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PREAMBULO

A luta contra os insetos, que atacam as lavouras
constitui importante elemento no esfor¢o global do homem emn
busca de uma melhor rentabilidade do solo, isto €, do aumcnto
da predutividade e de uma concomitante reducido dos custos de
producado. A chamada "explosdo demografica" mundial, provocan-
do a rapida suturagdo e o previsivel esgotamento do ectmeno ,
emprestam & consguista de constante incremento da producao
agro-pecuaria a relevancla ¢ a preméneia de luta pela sobrovl
véncia da espécie. As imaginag¢des candentes de muitos futurd-
logos chegam a divisar, na fimbria do horizonte, o desfile ma
cabro dos Cavaleiros do Apocalipse, cujos ginetes metamorfo -
searam-se em misseis com ogivas nucleares - ou, quicga, numa
horrenda parddia a natureza, misseis carregados de agentes bio
logicos letais...

Pari passu com o preparo quimico-fisico do solo -
adubagdo irrigacgdo; drenagem, etc - assim como da selecio e
hibridagao dos cultivares, Prossegue o combate aos parasitas
e predadores da lavoura, cujos danos podem diminuir significa
tivamente todo ¢ exaustivo trabalho do lavrador.

Uma vez quebrado o equilibrio de um ecossistema pe-
la introdugado da agricultura, os predadores e parasitas espe-
cificos respondem & sGbita abunddncia de alimento por um ace-
lerado crescimento numérico, o qual proveca, por scu turno
¢ aumento da gquantidade dos seus proprios inimiges. A longo
prazo o equilibrio tenderia a voltar, provavelmente em condi—
¢Ges antiecondmicas para o agricultor. As rocas i-tinerantes

da agricultura primitiva, gquando o ccimeno ainda cra rarctfei-

tamente ocupado, oferece uma primeira resposta eficicnte do



homem, simultancamente a diminuigac da fertilidade do solo o
ao aumento local das pragas. A rotatividade das lavouras se
impds como outra solugdo parcial desses dois problemas.

Quando, nos ultimes anos do Sécule Dezoito, Malthus
langou scu toerrlvel repto aos incautos o aos olimistas, a pou-
pulagao universal era pocuco superior aos seiscentos milhoos
de habitantes. Argumentava esse economista inglés que o cres-—
cimento demografico se dava cm progressdo geométrica, enguan-
to a produgao de alimentos s0 podia aumentar com Progressao
aritmética. O eguilibric entre esses dois processos dispares
seria constante ¢ automaticamente restabelecido pela agao  om
cadeia da miséria, da fome ¢ das doengas que assolariam onome
nos previlegiados... Somente o controle voluntario da natali-
dade poderia aumentar a brutalidade desse destino,

Dois séculos apds as antecipagdes de Malthus, a po-
pulagdo da Terra praticamente decuplicara. kB crescoera mais
ainda, proporcionalmente, a producgdao de alimentos, sem contaxr
um sem numero de produtos ayricolas destinados a outros fins,
Tal abundidncia, inimaginavel para os contemporineos daguae le
precursor, deve-se ac vertiginoso progresso da Cidéncia moder-
na, ciéncia polimorfa que prescruta o desvendd, paulatinamen-—

te, 0s mais reconditos arcanos da natureza. Assim como de sua

ancila, igualmente polimorfa, a tccnologia, gque cuida das
aplicagbes pragmaticas dos conhecimentos adaquiridos.
Mas essas formidaveis conquistas da Ciéncia e da

Tecnologia nao cambiaram a esséncia da preocupagées malthusia
nas. Postergaram seus efeitos mais imediatos, elevaram o pata
mar e a complexidade dos fendmenos cnvolvidos. Mudaram a esca
la da peleja dolomo sapiens pela scbrevivéncia da espéoice,
Agora, nos ultimcs anos do Sécule Vinte, mulitas

das audaciosas especulag¢bes de Malthus ja foram reduzidas « fa



tos cientificamente expressaveis, isto &, quantitativamente re
lacionavels, como quer Lord Kelwin., E ha conclusdes hodicrnas
gque afetam diretamente certas ilagdes do ecconomista britanico.
A Demografia, oferece pelo menos duas de tais proposicdes .
Uma delas afirma que a populagdo de uma nac¢io desenvolvida ten
de para uma assintota. Ao atingir ¢ estdgio de nacio rica ;

sua populacao tenderia a decrescer, para em scguida estabili-

zar-sc. (A Republica Federativa Alemd vem pordendo; na proesen
te década, cerca de trezentos mil habitantes por ano, o (e
equivale, em termos demograficos, ao desaparccimento de uma
cidade do talhe de Jundial, anualmentoe, Do acordo com o Loo-

ria, esse decréscimo aos poucos sc anulard, cstabilizando-— s
a populacgao).,

A outra proposig¢in demogrifiica, de grande intoresse
para o planejamento sécio-ccondmico da Brasil de amanhd, con-
siste na previsio de um inevitavel hinto, por indércia ou ar-
rasto, nos efeitos estatisticamente significativos, da taxa
de crescimento populacional de uma nagio on dosenvolvimento
que opte por uma politica positiva de controte da natalidado.
De acorde com essc modelo de evoluglic demografica, estabelecd
do por competente comigsaov das Nagoes Unidas para palscs de
sua categoria, o Brasil doverd cruzar o umbral do Século  XXI
com 211 milhdes de habitantes, atingindo o ano 2025 com cerca
de 420 milhoes, guando sua taxa de crescimento comegara a di-
minuir, atingindo o ponto de equilibrio estacionario por vol-
ta do ano 2075, com uma populagdo da ordem de 850 milhdes. ..

