plantas cultivadas em vasos, em casa de vegesggédo irrigadas manualmente, trés
vezes por semana, com solugéo nutritiva compled&i@e micro elementos).

A coleta das folhas era realizada diariamente,sendaminhadas ao laboratorio,
para desinfeccdo com agua destilada esterilizadadlave) e hipoclorito de sédio a 5%,
por um minuto, passando, em seguida, por nova éamagpmente em agua destilada
esterilizada. Concluida a desinfeccdo as folhaanforecortadas manualmente com

auxilio de bisturi, gerando uma area de forma cqadalde 36 cm?2 por amostra.
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4.2.2Condylorrhiza vestigialis

A criacdo estoque d€. vestigialis,foi iniciada a partir de lagartas coletadas em
folhas no viveiro de Alamo na Fazenda Pintado, Pbmido-SC. Essas folhas com as
lagartas foram acondicionadas em caixas plastuas, tampa telada (fil6). No interior
das mesmas foi colocado um pedaco de algodao nwotitad Agua na base dos peciolos,
a fim de manter o turgor das folhas, para postérasporte ao laboratorio do Setor de
Populicultura da Swedish Match em Curitiba, visaadubtencdo de pupas do inseto. As
pupas obtidas, foram mantidas em camara B.O.D+2°24 70% + 10%, fotofase de
12h, até a emergéncia dos adultos.

Apdés o0 nascimento dos adultos (Figura 1), vintaisaforam levados a casa de
vegetacdo com temperatura de 25+4°C e umidadeveeldd 70%=+ 10% e colocados em
gaiolas acondicionadas sobre vasos plantados catasvde Alamo (Figuras 2A, 2B e

2C), que tinham altura variando entre 80 cm e 100 c

FIGURA 1 - ADULTOS DEC.vestigialis

Foto: Nilton.J.Sousa Foto: Nilton.J.Sousa

A = Macho B = Fémea
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FIGURA 2 — MUDAS DE ALAMO PLANTADAS EM VASO E GAIOIAS UTILIZADAS PARA A
OBTENCAO DE OVOS DEC.vestigialisEM CASA DE VEGETACAO

Foto — Edilene B. Machado

Foto — Edilene B. Machado Foto — Edilene B. Machado

A = Muda de Alamo em vaso| B = Muda de Alamo em v@mn | C = Muda de Alamo em vaso
gaiola com gaiola e mariposas

Diariamente, as mariposas foram alimentadas condolde agua e mel, na
propor¢do de 50%. Durante a troca de alimento,afole Alamo com ovos deé.
vestigialis (Figura 3) foram retiradas e levadas para o laboca As lagartas
provenientes destes ovos foram criadas em caigatiqas (26x16x9,5cm) com folhas de
Populus(Figuras 4A e 4B).

FIGURA3 — OVOS DEC. vestigialis.

Foto — Edilene B. Machado
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FIGURA 4 — ASPECTOS DA CRIACAO DE.vestigialisSEM LABORATORIO COM FOLHAS DE
ALAMO.

haNg -

Foto: NiﬁiJn.J.Soué ' o o Foto — Edilene B. Machado
A = Folha de Alamo com lagartas Gevestigialisde | B = Criacdo das lagartas em cubas plasticas e
primeiro instar alimentadas com folhas de alamo

4.2.3 Dieta Artificial.

Um dos bioensaios realizados em laboratorio exggie fosse utilizada dieta
artificial para as lagartas, em substituicdo asa®lde Alamo, pois o uso da dieta artificial
facilita os procedimentos laboratoriais, viabilidaro desenvolvimento dos experimentos
guando faz-se necessério a utilizacdo de um gnaimaero de insetos. Assim, fez-se uso
de uma dieta artificial desenvolvida por CORREA Q@) paraC. vestigialis e

amplamente testada. Sua composicao encontra-sabedaTl.
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TABELA 1 — COMPOSICAO DA DIETA ARTIFICIAL UTILIZADA NA ALIMENTACAO DE
LAGARTAS DE C.vestigialis

Ingrediente Quantidade
Agua destilada 300ml
Agar 79
Oleo de soja 10g
Germe de trigo 12,59
Suco de vegetais “V8” 80ml
Feijao branco cozido moido 15,69
Folhas de dlamo desidratadas 10g
Caseina 79
Complexo vitaminico 20g
Sais de Wesson 19
Cloranfenicol 0,0034g
Nipagim 19
Acucar 3,5¢9
Levedura 8¢

Fonte: Corréa (2006).

4.2.4 \Virus

O virus da poliedrose nuclear utilizado nos biomssafoi obtido da colegéo
estoque de lagartas mortas por agentes entomopatogérovenientes de populacdes
naturais de C. vestigialis coletadas de forma sistematica em locais isentes d
pulverizagdes de inseticidas nas Fazendas Séoidoés@io Mateus do Sul-PR) e Pintado
(Porto Unido-SC). Essas coletas foram realizadsqupiipe do Laboratério de Protecéo
Florestal da UFPR em conjunto com as empresas Shbthtch do Brasil e Guapiara em
2002. Tal procedimento consistiu na coleta de aegartas por semana, as quais foram

acondicionadas em cubas plasticas e alimentadadaa2d horas com folhas de Alamo.
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As lagartas que morreram com sintomatologia tipitea microorganismos
entomopatogénicos foram armazenadas em freezetCf:-1Parte desse material que
possuia sintomatologia tipica de morte por virusrfacerado em gral de porcelana com
auxilio de um pistilo, originando as aliquotas girgue foram inicialmente utilizadas
nesse trabalho. De posse desse material, esteirfoélado sobre folhas de Alamo
previamente desinfectadas, as quais foram oferecdalagartas d€.vestigialis da
colonia obtida em laboratorio, visando obtencaosdkicbes virais suficientes para a
realizacdo dos bioensaios.

Assim, diariamente o desenvolvimento das lagartasatompanhado, com
anotacédo de parametros como coloracao, comportameevibracidade, entre outros. As
lagartas que morreram foram armazenadas em frasstsilizados, etiquetados e
colocadas em freezer (-17°C). As lagartas que chegao estagio de pupa foram
descartadas.

Desse material foi realizada analise microscopiaitgtiva. Para essa analise, o
corpo de cada lagarta foi perfurado com o auxiéiauha agulha e parte da hemolinfa foi
entdo colocada em lamina coberta com laminula, mdrservacdo a fresco em
microscopio optico comum, em aumento de 400x, cqrenppe a visualizacdo de corpos
poliédricos de inclusdo (CPI) do virus, bem comasaalizacdo de células cujos nucleos
apresentam os CPIs (Figura 5).

Uma vez detectada a presenca de poliedros, asdagam essa condicdo foram
agrupadas e submetidas ao processo de maceramegtalede porcelana com auxilio de
um pistilo, também de porcelana, sendo a suspeils@aola em tecido de malha fina
(filg). O filtrado foi entdo centrifugado por 1 moito a 1200 rpm, sendo o sobrenadante
novamente centrifugado por vinte minutos a 6000. Prmmenisco (“pellet”) obtido foi
dissolvido com agua destilada esterilizada e a extracdo do virus foi determinada
(CPI/ml) em camara de Neubauer (hemacitdmetrora® He profundidade), com auxilio
de microscopio optico (aumento de 400x). A suspeoddida foi armazenada em freezer

(-17°C) e nomeada como suspenséo-estoque.
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FIGURA 5 — ESTRUTURAS VIRAIS (POLIEDROS) OBSERVADASIA HEMOLINFA DE C.
vestigialiSEM MICROSCOPIO OTICO

Foto : Edilene B. Machado

Poliedros dispersos e aspectos de um nucleo cedyliato de poliedros. Aumento de 400x.
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4.3 BIOENSAIOS

4.3.1 Determinacdo da Concentracdo Letal Médiasd)Cllas Suspensdes Virais e do
Tempo Letal Médio de Acéo (EE) do Virus para Lagartas @& vestigialis.