Por mais cético que se possa ser diante da cstar-
recedoras projegoes da Demografia moderna, por maior gue seja
a margem de erro gue se lhes gueira atribuir, nio ha davida
de que a simples tomada de conscidnecia da magnitude e gravida

de do problema gue se apresente diante do futuro imediato

I



implica a tomada de posig¢io face um formidavel desafio. Exco-
to se o devenir da Humanidade nesses prégimos cem anos trou -
Xxer no seu bojo alguma hecatombe impensavel, afigura-se magni
fica e empolgante a tarcfa que se impde as Tecnologias Agrico
las, mas sobretudo ac feixe de ciéncias particulares gue lhes
ddo respalde o alicerce Ledrico. ALC o mals modesto pesquisa-
dor no seu laboratorio pode orgulhar-se como partlcipe do
grandiosa cruzada, na busca de adecquada resposta ao mais pro-
vocantae desafilo jamais recebido pelo IHomem, o sua Tonga Conn
nhada atraves dos milénios. Resposta que demandard as nmais le
gitimas qualidades tipilcamente humanas, o inteligéneia c a
forga moral. Resposta que visara a salvar ¢ nio a destruir .
Resposta gque talvez constitua a Gnica alternativa a uma conce
bivel ameaga de que algum povo se julgue supcrior tente podar
os excessos da explosao demografica dos palses do Terceiro
Mundo mediante explosdOes nucleares. Ou guiga,através de con -
trole bicldgico,

0 tempo urge em todos aqueles canpos de atividade
que venham a garantir alimentagdo qualitativa o gquantitativa-

mente satisfatdria para toda a Humanidade, até gue finalmente

venha a estabilizar-se a populagac universal, om torno dos
doz bilhdes de habitantes, dagqui a menos de um sdculo,

Toda uma longa séric de técnicas e de meios mate—
riais contribui direta ou indiretamente nas diversas fases

da produgaoc e distribuicdo dos produtos agricolas. Insgcrem-se
nesse rol as técnicas e¢ o0s meios de combate as pragas da la -
voura.

Grag¢as ao seu preccce desenvolvimento, a Quimica
propiciou as primeiras vitdrias importantes do homem sobre as
pragas de suas plantag¢des. Mas, apesar de grande eficiéncia

especifica de alguns defensivos agricolas, seu emprego inten-
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sivo e continuado acarrcta percalgos de diversas ordens. Medi
cos e ecdlogos se unem para fazer oposigdo ac emprego de agro
~tOxicos, como passaram a ser denceminados os inseticidan o of
demals defensivos agricolas, devido talvez ao scus propalados
efeitos nocivos sobre scus manuscadores ¢ aplicadores, assim
como os futuros consunidores finals dos produtog "defoendicos”,
lHavendo ainda a considerar os danos cumulativos cougadoen a0
meio ambiente pela destruigdo indiscriminada do outros  woerey
vivos nao visados, assim como pela crescente polulgdo.

C avango recente da ciéncias biologicas vem sugerin
do uma nova forma de atagque as pragas, mais sintonizada com a
forma de agir da propria Naturcza. Trata-sc¢ do chamado “"con -
trole bioldgico", o que consiste em lancar contra os inimigos
da lavoura seus proprios predadores, parasitas ¢ patdgenos na
turais, devidamente selecionados de acordo com a capacidade
exterminadora, com a facilidade do emprego e com a relativa
inocuidade em relacdo ao bidtipo.

De certa forma, o homem sempre emprcgou empiricamen
te algum tipo de "controle biologico". Gatos cantra ratos o caramu
jos mantidos em aguarios para o controle de algas. Mas I im-
portante é€xito conhecido do emprego planejado, em escala ©Co-
nomicamente significativa, consta ter sido levado a efeito
cerca de sessenta anos atras, em Porto Rice. A lavoura de ca-
na de ac¢icar ressentia-se pesadamente da agao devastadora
de um inscto da Tamilia Mclonthidae, cujas larvas se  alimen-
tam das ralzes da cana, tornando impraticavel, gragas ao seu
grande nimero e insaciavel voracidade, o aproveitamentc cas
socas e ressocas. Com a introdugdac controlada de execmplares
importados de sapos da espécie JBufe¢ marinuwa, os cstragos da -
gquela praga deixaram de ter importdncia econdmica.

O levantamento sistemdtico, exaustivo, dos poOs-



siveis parasitos e predadores dos insetos nocivos prossegue
pacientemente em milhares de laboratdorios espalhados pelo i
do. Quando certos indicadores se afiguram favoravcis, a Teong
logia assume e busca desenvolver industrialmente a utilizacio
do novo achado.

O progresso recente na biologila dos virus parece
abrir grandes possibilidades cm termos de controle bioldgyico
de pragas. Nesse particular, vem sendo alve de numerosas puos-—
guisas os Baculovirus, virus de incetos, que ven demonstiando
resultados altamente promissores. Numerosas chsorvagdey da
agao desses microorganismos sobre diversos insetos evidenciou
as possibilidades do seu cmprecgo no controle bioldgico de de-
terminadas pragas de cultivares de elevado valeor ccondmico

Visa=-sc atualmente a uma mais ampla utilizacho dos Baculovi -

rus para o controle biolégico eficiente de insctos nocivos a

agricultura.



1.0 INTRODUGAQ

¢

Os virus de insctos do glnero jiendon e consti-
tuem alvo de numerosas pesquisas devido ao scu interessce oco-
némico. Os Baculovirus representaram durante muite tempo e}
anico tipo de virus conhecido entre os invertebrados ( ClolaLER
& VAGO, 1978), e, com as frequentes observa¢dces desses micro-
organismos em diversos insctos, notcu-se a possibilidade da
aplicagio dos meamos na luta bioldgica contra pragas de crdtn
ras de importdncia. Entrctanto, o cmprego desses viras COmO
inseticidas bioldgyicos requer conhecimentos dos cofeitos o dos
mecanismos de agao em relacdo aos scus hospedeiros.

No presente trabalho, procurou-se, por meio de pas-
sagens seriadas, adaptar dois Baculovirus - Vievus de Pollcdro
sc¢ Nuclear deo Anflicarsia ommtal o (VPNAG) o Virus e Polio-
drose Nuclear do ?Ppi{choplucia ni (VPNTn), para o hospedeiro
alternativo, Diairaca soocdh oo Sn, (Lepdoplera: Pyralidac) .
espécie gue assume hoje grande importdncia 73 que represcnta
uma das principals praogon do coana-de- aguear con toda A B
(Bol. Tec. IAA/PLANATSUCAR, 1981)

Um cutro aspecto analisado fol o oflcito da inocula-
cao simultanca de dois virws sobre seu hospoedeiro. Bstudaram—
-se as seguintes combinagbes: VPNAg ¢ VPNTn; VPNAg e Virus de
Granulose de Diatraca sacclharalis (VGDs); VPNTn ¢ VGDs - pro-
curando-se¢ detectar um possivel sincrgismo no processo intfec-
cioso na broca da cana, D. saccharalis.

Estes estudos visaram obter através da anadlise dos
isolados obtidos e das respostas do hospedeiro a infecgdo, al
guns dados fundamentais sobre a possibilidade de obtencao de

variantes genéticas e interacdes cntre difercntes tipos de vi



rus gque venham a indicar metodologia para a "manipulagao gene
tica" do sistema patégeno hospedeiro visando a maior utiliza-
cio dos Baculovirus como agentes microbioldgicos no combate a

insetos pragas da agricultura.



2.0 - REVISAO BIBLIOGRAIICA

2.1 - Baculovirus
Os baculovirus sdo virus de insctos pertencentesn  a
familia Baculoviridae (WITDY, 1971; ¥FENNER, 1976) quuc podon

se apresentar sob duas formas: 1) inclusos e uma capa Ou d-
triz proteica e 2) nao inclusos. Dentre os Baculovirus inclu-
sos ha dois subgrupos de maior rolevancia: O Virus de Pollie -
drose Nuclear (VPN) e os Virus de Granulose (VG) {GRANMRLOS,
1980). Ambos se caractorizam por encerrar no interior doo suag
capas proteicas ou corpos dc inclusao as unidades infectivas
chamadas de virions. Esscs virlons com forma de bastoncte pos
suem uma camada proteica denominada de capsideo, composta do
subunidades de proteina, os capsdmeros que envolvem o ac ido
nucleico. O acido nucleico ¢ o acido desoxirribonuclcico (DNA)
de aproximadamente 75 a 100 x 106 daltons correspondentes a
114-150 Kb (SUMMERS, 1977). O conjunto do acido nucleico e o
capsideoc constitui o nucleocapsideo que sc encontra cnvolto
por uma membrana interna ¢ externa no interior do corpo de
inclusao (DULBECO & GINSBERG, 1980).

Entre o VPN e o0 VG c¢xiste uma basica diferenga no
que concerne ao nimero de virions inclusos na capa ou ma-
triz proteica. 0Os VG contém apenas um, cxcepcionalmente dois
virions, ao passo que 0os VPN tem varios virions por corpo de
" inclusao (GRANADOS, 1980}.