Com a finalidade de determinar a{gle 0 Tlso das solucdes virais testadas em
C. vestigialis um bioensaio foi conduzido em laboratério utiida lagartas de 3° instar,
que foram alimentadas com folhas de Alamo tratadas diluicbes da suspensio viral
estoque obtida conforme metodologia descrita mo #€2.4.

Para a montagem dos experimentos foram definidratdmentos, sendo para
cada um utilizadas 30 lagartas, totalizando 15@rtag em todo o experimento. Os
tratamentos utilizados foram diluicdes obtidas\etsada retirada de aliquotas da solucéo
viral estoque, misturadas com agua destilada kxzdela, obtendo-se um volume final de
100 mL para cada suspensdo. As diluicbes utilizéotasn 16, 10, 1¢, 10’ CPI*/mL.
Para as lagartas-testemunha, quinto tratamentamféornecidas folhas de Alamo no
contaminadas.

Em cada tratamento as 30 lagartas foram separadagupos de trés lagartas
cada, totalizando 10 grupos por tratamento, quenfazolocadas em contato com folhas
contaminadas com as respectivas concentracOesruke para cada tratamento. Essas
folhas foram acondicionadas sobre papel filtro umsatb com agua destilada esterilizada
em placas de Petri plasticas com 12,0 cm de diamaedr 24 horas, em camara B.O.D a
24 °C+2 °C, 70 %=10 e fotofase de 12 h.

ApoOs esse periodo, as lagartas foram individuadigagn placas de Petri de 9,0
cm de diametro, contendo folhas de Alamo n&o contaas por suspensdes virais, sobre
papel filtro umedecido com agua destilada estadbz

Diariamente, as folhas dessas placas foram subdstupor folhas néo
contaminadas. Esse procedimento foi realizado atérée ou pupacdo da ultima lagarta

do experimento.

* CPI= corpos poliédricos de inclusdo
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O primeiro registro das observacdes quanto ao cdarpento das lagartas foi
realizado 24 h ap0s a aplicacdo dos tratamemmsmomento da individualizacdo das
mesmas.

Os dados de mortalidade foram submetidos a argdisgistica, para estimativa
da Clso, utilizando-se analise de regressao logistica,edtiss no log. da dose
(Modelo:P[y=1] = p= exp4 + p*logdose}/(1+exp.fu + B*logdose}) atraves do programa
estatistico “R” (Modelo de regressdo S-Plus Gra}uit

Para determinacado do tempo letal médiosf);los dados foram analisados com o
auxilo do programa Microprobit 3.0 (T.C. Sparks e Sparks, Lily Research Labs.,
Greenfield, IN).

4.3.2 Quantificacdo da Concentracao Viral (nUmexocdrpos poliédricos de inclusao)
por Grama de Lagarta Infectada

Nesse experimento foi feita a determinacdo da cdraghio de poliedros por
grama de lagarta e ndo por lagarta propriamente (tigarta equivalente, LE). Esse
procedimento foi adotado em funcdo dos resultabtidas em pré-testes, que indicaram
uma variacao elevada entre as amostras, quantaraera de poliedros por lagarta, isto
em funcdo do peso de cada lagarta morta diferitapmesmo quando as lagartas foram
infectadas no mesmo instar, pois segundo observa®dIOSCARDI (1998), um dos
aspectos que resultam em imprecisdo de experimenmt@ampo se refere a concentragao
efetivamente aplicada, uma vez que tem sido comusoale lagartas equivalentes (LE)
como parametro para definir a dose de virus emgeegaesultando em quantidades
diferentes de corpos poliédricos de inclusédo (@plicadas por area de cultivo.

Assim, nesse bioensaio foram utilizadas lagarta€ deestigialisde 3° instar,
alimentadas com dieta artificial especialmente nlesleida para esse inseto, conforme
descricédo do item 4.2.3.

A dieta foi fracionada a cada 10 mL em recipierpéssticos, de 50 mL,

esterilizada em camara com luz U.V. por 30 minuR&a a contaminacdo dessa dieta
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foram utilizados 200ul de uma suspensdo viral de ®1@PI/mL, pincelada
superficialmente. ApGs o periodo de uma hora, tepgra que a suspensao viral fosse
absorvida pela dieta artificial, cada recipienteeteu trés lagartas de terceiro instar. Os
recipientes foram entdo fechados com tampas dd, gaue cartolina e acondicionados
em camara B.O.D, a 24 °C+£2 °C, 70 %10 e fototkesg2 h.

Oito dias apos a realizacdo destes procedimergogcipientes foram abertos e
as lagartas mortas foram armazenadas em tubogpaé0 a 70 lagartas por tubo) em
freezer (-17°), para posterior purificacdo. As té@m que passaram para a fase de pupa
foram descartadas.

Até a fase acima citada, esse bioensaio foi repetid duas vezes, devido ao alto
namero de recipientes e lagartas manuseados. $ssdn, cada fase foi composta pela
utilizacdo de 400 recipientes e 1200 lagartas.sbsfieneros foram adotados para que se
tivesse uma margem de seguranca que possibilgasiseencdo da quantidade de lagartas
mortas necessarias para as avaliacdes desse teste.

Para a purificacdo parcial do virus, foram prepasakD amostras, sendo que cada
uma continha 10 g de lagartas mortas infectadag pieus, aproximadamente 140
lagartas. Cada amostra foi macerada em gral deelpoa, com agua destilada, sendo a
suspenséao filtrada em tecido fino, resultando nlorae final de 200 mL por amostra.
Foram feitas contagens de numero de CPI/mL, utiipase Camara de Neubauer
(Figuras 6A, 6B, 6C), sendo para cada amostrazeshls trés contagens em distintas
camaras. A partir do niumero de CPI/mL da suspede®D0 mL contendo o equivalente
a 10 g de lagartas mortas, procedeu-se a estinddivaimero de CPI viral/g de lagarta
morta. Com os dados obtidos nesse bioensaio, farmiisados a média e o intervalo de

confianca.



FIGURA 6 — DETALHES DA CAMARA DE NEUBAUER, UTILIZADA PARA CONTAGEM DE
CORPOS POLIEDRICOS DE INCLUSAO (CPI) EM SOLUCAO AQSA

. | Bright Linﬂ

(/5 BOECO

Germany

Foto — Edilene B. Machado Foto — Edilene B. Machado Foto — Edilene B. Machado
A= Camara de Neubauer B - aumento de 40x C -aunoend@®0x

4.3.3 Determinac&o da Susceptibilidade de instaaesis ao Virus.

Este experimento foi realizado com a finalidadeddierminar o efeito do virus
sobre lagartas d€. vestigialisde diferentes instares. Para tanto, foram utidigddgartas
de 2° a 5° instar, alimentadas com dois tratamefatiss de Alamo, pinceladas com
solucdo viral de TOCPI/mL (conforme resultados obtidos em pré-testesom
mortalidade acima de 90%) e folhas de Alamo pimtsdacom &agua destilada e
esterilizada (testemunha). Lagartas de primeirdainedo foram avaliadas devido a
dificuldade de manuseio e a fragilidade das lagamntssa fase, fatores que poderiam levar
a falsos resultados de mortalidade, conforme obgées realizadas em experimentos
preliminares.