Foram descritos cerca de 284 VPN ¢ 65 VG (GRANADOS,
1980) e esses sac muito importantes do ponto de vista econdmi
co visto que possucm um grande potencial no controle de inse-

tos pragas (SUMMERS e cols, 1975}, S3o virus altamentce viru-



lentos, relativamente sceletivos ¢ ndo representam vritsco  para

a salde humana cu animal {CONSLGLLI ¢ cos 1983), uma voz que
parccem scer restritos aos hospoedeireos invertoebrados (WILDY,
1971).

2.2 -~ Virus de Granulosc (VG)

0O VG & um baculovivus que contom ADN doe dupla it
com 0 peso molecular estimado ontroe 69 a 110 x 106 daltons
caquivalentes a TU04-168 Kb (IWEBTEN © cols, 1980}, Bsuou micro
organismos so distinguem dos VPN, por aprosentiar om wna o e
protelca de forma cilindrica que foi denominada de "capnala”
por BEROCGLD {1948). Nessas capsulang ontlo go o vicTons ou o L_L
culas virais que sao constituldos pelo nucleocapsideo cnvolto
pur uma membrana externa o Interna (SMLITHE, 1976) . O VO Se ca—
racteriza por ser dolado de apearas umoon varoente dois V-
rions por membrana extoerna inclusa na capa proteica.

Us VG poudem se degenvolver Lanto no nucleo como no
citoplasma da calula do hospedeiro, De nm modo qoral, o prin-
cipal orgao atacado ¢ o corpo qorduroso, contudo hd uma CX—
cegau no caso do hospedelio if,;;»;xp‘.r;';; by e em o que uo prin=
cipal local de infeeg¢glio ¢ o epltilio do intestino meddio
(SMITH, 1976). Em algumas csplcics de lepiddpteros outros te-
cidos om adigdo ao corpo gorduroso podem ser infectados  tals
como: epiderme, heméeitos, células da matriz tragqueal o tLdbu-
los de Malpighi (CONSIGLY ¢ cols, 19821).

Um grande numero de cuspéeies de lepiddpteros 5

do
infectados pelo VG, e parcce que csscs virus sio cespecificos

a essa ordem de insetos (DAVID, 1975).
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2.2.1 Virus de Granulosc de PJiagivaca caccharvalio {(YGDs)

PAVAN, 0.H.0. (comunicagdo pessoal) recentemente iso
lou um Virus de Granulosc de lagartas infectadas do lepidépte
ro, D. saccharaliz, uma das pragas mais importantes da cana-
—de-aglcar, (BOL. TEC. IAA/PLANALSUCAR, 1981), culetadas no
Sul dos Estados Unidos. bxames de laboratorio demonstraranm
gue esse virus, testadc em uma séric de esptcies de lepidopte
royg mostrou-se especlfico para aquele genero (PAVAN © cotus
1983).

O virus de Granulose de L. caccharalis (VGDs) & do-
tado de uma capsula gue mede cerca de 0,5 (um) micrdmetro de
de comprimento (PAVAN, 1983).

Estudos ao microscopio cletrénico revelaram gue cs-
s¢ virus sc replica no nicleo ¢ no citoplasmia da cClula do
hospedeiroc e gue o principal local atacado & o corpo gorduro-—
50, apesar de gue o VGDs pode sor cncontrado om praticamente
todos os outros tecidos da broca de cana, i, aocodbieral T (PAVAN
e cols, 1983).

Os sintomas externos da broca de cana infectada com

0 VGDs sao similares e esses descritos para outras lagartas
de lepidépteros. Esse baculovirus infecta todos os cstadios
larvais da ). saccharalis e a mortalidade desscs insctos e

proporcional a dose (PAVAN e cols, 1983),

O VGDs ¢ muito virulento para a /. suecherallic ¢ re
presenta importante agente microbioldgico contra a broca de
cana como constatado nos testes de laboratdric (PAVAN e cols,

1983) e de campo (ALMEIDA e cols, 1984).



2.3 - Virus de Poliedrose Nuclear (VPN)

Os VPN pecdem ser considerados provavelmente um dos
grupos de microorganismos mais complexos entre os virus de
animal. As investigag¢Oes aumentam a medida gue se demonstra o
grande potencial economico no emprego dessc grupo de agente
de controle bioldgico (VOLKMAN e cols, 1976}.

Os Virus de Peoliedrose Nuclear (VPN) sao constitul-
dos de ADN de fita dupla com o peso molecular aproximado do

90 a 100 x 10° daltons correspondentes a 136-151 Kb  (SUMMERS

& ANDIRSON, 1972 ¢ 1973). Esscs baculovirus so caracterizam
por sc¢ apresentarcem inclusos om um poliedro ou cristal de 1 a
15 pm de didmetro (GRANADCS, 1980) constituldo de protcina
nao contendo lipidio (SMITH, 1976). Diversos estudos constata