Para cada instar foram utilizadas 60 lagartas,cs8Adagartas alimentadas com
folhnas contaminadas com a suspenséao viral e 30tdasgalimentadas com folhas néo
contaminadas (testemunha), totalizando 240 lagartagodo 0 experimento. Sobre cada
folna contaminada ou ndo (acondicionadas sobrelpgdppe umedecido com agua

destilada e esterilizada em placas de Petri dec®,@le diametro), foram colocadas 3
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lagartas, totalizando 10 placas (repeticbes) patarmento para cada instar,
correspondendo, assim, a 20 placas para cada instar

Estas placas foram mantidas por 24h, em camarddBaQ4 °C+2 °C, 70 %+10 e
fotofase de 12 h. ApOs esse periodo, as lagastasnfindividualizadas em placas de
Petri de 9,0 cm de didmetro, contendo folhas dendlaZo contaminadas por suspensées
virais, sobre papel filtro umedecido com agua tiati esterilizada.

Diariamente as folhas de Alamo foram substituidas folhas novas, n&o
contaminadas, procedimento que foi realizado at®de ou pupacdo da ultima lagarta
do experimento. Os dados relativos as mortalidagles cada tratamento foram
acumulados até o décimo dia ap0s a infecgéo.

O delineamento experimental utilizado para eseersiaio foi inteiramente ao
acaso, sendo os dados submetidos a andlise deciaréd as médias comparadas pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

4.4.4 Consumo de Alimento (folhas de Alamo) poraréas deC. vestigialisinfectadas
por Diferentes Concentracdes de Solucéo Viral

Este experimento visou a determinacdo da relacasteaie entre doses e
mortalidade deC. vestigialis bem como o reflexo no consumo de alimento poa ess
espécie. Para tanto, foram utilizadas cinco dikscdtratamentos) da solucédo viral
estoque, respectivamente’10C, 1, 10/, 1 CPI/mL, mais a testemunha constituida
por agua destilada e esterilizada, caracterizamdsim 6 tratamentos (tratamentos
definidos em funcgéo dos resultados obtidos nossaies 4.3.1 e 4.3.3).

Definidos os tratamentos, estes foram pinceladofoditas de Alamo, que foram
cortadas com bisturi em formato quadrado de 36(Eigtira 7A), na propor¢cao de do
da solucdo viral para cada repeticdo. Essas sdigsrfioliares foram acondicionadas
sobre papel filtro esterilizado, umedecido com adestilada esterilizada, em placas de
Petri de 9 cm de diametro e levadas a uma cam@@g 24 °C + 2 °C, umidade relativa
de 70 % £ 10% e fotofase de 12 h.
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Uma hora ap0s a aplicacéo (tempo necessério parapleta fixacdo da solucao
viral nas folhas), foi colocada uma lagarta de f&inpor placa de Petri (Figura 7B),
sendo utilizadas 10 placas (repeticdes) por trattonéotalizando 60 placas no bioensaio.
As placas foram colocadas em camara B.O.D a 242CC; umidade relativa de 70 % +
10 % e fotofase de 12 h, por um periodo de 24h.sAgs%e periodo as lagartas foram
transferidas para novas placas com folhas de Aldenmmesma éarea foliar, porém sem
suspenséo viral, e levadas novamente para B.O.Dneamas condi¢bes acima citadas.
Esse processo foi repetido até a morte ou pupagfidadartas, a cada 24 h as lagartas
eram transferidas de placas.

O tecido foliar remanescente em cada placa foiddevente identificado para
posterior leitura em medidor digital de area fo{ilmodelo LI-3100, Li-Cor Inc., Lincoln,
Nebraska, EUA). Sendo assim, o valor da area folissumida diariamente foi obtido
pela diferenca entre a area foliar fornecida ereareescente.

O delineamento experimental utilizado para essens@io foi inteiramente
casualizado, sendo os dados submetidos a anéligaridacia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabiidad

FIGURA 7 — FOLHA DE ALAMO ACONDICIONADA EM PLACA DE PETRI COM LAGARTA DE
3° INSTAR DEC.vestigialis

Foto: Edilene B. Machado Foto: Edilene B. Machado
A B
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4.4.5Determinagcdo, em Campo, da Eficiéncia de Difere@mscentracdes Virais sobre
Lagartas de&. vestigialis

Esse ensaio foi instalado na Fazenda Séo Joaquiadjzada no municipio de
Sado Mateus do Sul-PR, em areaRipuluscom dois anos de estabelecimento, plantados
em espacamento 6 X 6 m, altura média de 9 m (Figur®s talhdes utilizados para
instalacdo dos experimentos ndo haviam recebidbumertipo de controle durante o

ciclo, apesar do ataque do inseto.

FIGURA 8 — PLANTIOS DE ALAMO (6 X 6 M, 2 ANOS) PAREONTROLE DAC.vestigialis

Foto : Nilton J.Sousa
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Foram utilizados cinco tratamentos, como segu&éa)diferentes concentracoes
do virus (3x16", 6X10'* e 9x13* CPI/ha); b) uma dose de inseticida comercial* gaeb
de Metoxifenozide, na formulacdo de solucdo comadat na concentracdo de 240 g de
i.a/L), na dose de 70mL de p.c./ha (16,89 de ingred ativo/ha) c) testemunha (que foi
pulverizada com agua).

Cada tratamento foi aplicado em 3 linhas com 2@tptacada uma (60 plantas
por tratamento, 300 plantas em todo o experime®o)ém, para a amostragem, foram
utilizadas apenas 10 arvores da fila central, sgm@ando, efetivamente, 10 plantas
(repeticdes) por tratamento, totalizando 50 plaat@siadas em todo o experimento.

Entre cada tratamento foi deixada uma bordadur&é tiehas de arvores, para
evitar a deriva e a contaminacao entre os tratasdastados.

Definidos os tratamentos e as repeticbes, antesstEacdo do experimento foi
determinado o indice de infestacdo do inseto ema dsatamento, através de um
levantamento preliminar (pré-avaliacdo), que coinsisa retirada de um galho por
arvore, sempre na mesma posicao (terco médio da).cBpram amostradas 10 arvores
por tratamento, totalizando 50 arvores (galhos)stiradas em todo o experimento.

Apods a coleta, os galhos foram etiquetados e &wionddos em sacos plasticos,
sendo posteriormente levados a sede da #&azemde determinou-se 0s seguintes
parametros: numero total de folhas, numero de $oltan lagartas e namero total de
lagartas por amostra (Figura 9).

As suspensdes do virus para cada tratamento faepanadas a partir da retirada
de aliquotas da solucdo-estoque, obtida em labmaendo que a determinacdo da
concentracdo de corpos poliédricos de incluséo )(@Bl virus/mL foi determinada
previamente em laboratério. A partir dessas detaagdies, foram feitos os devidos
céalculos para obtencdo das suspensofes finais. Sesstto, as aliquotas das suspensdes

estoque do virus, destinadas a cada tratamengn foreparadas para o transporte, sendo

A escolha da molécula metoxifenozide e a detergéinaa dose de 70ml de p.c./ha teve como basemeadacdo de SOUSA (2002).
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devidamente etiquetadas e acondicionadas em btisascas, com gelo, evitando-se
gualquer alteracdo do patdgeno.

FIGURA 9 — AVALIACAO DO MATERIAL (FOLHAS DE ALAMO) COLETADO EM CAMPO
PARA CONTROLE DAC.vestigialis

Foto: Nilton J.Sousa

Encerrada essa fase inicial de preparacdo, quasdoordi¢cdes climaticas
tornaram-se favoraveis, foi iniciada a aplicacés tlatamentos. Assim, as pulverizacdes
foram realizadas no periodo das 16:20 h as 18:46rh,umidade relativa acima de 65%.
Optou-se por fazer as pulveriza¢des nesse horariue, segundo MOSCARDI (1983), a
radiacdo solar € o principal fator de desativagiwidus sobre folhas, e quando aplicado
apos as 16:00 h, possibilita manter o maximo dadatile original do virus nas primeiras
24h apos a aplicacgéao.

As aplicacdes foram realizadas com o auxilio @enatador, do tipo canhdo,

acoplado a um trator, com vazao de 200 litros taqaor ha (Figura 10)
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FIGURA 10 — PULVERIZACAO COM CANHAO ACOPLADO A TRADR (VAZAO 200L/HA)
PARA CONTROLE DAC.vestigialisEM PLANTIOS DE ALAMO

Foto : Nilton J.Sousa

Porém, uma chuva de 12 mm ocorreu a 1:10 h apésmno das pulverizacdes.
Por ser um fator de ocorréncia natural, e que Emiatecer em outras situagdes, foi
levado em consideracdo, mas nao impediu a contidaido experimento. Salienta-se que
neste periodo de sete dias somente ocorrerammsnl@e chuva inicial.

Sete dias apds a aplicacdo dos tratamentos, fogalizadas novas coletas de
amostras, seguindo os mesmos procedimentos readizanddlevantamento preliminar. Os
parametros analisados por amostra foram: numeabdsetfolhas; numero de folhas com
lagartas; numero de lagartas sadias; nimero dgdagaom sintomas do virus (flacidez e
amarelecimento e/ou escurecimento do tegumentoyimiomas do produto quimico
(alteracdo na coloracdo); e numero de lagartasasiarhareladas, marrons ou pretas.

Os dados obtidos na avaliacdo preliminar foram stioios a andlise de variancia

(ANOVA) e posteriormente as médias da proporcamaimero total de lagartas sobre
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namero de folhas com lagarta foram comparadas éxtrde teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Como os tratamentos foram feitos em faixas, os glamltidos na segunda
avaliacdo, ou seja, na avaliacdo realizada sete d@s a pulverizacdo na area
experimental, foram submetidos a uma analise exidloa anterior a analise de variancia
(ANOVA). Esse processo teve como objetivo aval@os pré-requisitos para realizar a
analise de variancia haviam sido aceitos. Esseseprasitos sdo: os dados devem seguir
distribuicdo normal; o coeficiente de assimetrigedger o mais proximo possivel de zero
e 0 modelo do delineamento deve ser aditivo, istas &ariancias dos tratamentos devem
ser homogéneas e os residuos devem ser independéés a andlise de variancia, as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey, desppobabilidade.
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5.RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 CONCEN]’RAQAO LETAL MEDIA (Clsg) DE SUSPENSOES VIRAIS E TEMPO
LETAL MEDIO (TLsg) DE ACAO DO VIRUS PARA LAGARTAS DE TERCEIRO
INSTAR DE C.vestigialis

Os dados percentuais de mortalidade (Tabela 2pftanados pela analise
estatistica através do modelo de regressao lagigBrafico 1), indicaram que a
concentracdo letal média (€), ou seja a concentracdo requerida para provdar de
mortalidade dos individuos tratados foi de 0,8pbledros/mL de suspensdo aquosa
(1.C 505 039x10 poliedros /mL - 1,6x1{poliedros/mL).

TABELA 2 - MORTALIDADE ACUMULADA (%) DE LAGARTAS DE TERCEIRO INSTAR DE
C.vestigialiSINFECTADAS POR DIFERENTES CONCENTRACOES DE VIRUS.

TRATAMENTO MORTALIDADRACUMULADA (%)*
(CPI/mL) Dias Apés a Infecgéo

5 6 7 8
Testemunha 0 0 3,33 3,33 A
10° 0 0 0 13,33 A
10’

0 0 10,00 50,00 B
10°

0 0 10,00 93,33C
10°

0 6,67 26,67 96,67 C

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem sitpelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
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GRAFICO 1 - MORTALIDADE  vs. CONCENTRACAO (PROBABIDADE / LOG
(CONCENTRACAO) EM LAGARTAS DE TERCEIRO INSTAR DE
C.vestigialis INFECTADAS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
VIRUS.

04

02
|

00
|

10 15 20 25

log{dose)

Modelo de regresséao logistica
Modela P[Y=1] = p = exp{a+f*logdose}/ (1+expg+ f*logdose})

Log (Dose) Letal 50 = e / p = 12.4232/0.7809 = 15.90 com IC95% = (15.2 ;16.6)
Dose letal 50 = exp (15.90) = 8111716 = 0,81%6l/mL de suspens&o aquosa.

Analisando os dados da tabela 2 é possivel varifjoa lagartas infectadas com
concentracdes virais de ®lOPI/mL de suspens&o aquosa ndo diferiram estatistinte
da testemunha, isto significa que esta concentrt@padaixa eficiéncia para o controle de
C.vestigialis A concentracdo de 1GPI/mL de suspensdo aquosa esta dentro do intervalo
de confianca indicado pela analise estatisticajgmemndo 50% de mortalidad#iferindo
das concentracdes de 1@ 10 CPI/mL de suspensdo aquosa, que provocaram
respectivamente 93,33% e 96,67% de mortalidade ® apEesentaram diferenca

estatistica significativa entre si.
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Diante dessas informacdes a solucdo deCH)/mL pode ser considerada como a
melhor para o controle d€.vestigialis Porém, esse ndo deve ser o Unico fator para a
definicdo da melhor concentracdo. Com solu¢cdessyioatro fator de grande importancia
€ a producdo destas, pois 0 processo é “in vivo's&ja, é necessaria a produgcdo nas
préprias lagartas. Portanto o processo de criagitaghrtas € imprescindivel para a
producao das solugdes e a consequente eficiéncia.

Ao comparar as concentracées testada$ (10, 1, 10 CPI/mL), esta questio
que envolve a producdo das solucdes fica bem ofasmlucdo de 1DCPI/mL é dez
vezes menos concentrada que a solucdo deCHRI/mL, que é 10 vezes menos
concentrada que a solucdo dé TPI/mL, que por sua vez é dez vezes menor que a
concentracdo de 1@PI/mL. Ou seja, para a producdo da solucdo d€PUmL, foram
utilizadas 30 vezes mais lagartas@leestigialisdo que para a producao da solugcao de
10° CPI/mL. Evidentemente que entre outros parameéssas proporcdes tém influéncia
direta no custo final das solucdes.

Assim comparando as concentragfes testadas nessaaniiasha de raciocinio,
constata-se que as doses déd@d CPI/mL de suspensdo aqudssam em média 45%
mais eficientes que a dose d€ C®I/mL de suspensdo aquosa, consumindo dez e vinte
vezes mais lagartas. Entretanto, entre as dosé®ae11) CPI/mL, constata-se que a dose
de 10 CPI/mL tem uma eficiéncia de apenas 3,34% em aelacdose de $aCPI/mL.
Porém, para a sua producao foram utilizadas 10svezés lagartas. Consequentemente o
custo de producéo dessa solugéo € mais elevado@aea a premissa de que 0 processo
de producéo deve ser considerado para a definigdnaihor concentracéo, juntamente
com a eficiéncia.

Na Tabela 2 observa-se ainda, que o periodo daaldade das lagartas variou
de seis a oito dias ap6s a infeccdo, sendo que aigras indices de mortalidade

ocorreram entre o sétimo e oitavo dias, para tada®ncentracoes.
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O tempo letal médio (Tdg) obtido foi de 7,48 dias (1.6 7,18 — 7,83 dias)
calculado para a concentracdo d&dPI/mL de suspensdo aquosa, que provocou o maior
indice de mortalidade de.vestigialis(96,67%).