ram que o cristal do VPN & limitado por uma membrana protelca
(SUMMERS & ARNOTT, 1969; HARRAP, 1972a; FALCON & HESS, 1977 ;
HESS & PPALCON, 1978). No interior dessos cristals encontram -
-se as particulas virais ou virions gue sdo dotados de uma
membrana interna (PONSEN ¢ cols, 1964, 1965) ¢ oxterna (HARRAP,
1972b). Em relacgdo ao nlmero do virions os VPN podem se apro-
sentar sob duas formas: 1) com miltiplos virions por membiana
externa (MEV em inglés) e 2) com apcnas um virion por membra-
na externa {(SEV em inglés) inciuso no cristal de proteina .
Os poliedros ou cristais protegem os virions das condigdes
ambientails adversas e conscquentemente a infectividade destes
pode ser preservada durante muitos anos (STEINHAUS, 1960).
Estudos ao microscopio eletrdnico revelaram gue es—
ses virus de insetos se replicam cxclusivamente no niclec da
célula infectada e tem como principais locais de replicaglo a
epiderme, as células sanguineas, o corpo gorduroso, a tra-

guéia e ocasionalmente as glandulas da seda (SMITH, 1976).



Foram descritos alguns VPNs nos insetos das ordens
Orthoptera, Neuroptera, Trichoptera, Coleoptera, Hymenoptera
e Diptera. Mas a maioria desses virus (cerca de 240) foi iso-
lada de espécies de lepiddpteros gue infestam culturas ccono-

micamente lmportantes (GRANADUS, 1980),

2.3.17 - Virus de Poliedrose Nuclear de Anticarsia o ar—-

matalis (VPNAg)

STEINHAUS E MARSH (1962), detectaram um Virus de Po
liedrose nuclear em lagartas infectada de A. gommatalis, lepd
déptero da familia Noctuidae gque ataca as leguminosas, coleta
das nas plantagbes de alfafa no Peru.

Em 1972, no Brasil, transcorridos dez anos da desco
berta daquele virus, foi isolado ¢ descrito um Virus de Pclie
drose Nuclear de A. gemmatalis eom culturas de soja na regliac
de Campinas (ALLEN & KNELL, 1977), seguindo-se de constata-
¢des ulteriores da presenga desse virus em outras regides do
pais (CARNER & TURNIPSEED, 1977; CORSO o cols, 1977; GAITI e
cols, 1977).

Analises demonstraram gue o VPNAg aprescnta  varios
virions por membrana externa (MEV), os quais sc¢ cncontram in-
clusos em um poliedro ou cristal (ALLEN & KNELL, 1977).

Os poliedros ou cristais desses virus ao screm inge
ridos pela lagarta de 4. gemmalalic, sao imediatamente dissol
vidos no intestino desse hospedeiro, propiciando assim a libe
racgao dos virions, os guais vao penctrar através da membrana
da parede intestinal e atingir a hemolinfa, multiplicando- se
posteriormente no ndcleo das células de diferentes tecidos. A
partir do 49 dia, as lagartas de 4. gemmatalis infectadas com

o VPNAg, mostram pouca mobilidade, perda de apectite e exibem
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inicialmente uma descoloragao na porg¢ao ventral do corpoe gue
s¢ prolonga cm scguida por tedo o organismo. O proceseso, do
inicio da infecgldo até a morte da lagarta, dura em média cer-—
ca de sels a oito dias. De acordo com ALLEN & KNELL (1977) ;
o desenvolvimento desses virus ¢ similar aos demails baculovi-
rus descritos.

Quanto a especificidade, o VPNAg fol testado cm no-
ve espécies de Noctuidac, duas cspécics de Pyralidac e uma
espécie de Bombycidae e constatou-se gue todos esses lepidd -
pleros cram suscepbivels a csse vitus., PAVAN o cols (1981) ;
mostraram qgue o VPNAg ¢ infeccioso para lagartas de 2. succha
rults e D. grandicosella, Lagartas de A, grmmuatalzo, hospodel-
ro natural, sio altamente susceptiveis ao VPNAg (CARNER 0
cols, 1979; MOSCARDI & CORSO, 1981; DPAVAN & BOUCIASL, 1981 H

PAVAN e cols, 1981).

2.3.2 - Virus de Policdrose Nuclear de Tedcefioplucda i

(VPN'INn)

0O Virus de Policdrose Nuclear do . nd (VPNTIn) ¢ um
baculovirus de ADN circular de fita dupla (SUMMERS & ANDERSON,
1973), gue fol originalmente isolado de lagartas infectadas
de 7. ni,insetoc membro da ordem Lepidoptera, subfamilia Plu-
siinae e da famflia Noctuidac (HEIMPRI, & ADAMS, 1966}, Iisse
virus aprescnta varios virions por membrana externa (tipo MEV),
in¢clusos em um poliedro ou cristal de protelina.

Verificou-se que o poliedro ou c¢ristal do VPNTn
forma-se primeiramente no nicleo das céelulas cepiteliais do
intestino médio de seu hospedeire, ao contrario do que ocor-
re nos outros tecidos onde esse processo ¢ mais lento, EBEstu-

dos ao microscopio eletrénico revelaram gue o VPNTn como 0s



demais VPNs, infectam principalmente o corpo gorduroso, a hi-
poderme, a tragquéia ¢ o intestino médio (HEIMPEI & ADAMS ;
1966) . KELLY e LESCOTT (1981) puderam constatar que o VPNTR
nas cclulas de cultura de dpodoptiora frugiperda apresentava o
desenvolvimento similar aoc relatado para outros baculovirus,

SUMMERS ¢ ARNOTT (1969), notaram quec cssc virus
aproesentava una partlculoridoade Interessanlo gue era wma omag
sa de material fibroso, a qual estava estritamente associada
ac poliedro ou cristal desse virus. Sugeriram gue ¢sse mate-
rial representarla um estdglo de formagie intcial do cristal.,
Contude, aqueles autores acreditam que serdo necessarios ou-
tros estudos para confirmar tal hipélesc.

O VPNTn dotado de virions com ccrca de 300 x 30 na-
nometros {(nm) (SCOTT e cols, 1971) & conhecido também pela
sua estreita semelhanga com o Virus de Polledrose Nuclcear de
Autographa californica (VPNAc) (IGNOFFO ¢ cols, 1974; HARPER,
1976; KNUDSON & BUCLEY, 1977; MILLER & DAWRES, 1978; SINGH e
cols, 1979}, No cntanto foram detectados algumay diforencay
entre esses dois virus no que concerne aos mapas de proteina
do poliedro ocu cristal (BENTON ¢ cols, 1973; CIBULSKY ¢ couls,
1977}. Todavia, apesar dessas diferengas, csses virus sdo in-
timamente relacionados e desde que o VPNAc ¢ um forte candida
to como pesticida bioldgicoe, o VPNTn provavelmente também w
sera de acordc com esses autores.

2.4 = Passigens Serlades de vivos de Policdirone Nueleat

(VPN) em insetos

Como ja tinha sido mencionado anteriormente, o VPN
pode se apresentar sob duas formas: 1) com varios virions por

membrana externa (MEV) e 2} com apecnas um virilen por mcembrana

(G4
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externa (SLV) incluso no cristal de proteina (GRANADOS, 1980).
Fol constatado que ha diferengas de infecetividade entre coseds
doils tipos de VPN. Verificou-se gue o MEV, além de ser respon
savel por uma wator nortalldade possul ouma maior gawa de hoo-
prdeiros do que o tipo SV (VATT ¢ cols, 1971; HARPER, 1976 ;
TOMPKINS e cols, 1981). VAIL ¢ cols (1971), sugceriram que o¢s—
soodiferenga na Inlcetbvidode podeor o ver penul tado da dife -
renga do numero de virions inclusos no poliedro ou cristal dou
dois tipos de VPN.

Nos priimefros trabathon sobre capeciUlobdade, o
crevia—-se os VPN como especificos em relacao aovs hospedeiros
isto &, cada VPN seria capaz de Infectar apenas a espécic de
inscto do qual havia sido isolado (BERGOLD, 1998). Husa intor-
pretacao pode ser devida aco use de doses inadequadas como  de-
nmonstrado per PAVAN ¢ cols (1981, Contudo, cutudos Lew dewons
trado que alguns desses virus sido capazes de infectar e repli-
car em numerosas espécies de hospedeiros (IGNOFFO, 1968 ;
HURPTN, 1970) . O Virng de Poliedyose Noclear deo deatoegdn ol
Jornica {(VPNAcC), por cxemplo, pode infectar muitas cupéoilos om
diferentes géneros o Familioag (VALL o cola, 19703 Vall, & JAY
1973; SPATRE & LYNN, 14974}, contudo de modo goral, onses baou-
lovirus nio infectam outros invertebrados além dos insctos
{(LONOI'I'O, 1Y968) . Desse modo, o [ato do que os VPN oo jam cupecl
ficos para os insctos ofecruvce sem diovida uma vantagem incontog
tavel na aplicagdo destes na luta biolégica contra pragas de
cultura (MALERKI-MILANLI, 1978).,

ORLOVSKAYA (1975), mencionou a possibilidade de
adaptar esses virus a novos hospedeiros e evidenciou igualmen-
te o ygrande interesse dessas adaptacgoes artificinis para o con
trole bioldgico de insetos devastadores de culturas. Deste mo-

do, esse autor revelou a importincia de se realizarem pas-—
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sagens seriadas, método de adaptacac artificial ou de selegao
genética, a fim dec aumentar a gama de atividade dos VPN scbrce
wn numero maior de hospedeiros.,

AIZAWA (1975) pbde mostrar que um VPN de um determi
nado inseto € susceptivel de modificar a sua viruléncia apos
varias passagens scriadas em hospedeiros alternativos.

STAIRS e cols (1981), constataram gue o Virus de Po
liedrose Nuclear de Choristoneura [fumiferana (VPNCE) do tipo
MEV teve sua viruléncia muito aumcentada depois de ter sido sub
metido a apenas uma passagem nos lepidopteros, Prichopluctu nit
(Noctuidae) e Galleria melloncila (Pyralidac}. Os autorecs cspe
cularam que esse aumento na patogenicidade seria resultado da
ingestao oral de altas doses 4o cristal do VPNCf, o qual pro-
veu uma alta populac¢aoc de virlions, cujos gendotipos foram scle-
cionades efetivamente nesses lepiddpteros de familias diferen-
tes. Apesar do VPNCL ter sido sujeito a passagem nagueles hos-
pedeiros alternativos, verificou-se também que ele foil capaz
de manter sua infectividade para scu hospedeiro original, (ho-
rigtoneura jumiferana (Lep: Tortricidac).