Analisando este resultado, constata-se que a rdogténsetos com dose de®10
CPI/mL de solucdo aquosa demora em média 7,48 phas acontecer. Em uma
comparacdo com inseticidas quimicos de contat® pssodo de 7 dias pode parecer
elevado, visto que a maioria dos inseticidas quimde contato agem rapidamente, bem
como pode induzir a sensacdo de que a virose estaguedo é viavel. Entretanto, é
preciso considerar que apds a ingestdo dos pdiednia-se rapidamente a
multiplicacdo dos mesmos nos nucleos das célulsagetidos, segundo ALVES (1986),
apos a ingestao e dissolucédo dos poliedros peltetésicias alcalinas (pH acima de 7,5)
existentes no tubo digestivo, os virions sdo libesapassando através do epitélio
intestinal para atingir os diversos tecidos sug$eejst alterando o comportamento e 0
consumo alimentar dos insetos infectados.

No caso do baculovirus associado a lagarta-daM@8CARDI (1983), relata
gue 4 dias apos a ingestao de folhas contaminadagartas mudam seu comportamento,
reduzindo a mobilidade e o consumo de alimento. g@otamento que também foi
observado entC.vestigialis pois 4 dias depois da ingestdo das folhas contatas as
lagartas comecaram a ficar amareladas, diminuiramokalidade e o consumo foliar.

Outra observacdo que também coincide com as olg§mwvafeitas por
MOSCARDI (1983), é que apos as alteracdes de cdarpento as lagartas infectadas de
C. vestigialis procedem como as lagartas Aegemmatalisdirigindo-se para a parte
superior da planta, onde morrem de cabeca para,bpénduradas pelas falsas pernas
abdominais (Figura 11A).

Outros sintomas da infec¢do por virus observadof ewestigialistambém séo
parecidos com sintomas descritos por MOSCARDI ().988ra a infec¢do por virus na
lagarta-da-soja. S&o eles: amarelecimento no ini# infeccdo com posterior

escurecimento do tegumento até atingir a coloragaoom escura (Figura 11B); e a
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liberacdo de grandes quantidades de poliedros quacwire o rompimento do corpo da

lagarta morta.

FIGURA 11 — LAGARTAS MORTAS DEC.vestigialisCOM SINTOMAS TiPICOS DA ACAO DO
CvMNPV.

Foto: Edilene B. Machado

Foto: Nilton J. Sousa

Fig. 11A - Lagarta d€.vestigialismorta com Fig. 11B — Lagartas de.vestigialismortas com

sintoma tipico da ac&o de virus entomopatogénicpsintomas tipicos da acéo de virus o
entomopatogénico (amarelecimento no inicio|da

infec¢do e escurecimento posterior).

Assim, em funcéo de toda essa sintomatologia, perse que o fato da lagarta
nao morrer imediatamente ndo é propriamente umeadtgyem, pois 4 dias apds a
ingestdo dos poliedros a alimentacdo do insetaézidga. Se compararmos este periodo
de 4 dias com os dados obtidos por SOUSA (2008kstata-se que este autor determinou
gue a mortalidade média de lagartaCdeestigialiscontaminadas com uma formulacao
comercial deB. thuringiensisfoi de 4 dias. Ou seja, mesmo quando se tratante u
formulacdo do produto biolégico comercial amplamaatifundido, a morte do inseto néo
€ imediata, pois essa é uma das caracteristicagette bioldgico, que sempre terd um
efeito mais lento que os inseticidas quimicos. mooeefeito pode ser mais duradouro

dependendo do agente utilizado.
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Em outra andlise, se compararmos inseticidas qagmae contato com o
baculovirus, € possivel constatar que formula¢desbdculovirus podem levar a
resultados mais eficientes a médio prazo, postajpado-se 0 momento da aplicacdo para
guando a populacdo de lagartas € inicial e compgm#taipalmente de individuos dos
dois primeiros instares, constata-se que quandaseta atingir o estagio em que o
consumo € elevado ele ja esta parando de se afimaéb causando dano econdémico.

No caso especifico do virus utilizado nesse trahatteve ser considerado
também a reducéo das pressdes ambientais relaapaadiso de inseticidas de contato e
a protecdo ambiental positiva por se utilizar umanfh de controle compativel com

outras técnicas que levem ao manejo integrado.destigialis

5.2 CONCENTRACAO DE POLIEDROS POR GRAMA DE LAGARTAIFECTADA.

Com os resultados obtidos nesse bioensaio foiyeissincluir gque um grama de
lagartas mortas pelo virus apresenta, em médidpabedros (I.Gsy, - 0,893x18° -
1,04 x1d° CPI/gr).

E importante considerar essa informac&o ao relaciarguantidade de virus em
gramas de lagarta por ha. Caso este valor em grseym®levado, pode tornar o uso do
agente bioldgico inviavel porque a producdo de syirembora seja em laboratorio,
conforme foi comentado no item 5.2, trata-se depronesso “in vivo”, isto €, utilizam-se
lagartas do inseto hospedeiro para producdo daegatogénico, neste caso lagartas de
C.vestigialis que com 8 dias ap0s a infeccdo pesam em médrg.0Fendo entdo
necessarias 14 lagartas para obtermos um grama, Agganto maior for a quantidade de
lagartas para tratar um ha, maior seré o custdifecaldade de producao.

Quando comparam-se esses resultados, com os optdddOSCARDI (1983),
verifica-se que uma lagarta degemmatalignorta e infectada por virus pesa sete vezes
mais que uma lagarta devestigialisnas mesmas condi¢cfes. Diante desta informacéo, €

possivel compreender que a dose do virus paratdagarsoja € mensurada em lagartas
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equivalentes (LE), pois se trata de uma lagartativaimente grande. Para o virus de
C.vestigialis a mensuracao deve ser feita em poliedros poraydaragarta morta, como
ja foi mencionado no item 4.3.2.

Dessa forma, de acordo com a citacdo de MOSCARB83)l um grama de
lagartas mortas d&.gemmatalisapresenta em média 0,6X1(oliedros, quando essa
informacg&o é comparada com os resultados obtidesenaioensaio verificamos que um
grama de lagartas mortas @evestigialisapresenta uma maior quantidade de poliedros
por grama (18 CPI/qg).

Porém héa evidéncias que a CL50 para lagart#sgkammatali®€ menor que para
C.vestigialis Isto em termos praticos relacionados a utilizag@ovirus em campo,
significa que embor&. vestigialisapresente uma maior quantidade de poliedros por
grama, a concentracdo de virus por ha devera ser wha que paraA. gemmatalis
consequentemente uma maior quantidade em pesonsegssaria par&.vestigiais
guando comparadaf gemmatalisdessa forma necessita-se de um nimero bem maior
de lagartas d€.vestigialispara tratamento de um ha.

Evidentemente, que nesse contexto ndo pode seeadquo detalhe de que se
tratam de culturas muito diferentes, enquanto tural da soja € de rotagcdo curta com
densidade elevada por ha e mas porte baixo, o A&amma cultura de ciclo longo (12
anos), com poucas plantas por ha (321 arvoregnpoom altura elevada (23 m).

Assim, comparar 0 uso de virose nessas cultunrasapenas o objetivo de ilustrar
os dados obtidos pafauvestigialis pois 0 uso d8aculovirus anticarsia& considerado o
maior exemplo de sucesso com esse tipo de agewtentexto mundial.

No aspecto prético tratam-se de razdes e propodifieentes que ndo devem ser
comparadas, tanto em relacédo as caracteristicasuttasas, quanto no comportamento
das solugdes virais em campo, Vvisto que pouco iseece sobre esse tema em relacédo a

virose associada@.vestigialis.
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5.3 SUSCEPTIBILIDADE DE INSTARES LARVAIS DE.vestigialisAO CvMNPV

Analisando os resultados referentes a mortalidedeghrtas d€. vestigialisde
diferentes instares (2° a 5°) inoculadas com o CPMNha concentracéo de®10PI/mL
de suspensado aquosa, foi possivel verificar quevehaliferenca significativa entre os
tratamentos, levando a formacao de dois grupoartkgyde 2° e 3° instares separados de
lagartas de 4° e 5° instares (Tabela 3).

Os resultados obtidos neste bioensaio, sugeremamuaelhor controle da praga
pode ser atingido quando as pulverizacdes forehizadas contra populacdes de lagartas
até o 3° instar, pois somente 10% das lagarta$ itstdr morreram e para o 5° instar ndo
foi observado mortalidade de lagartas.

Em relagcdo aos sintomas tipicos da virose (altesagda coloracdo e no
comportamento das lagartas @evestigialis contaminadas), observou-se que esses
sintomas ocorreram a partir do segundo dia pamategde 2° instar e terceiro dia para
lagartas de 3° instar.

Outro fator observado foi que o tempo para atimgartalidade> 80% para
lagartas de 2° instar, foi de seis dias e parartagde 3° instar foi de sete dias. Indicando
gue o tempo para que a virose se manifeste aurmentao passar dos instares, iSso €,
guanto mais jovem a lagarta mais rapida sera adgatogeno, pois existe uma reducéo
na suscetibilidade ao virus com o aumento da idadeseto no momento da inoculagéo.

Também, quanto mais cedo as lagartas ingerem 8 wianos danos elas irdo
causar, pois com a ingestdo dos poliedros nos pasénstares, o consumo foliar é
reduzido antes que as lagartas tenham atingidoiratioe de desfolha. Esse parametro
deve ser considerado quando no momento de uso eateadpiologico em campo.
Segundo MOSCARDI (1998), a aplicacdo de virus enf@togénico deve ser dirigida,
geralmente contra a fase larval do hospedeiro, vBrague esses agentes tém pouco ou

nenhum efeito sobre adultos.
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Portanto a composicdo etaria da populacdo da pcagatitui-se em fator
limitante para o emprego de virus em campo. AsBaa,claro que o monitoramento é
uma necessidade, pois dessa forma é possivel rapicauspensdes virais no momento
biol6gico mais susceptivel das lagartaCdevestigialis que € quando essas estéo entre o

1° e 0 3° instar larval.

TABELA 3 - MORTALIDADE DE LAGARTAS DE C. vestigialiSINFECTADAS EM DIFERENTES
INSTARES COM VIRUS DA POLIEDROSE NUCLEAR NA CONCEMRCAO DE
10° CPI/ML DE SOLUCAO AQUOSA

N° DE MORTALIDADE ACUMULBA (%)*
INSTAR LAGARTAS Dias Ap6s a Infeccao
5 | 6 | 7 | 8 | 9
20 30 0 26 (86,66%) 28 (93,33%) 28(93,33%) 2833%%)
3° 30 0 3 (10%) 27 (90%) 28 (93,33%) 28 (93,33%)
40 30 0 0 0 3(10%) 3(10%)
50 30 0 0 0 0 0

*N&o houve mortalidade nas testemunhas utilizadasgaala instar

O conhecimento da suscetibilidade dos instaresaigrao virus, também é
importante quando se planeja um processo se proddod agente biolégico em
laboratorio, pois se lagartas muito pequenas fonéestadas com o virus, serd necessario
um numero muito elevado de insetos para se obter comcentracdo adequada de
poliedros. Bem como, se a contaminacéo for reddizam instares larvais que sdo menos
susceptiveis, a producdo também sera ineficients,gogrande maioria atingira o estagio
de pupa antes da a¢ao do virus.

Assim, os resultados obtidos nesse bioensaio atdeterminar qual é o instar
mais susceptivel a acdo do virus também indicanpgtee se obter sucesso na producao
do virus deC. vestigialisem laboratério, devem ser utilizadas lagartasedeetro instar
na fase de inoculacdo do virus. Pois com esseimento sera possivel obter o maximo
de mortalidade pelo virus, com lagartas que teltdacancentracdo de poliedros, gerando

um inseticida biol6gico adequado para o controledeto.
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5.4 EFEITO DE DIFERENTES DOSES DO ViRUS DE POLIED®ONUCLEAR NO
CONSUMO DE ALIMENTO (FOLHAS DE ALAMO) POR LAGARTASDE
C.vestigilais.

Os dados obtidos nesse bioensaio, quando submetidosilise de variancia
(ANOVA) e teste de comparacdo de médias (testeuttey)), indicaram que as doses de
10°, 1, 10 e 16 CPI/mL de solucdo aquosa, reduziram significativame consumo
foliar médio total, em relagéo a testemunha quefoftratada com solugdes virais. O
consumo foliar médio diario por lagartas de teeistar deC.vestigialisinfectadas com
virus nas doses de 4a@, 1¢f, 10, 16° CPI/mL de suspensdo aquosa sdo apresentados
na Tabela 4.

No segundo dia ap0ds a infeccdo todos os tratamaptesentaram uma reducao
no consumo foliar que variou entre 34,36% (pararentracdo de 10PI/mL) e 46%
(para a concentracdo de”1DPI/mL) em relacdo a testemunha. Porém uma digdoui
gradativa e continua no consumo foliar acontecpartir do quarto dia apés a infecgéo
para as concentracdes de10(f, 10’ e 1 CPI/mL de suspensdo aquosa (Tabela 4).
Também foi possivel determinar que a diminuicAocdasumo foliar ocorreu mais
acentuadamente para as doses de 10§ CPI/mL de solucdo aquosa, cerca de 53,72% e
66,85% respectivamente, em relacdo a testemunhasifdevpando o consumo da
testemunha que foi de 100%.

A analise dos resultados da Tabela 4, indicam gudifarencas no consumo
foliar diario entre as concentracdes d& C®I/mL e 10 CPI/mL de suspensdo aquosa,
foram mais evidentes a partir do quinto dia apdmfaccdo (48,72%), aumentando
gradativamente com o passar do tempo. Com issesvab concluir que concentracdes
mais elevadas do virus podem antecipar o inicioedacdo do consumo de folhas por
lagartas infectadas, justificativa semelhante dtatada porTATCHELL, apud ZONTA,
1987.

STATCHELL,G.M. The effects of granulovirus infectiamd temperature on the consumption of Pieris réippePieridae).Entomophaga, 26(3):
291-9, 1981
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Porém em termos de reduc&o no consumo alimentdr étoncentracdo de 0
CPI/mL em relacéo a concentracdo dédPI/mL é mais eficiente em apenas 13,33%.

Em relacdo ao tempo de alimentacdo das lagartestaofas em relacdo as
lagartas sadias, a concentracdo deQPI/mL reduziu em aproximadamente trés dias o
consumo foliar (Gréafico 2). Pois entre o quinto atéitavo dia, o tratamento provocou
respectivamente 73,3%, 96,7%, 99,8% e 100% de &edng consumo foliar diario em
relacdo a testemunha. Esses resultados, devermalksados com atencdo, pois tem
relacdo direta com a produtividade dos povoamenist) que o incremento anual tem
relacdo direta com a area foliar. Dessa forma, tguantes a desfolha for interrompida
menor serd o impacto sobre o incremento do povo@menis a parada de consumo

foliar indica que ndo havera mais desfolha ocasiamelas lagartas.

GRAFICO 2 — CONSUMO MEDIO DIARIO DE FOLHAS DE ALAMOPOR LAGARTAS DE
C.vestigialis SADIAS E INFECTADAS, NO TERCEIRO INSTAR, COM
DIFERENTESDOSES DE VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR (CVMNPV).

40
35
30
25
20
15

Consumo foliar (cm?)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias apés a infeccéo
—&— Testemunha —8—1e# D et5
10 e+6 —¥—10e+7 —@—1et8

Quanto aos efeitos da concentracdo deCHI/mL de suspensdo aquosa, dentro

da mesma légica do paragrafo anterior, verificgise essa concentracdo causou 13,33%



48

de mortalidade, num periodo de oito dias apésec@dfo (dados obtidos no item 5.2), e
20% nesse experimento. Em relagcdo ao consumo,feBaa dose provocou uma reducgao
de 21% na éarea foliar consumida em relacdo a testesn Esse resultado merece
destaque, pois mesmo uma concentracdo 10 vezes mena concentracdo letal média,
gera 20% de mortalidade larval e 21% de reduc&oconsumo foliar, consequentemente
21% de reducao no indice de desfolha nas arvores.