Ja, SMIRNOFF (1963) verificou que o Virus de Polie-
drose Nuclear de Irichiccampuc vimincel{s {VPNTv) adaptado pelo
metodo de passagens seriadas ao inscto 7elchiocampus Lrrogula-
ris, (Hymenoptera, Tenthredinidae), nao alcangou no entanto o
grau de viruléncia manifestado no seu hospedeiro original, 7.
viminalic. Esse resultade, contudo, csta de acordo com o roela-
tadc por BURGERJON (1977), que indicou gue o virus provenicnte
da espécie de inseto da qual foi isolado é mais ativo do gue o
virus isclado de hospedeiro alternativo.

SHAPIRC e cols {1982) realizaram cxperimentos nos
gquais puderam demonstrar que trés VPN (Virus de Policdrose Nu-

clear de Lymantria dispar (VPNLA) e Virus de Poliedrose Nuclear



de Choristeoncura fumiferanae (VPNCE) do tipo MEV, tiveram i sua
virulénecia aumentada apds diversas passagoens sceriadas no
lepidoptero, kKetigmene acrea (Arctiidae). Segundo esses auto -
res, o VPNOp apresentou uma melhora de guatrc vezes na sua  in
fectividade em relagao a obtida no seu hospedeiro eoriginai. Fa
ta interessante, ja gue HUGUES (1976), tinha determinado que o
VPNOp sé era patogénico para insetos do génerc Orgyyia.

Afora esses, outros estudos constataram que por
meio de passagens scriadas cra possivel obtor sclegido de isola
dos mais virulentos de VPN em hospedeiros alternativos (VEBER,
1962; SHAPIRO & IGNOFFO, 1970; ORLOVSKAYA, 1975).

No gue concernc & propagagio de VPN cm culturas de
tecido, WEISS e cols (1981), relataram gue ¢ssc processo tem a
vantagem de ser um sistema cuja producgao de virus ¢ relativa -
mente livre de microorganismos contaminantes e pode ser congcr
vado por longos periodos. Todavia, a desvantagem ou © obstacu-
lo para seu uso tem sido a baira producdo de virus e o custo
nmuito oneroso ou nao competitivo com a produgdo de virus em in
setos " (in vivol",

MACKINNON e cols {1974), asgcveraram que foram rea-
lizados poucos experimentos para verificar o potencial do VPN
em repetidas passagens seriadas in vitro. De prévias tentati -
vas descritas na literatura, apenas gquatro, até a presente da-
ta, obtiveram sucesso na passagem scriada de VPN in vitro
(AULKNER & HENDERSON, 1972; SONII & CUNNINGHAM, 1972; VAIL e
cols, 1973; WEISS e cols, 1981) e esses trabalhos contudo nao
excederam a doze passagens seriadas. A despeito desses casos
de adaptagao positiva mencionados acima, nem sempre obscrva-se
esse fendmeno {MALEKI-MILANI, 1978).

Ja em culturas de tecido, estudos constataram que

0s VPN em geral, diminuiam sua viruléncia apds a 153 passagem



gseriada (MACKINNON ¢ cols, 1974; HIRUMI ¢ cols, 1975%; YAMADA «
cols, 1982). Especulou-se gue a passagem seriada prolongada de
VPN in vitro, alteraria o genoma da populacioc desses virus
guando estes possuiam varios virions por membrana externa
(BURAND & SUMMERS, 1982).

Por cutro lado, alguns autopes observaram quc duran
te ou apos varias passagens scriadas de VPN em insctos hospe -
deiros ocorria uma modificacgdc na forma ou tamanho do  cristal
desses virus. WATANARE ¢ ool (1979), por cxemplo, notarn quoe
0 cristal de forma icosaédrica do Virus de Poliedrose Nuclear
de bombyx mori (VPNBm) aprcsentava forma cubdide, tetragonal ¢
outras formas diferentes daguela original icosaddrica, apos
varias passagens scriadas num hospedeiro altcernativo. Esses
autores interpretam que o desenvolvimento de forma do  cristal
diferente da do virus original, resultaria da presenga de pe-
quena quantidade de cristal de forma variante misturada no vi-
rus, que scria entao sclecionado, apds virias passagens dovido
@ sua elevada adaptabilidade no hospoedeire alternative, maior
do gue no seu proprio hospedeiro original.

Outros cstudos constataram cuse mesmo fendémenoe,  ou
seja, o aparecimento de formas anormais o mudangas de tamanho
de cristais de VPN submetidos a passagens seriadas em hogspedei
ros alternativos (GERSIENSON, 1955a, 1955hb, 1956, 1959, 1960 ;
AIZAWA, 1961; STAIRS, 1964; CUNNINGIIAM, 1970; HUNTER ¢ cols ’
1973; VAIL ¢ cols, 1973; TOMPKINS ¢ cols, 1981).