Para a concentracdo de*10PI/mL de suspensdo aquosa, observou-se que o
consumo foliar médio total foi semelhante ao deeteanha. Entretanto, verificando-se o
consumo foliar médio diario apos a infeccdo (TabBlaconstatou-se que as lagartas
infectadas apresentaram consumo foliar diferentedadestemunha, o que pode ter
ocorrido por influéncia do patégeno. Assim, considdo-se o consumo foliar apés a
infeccdo viral das lagartas, verifica-se que mesam baixas concentragfes de virus esse
indice foi afetado.

Outro fator que ndo pode deixar de ser consideracavaliacdo geral do
experimento, € o desenvolvimento biologico larvadnmal das lagartas de.vestigialis
pois esse explica o fato da testemunha ter consumenos area foliar do que os
tratamentos no oitavo dia de observagédo. Nas olg@es constatou-se que as lagartas da
testemunha, por ndo terem sofrido infeccao, tramsfcam-se em pré-pupa entre o oitavo
e nono dias de observacbes, com isso o consunar foli afetado, mesmo quando
comparado aos tratamentos (Tabela 4).

O fato das menores dose testadas’,(10° e 10 CPI/mL) induzirem a um
consumo foliar elevado em relagédo aos outros textéms apos a infeccdo, especialmente
para a dose de 1CPI/mL, bem como apresentarem mortalidade infersodoses de 10
e 10 CPI/mL, podem estar associadas a baixa concentdefoliedros que as lagartas
ingeriram.

Em relacdo a mortalidade das lagarta€deestigialis constatou-se que no 8° dia

apos a infeccéo, a concentracdo dedmI/mL foi mais eficiente que a concentracéo de
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TABELA 4 - CONSUMO MEDIO DIARIO E TOTAL DE FOLHASDE ALAMO POR LAGARTAS DE C.vestigialis SADIAS E
INFECTADAS, NO TERCEIRO INSTAR, COM QUATRO DIFERENES DOSES DE VIRUS DE POLIEDROSE
NUCLEAR.
) ) CONSUMO
DOSES CONSUMO MEDIO DIARIO (cm?) * MEDIO
TRATAMENTO  VIRUS Dias Apés a Infeccao TOTAL*
(cpi/ml) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (X£EP)
Testemunha 0 2,70 A 5550 A 1521 A 22,28 A 15,64 AB27,08A 14,09 A 1160C -- 103,16+1,62 A
1 10 257A 361 B 14,41 AB 19,06 AB 17,34 A 26,38A 16,84 B 33,70A 0,35A 103,23+1,81 A
2 10 1,78A 297 B 14,37 AB 17,45 B16,26 AB 24,38B 12,09 BC 26,70B 0,29 A 91,22+2,58 B
3 10 207A 351 B 13,09 ABC 16,30 B13,42BC 21,19C 10,17 C 26,00B -- 81,46+1,11 C
4 10 252A 319 B 12,36 BC 1164 C 11,80 C 464D 1,37 D 433C -- 47,75+1,89 D
5 10 250A 346 B 12,00 C 11,14 C418 D 089E 0,02 D -- -- 34,20+0,93 E

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem shtpelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
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10" CPl/mL, apresentando 80% de mortalidade contra 1686 mortalidade da
concentracdo de 1@PI/mL, ou seja foi 70% mais eficiente (Gréafico 3)

Com nove dias, a dose de®XOPI/mL, atingiu 100% de mortalidade, a dose de
10" CPI/mL teve 60% de eficiéncia, a dose d& @PI/mL teve 20% de mortalidade e as
doses de e 1d tiveram indices de 10% de mortalidade, enquartgs@munha nao
apresentou mortalidade de lagarta£degestigialis(Grafico 3).

Comparando os dados relativos a mortalidade, codadss obtidos no item 5.1,
constata-se que naquele experimento e nesse , e dipsl® CPI/mL apresentou
indicativos de que € a mais apropriada para o @enttaC.vestigialis a diferenca € que
no experimento anteriormente referido, a mortakdgara essa dose foi de 93,33%,
enguanto nesse experimento a mortalidade foi d&2100
GRAFICO 3 — MORTALIDADE (%) DE LAGARTAS DEC.vestigialisSSADIAS E INFECTADAS, NO

TERCEIRO INSTAR, COM DIFERENTES DOSES DE VIRUS DEDIREDROSE
NUCLEAR (CvMNPV)
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5.5 EFICIENCIA EM CAMPO DE DIFERENTES DOSES DO CvMN SOBRE
LAGARTAS DEC. vestigialis

Os resultados obtidos com a andlise de variandalddos referentes a avaliacédo
preliminar, indicaram homogeneidade da distribuico nimero de lagartas na area
analisada (F=0,2716, p-valor = 0,8947) (Tabeld&S}a informacao facilitou a instalacéo
do experimento em faixas, visto que para a utifivago delineamento de blocos ao acaso
gue é indicado para experimentos de campo, senassé@ria uma area bem maior,

dificultando a execuc¢ao desse bioensaio.

TABELA 5 — MEDIA DAS PRQPOR(}OES EM CADA UMA DAS ARES (NUMERO TOTAL DE
LAGARTAS / NUMERO DE FOLHAS COM LAGARTAS), OBTIDASNA PRE-

AVALIACAO.
MEDIA (NT LAGARTAS /NTF
TRATAMENTO COM LAGARTAS) (%)

Testemunha 1,9247

Virus 1 - dose 3x10 CPI/ha 1,9247

Virus 2 - dose 6x18CPI/ha 2,0036

Virus 3 - dose 9x10 CPI/ha 1,9928
Prod.quim.

Methoxifenozide(16,8gi.a/ha) 1,8519

Os resultados obtidos pelo teste de Shapiro-Wilk=(®,96 e p-valor = 0,12)
referente a andlise exploratéria dos dados, calstad avaliacdo realizada sete dias apos
as pulverizacdes, indicaram que os mesmos podenestedados, pois apresentaram
distribuicdo normal.

Na tabela 6, encontram-se os resultados quant@@oq@éo de lagartas de.
vestigialis, mortas por diferentes concentracdes de virus,upomproduto quimico e a

testemunha sem aplicacao.
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TABELA 6 — LAGARTAS DE C.vestigialisMORTAS POR DIFERENTES CONCENTRACOES DE
CvMNPV, COMPARADAS COM UM PRODUTO QUIMICO.

TRATAMENTO (MEDIA DA PROPORCAO NUMERO
LAGARTAS MORTAS / NUMERO TOTAL
DE LAGARTAS)*

Testemunha 9,53% A
Virus dose 1 - 3x19 CPl/ha 67,12% B
Virus dose 2 - 6x10 CPl/ha 68,32% B
Virus dose 3 - 9x16 CPlI/ha 93,43% C
Prod. quim. — Methoxifenozide 16,8g i.a/ha 87,91%

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem enpelsiteste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Na testemunha, 9,53% das lagartas encontradaseataesm algum tipo de
alteracdo morfologica (tegumento amarelado ou eyaur estavam mortas. Esse indice
de mortalidade pode te ocorrido por uma eventuaval@o momento das pulverizacdes
(embora a distancia entre os tratamentos fosser maéa distancia da projecdo da calda
liberada pelo canh&@o acoplado ao trator), ou aoadia acdo de outros inimigos naturais
deC. vestigialis que ndo foram determinados nesse estudo.

No sétimo dia apds as pulverizagdes, nenhum diasrtestos testados apresentou
eficiéncia maxima, ou seja, 100% de mortalidadea pgs lagartas d€. vestigialis
avaliadas. No entanto, foi possivel verificar quesmo a menor concentragdo viral
(3x10* CPl/ha), provocou uma mortalidade de 67,12%, queo ndiferiu
significativamente da segunda concentracdo (6x@PI/ha), que provocou 68,32% de
mortalidade.

Esses resultados porém, diferiram significativamed&d maior concentragao
(9x10" CPI/ha), que resultou em 93,43% de mortalidade, ppresua vez igualou-se
estatisticamente ao produto quimico (methoxifere)zidque apresentou 87,91% de
mortalidade, demonstrando a eficiéncia do viruscendicbes de campo, mesmo com a

ocorréncia de uma chuva de 12 mm a 1:10 h apdsnini& das pulverizacgdes.
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Os dados obtidos nesse bioensaio, confirmam o#ades obtidos no item 5.1,
guanto ao tempo letal médio de acdo do virus d8 dids. Pois sete dias apds as
pulverizacdes, foi possivel encontrar lagartas asoet lagartas que apresentavam alguns
movimentos e sintomas tipicos de virose, que cargsggmente iriam causar a morte das
lagartas infectadas.

Outro dado observado nesse bioensaio, que é cotgligem os experimentos de
laboratorio, diz respeito ao tamanho das lagartagde do virus. Foi possivel verificar
que, embora ndo tenha sido realizada is@m@ quanto ao tamanho das lagartas
relacionando esses com instares, as lagartas maomen as que ainda apresentavam
movimentos, enquanto as menores ja estavam moaiafi;mando também que a acdo do
virus é diferente de acordo com o instar (item, @d)seja, quanto mais jovem a lagarta,
no momento da aplicacéo do virus, mais rapida @ dganesmo.

Uma observacao que deve ser salientada € que isenexnformacdes quanto
ao tempo de permanéncia ou viabilidade do CvMNPVcampo. Fato que precisa ser
estudado, pois sera de grande importancia no plaegjto das atividades praticas de
controle, bem como podera ser constatada a inflaé&lec parametros climaticos (chuva,
luz, radiacdo UV, etc.) sobre o virus.

No caso especifico desse bioensaio, existe um&rial de que a chuva de 12
mm ocorrida 1 hora apos a aplicacdo, nao teveénfiia sobre as doses testadas, pois
ocorreu um nivel expressivo de mortalidade, havendiwios de que mesmo com chuva
as suspensofes virais ficaram aderidas as folhado Tndica que isso ocorreu por
influéncia da maneira como as suspensfes foranama@gs, que foi a semi-purificagcao,
gue nao eliminou as particulas de gordura do insetpedeiro. Com isso, € provavel que
essas particulas de gordura tenham facilitado eadea do virus na folha, reduzindo o
impacto da chuva, bem como, dificultaram a acdordms UV sobre particulas virais,
conforme observagdes feitas por BATISTA FILHO ef{2001).

Também deve ser considerada a arquitetura frondasacopas das plantas do

géneroPopulus que pode ter dificultado a entrada e acdo dassrdlV. Outro fato



54

relevante que pode ter influenciado a persistéaaigirus, foi a observacédo de lagartas
pequenas mortas e lagartas pequenas ainda com emesnE provavel que as lagartas
gue ainda apresentavam movimentos se infectaras tar@iamente que as lagartas que
ja estavam mortas. Fato que pode indicar quagasths que eclodiram apés a aplicacao
do virus também vieram a ser infectadas.

Essa infeccéo pode ter ocorrido pela persist&iarus nas folhas ou ainda por
uma contaminacdo das folhas a partir de lagartasmprreram em um periodo menor de
tempo e que tiveram seu tegumento rompido pela ag&whnica do virus, liberando
assim novas particulas virais. Se isso de fatotacen, esse protocolo esta de acordo
com as observacdes de SECCHI (2002), que em estealosados para a lagarta-da-soja,
afirma que uma aplicacdo bem sucedida de bacuk\risuficiente para manter o
controle durante o ciclo da cultura, porque ha weposicao e redistribuicdo do virus,
devido aos focos deixados pelas lagartas mortaslae ggpande quantidade de in6culos
depositados na lavoura.

Dessa forma, é importante ressaltar que a permanénpersisténcia no meio
ambiente, é uma das principais vantagens do iigetiiologico a base de virus sobre a
maioria dos inseticidas quimicos, principalmentelesacdo de contato que possuem um
poder residual muito curto. Constatacdo que taméédemonstrada por MOSCARDI
(1998), que cita que os virus possuem a capacittade multiplicar no hospedeiro, o que
permite sua prevaléncia e disseminacdo no ambiEnfgaga, podendo manté-la abaixo
de niveis criticos para a cultura, apos sua agl@ac

Também deve ser considerado que ao contrario darimados produtos
guimicos, os virus entomopatogénicos ndo se acamera cadeias alimentares nem séo
degradados em substancias secundarias indesepleaisdisso, sdo agentes seletivos que

agem somente sobre a praga-alvo, trazendo a papulessa para o nivel de equilibrio.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos na presente pasaascluiu-se que:

. O virus entomopatogénico CvMNPV ¢ eficiente noticde daC.vestigialis
em condi¢Oes de laboratorio e campo;

. A concentracao letal (Gk) de CvMNPV para lagartas d& vestigialisde
3%instar é de 0,8xI@PI/mL de solucdo aquosa e o tempo letals§THe
acao é de 7,48 dias;

. O virus (CVvMNPV) é patogénico a lagartas @e vestigialis sendo que
instares iniciais sdo 0s mais suscetiveis;

. Um grama de lagartas mortas pelo virus apresemtanédia, 1& corpos
poliédricos de incluséo do virus;

. Lagartas de terceiro instar @evestigialisinfectadas por concentracfes de
10"e 1¢ CPI/mL de suspensdo aquosa, tem reducdo acentaaznsumo
foliar, quando comparadas com lagartas sadias;

. Ocorre reducao de trés dias no tempo de alimentgdagartas de terceiro
instar infectadas com suspens&o viral aquosa YERIOML, em relacéo a
lagartas sadias;

. Suspensdes aquosas nha concentracdo de"8®R0bha de virus (CvMNPV),
guando aplicados via atomizador tipo canhdo (2Q9L/lcontrolam
eficientemente lagartas @ vestigialis

. Para a preparacao e utilizacdo em condi¢cOes deocdanponcentracéo viral
de 9x10' CPI/ha, seriam necessarias 90g de lagartas npE@virus.
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7.SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos no presente trabalho peamtisolamento, identificacéo e
testes de viabilidade do virus de poliedrose nuctealtipla de C. vestigialis,em
laboratorio e em campo. No entanto, para que sssiyel a obtencdo de resultados mais
consistentes quanto ao controle da praga em paddcAlamo através do uso do virus
em um programa de manejo integrado, torna-se r@oess realizacdo dos seguintes

estudos complementares:

e Desenvolvimento de métodos e técnicas economicamé@aveis para a
producdo massal do virus em laboratorio;

» Determinacdo em campo do nivel de dano econ6micG. desstigialisem
plantios comerciais de alamo;

e Avaliacdo em campo do tempo de persisténcia dédate do virus sobre
folhas de 4lamo;

« Testes com aplicagcbes aéreas do virus exclusivamesn agua, com
espalhante adesivo, e com mesclas com outros pothidldégicos, como o
Bacillus thuringiensig® misturas com produtos fisiol6gicos;

» Estabelecimento de métodos de monitoramento delggi®s iniciais da
praga, para determinar a aplicacdo do virus no mtwnmais adequado para
seu controle.
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