Além da alteragdo que pode ocorrer na forma ou tama
nho do cristal nas passagens seriadas de VPN, nuitos autores
constataram a manifestacgdo de um virus "oculto” no hospedeirc
alternativo, quando submetido a contaminac&o de um virus estra
nho (VAGO, 1951; STEINHAUS, 1958; SMITH & RIVERS, 1956; ARUGA,

1963; SMITH, 1963, 1964, 1967; CROIZIER, 1978; JURKOVICOVA

r
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1979; LONGWORTH & CUNNINGHAM, 1968; MALDKI-MILANI, 1978; PAVAN
e cols, 1981). Segundoc MALEKI-MILANI (1978), as passagens  se-
riadas de um virus estranho permite ao virus "oculto" do huspe
deiro alternativo se revelar, transformandoe assim uma doenga
latente em uma infecgao caracterizada, GRACE, (1962) @
LONGWORTH & CUNNINGHAM (1968), especulam gque o gue induz a ati
vagdo do virus "oculto” nas passagens seriadas ¢ a protelina do
cristal do virus estranho, contudo, afirmam csses autores, nao
se tem uma explicag¢do plausivel do porque a proteina do cris-
tal teria o papel de ativar o virus "oculto".

De modo geral, c¢sses autores concordam sobre a im -
portadncia da passagem seriada de VPN para ampliar a atividade
desses baculovirus sobre um nimero maior de hospedeiros, visto

© seu grande interesse cconOmico no controle de pragas.

2.5 - Infecgio envolvendo mals de um tipo do virus doe inse-

to

As interagdes de patdogunos difcerentes om uma deter-
minada espécie de inseto aprescntam wn papel fundamental no
controle microbiocldgico desses organismos (VAGO, 1956, 1963 ;
TANADA, 1967, 1976). Recentemente, vem se constatando que nos
insetos, as infecg¢bes ndc sao produzidas exclusivamente pela
acao de um microorganismo, mas quase scmpre sdo ocasionadas pe
los efeitos multiplos de diversocs patdgenos (ODIER, 1977)
STEINHAUS (1963), verificou que em certas ocasides diversos vi
‘rus podem infectar simultdneamente um {nico inseto. HESS e cols
(1978), observaram, no entanto, que a infeccdo de mais de um
tipo de virus tem sido estudado em geral com virus de vertebra
dos e consequentemente poucos trabalhos relatam as interacgoes

de virus diferentes em insetos.



A interacio entre dcis virus de insctos tem sido
descrita como uma infecclo mista que pode manifestar de duas
maneiras: 1) em um determinado tecido do inseto, no gqual os vi
rions se replicariam em células separadas ou adjacentes (BIRD,
1959; CERSHENSON, 1959; LOWE & PASCHKE, 1968a e b; TANAKA &
ARUGA, 1967; WATANABE & KOBAYASHI, 1970}, 2) situados ecm uma
mesma célula, sendo que um dos virus apresentaria um desenvol-
vimento intranuclear enguanto gque ¢ outro citoplasmatico
(AMARGIER e cols, 1968; GARZON & KURSTAK, 1972; KURSTAK &
GARZON, 1975; KIMURA & Mc INTOSH, 1976; KURGTAK ¢ cols, 1972 ;
ODIER, 1974, 1975). TANADA, em 1971, mencicna gue ha trés ti-
pos descritos de interagdes para os virus de insetos: a inter-
feréncia, a coexist@ncia independente ¢ o sincrgismo., Por con-
sequinte, parece que entre os Virus de Poliedrose Nuclcar (VPN)
as interacgdes que se conhecem pertencem agquelas duas primeiras
categorias (ARUGA e cols, 1961; GERSHENSON, 1959; RITTER &
TANADA, 1978; TANADA c cols, 1969). Ja RITTER & TANADA (1978),
asseveraram que entre os baculovirus, nos quais estdo inclui -

dos os Virus de Poliedrosce Nuclear (VPN) e Virus de  Granulose

(VG}, ha um nlmero muito reduzido de estudos tratando sobre A
interagidc do tipo interferdéncia, apesar dessa interferéncia ou
antagonismo ogorrer tanto cm nivel celular como de orydn, (BLIRD,

1959; TANADA e cols, 1969; TARASEVICH e cols, 1877; WATANABE &
KOBAYASHI, 1970; WHITLOCK, 1977).
Em relagdo i interferdéncia, foi verificado gue duas

linhagens de Virus de Poliedrose Citoplasmatica (VPC) de Jom-

byx mori, quando eram inoculadas juntas, interferiam uma com
a outra (ARUGA c cols, 1961). Da mesma forma, demosntrou-scque
na utilizacao de duas linhagens de VPC, uma com poliedro ou

cristal icosaédrico e outra com cristal hexaédrico, baixas do-

ses de VPC icosaédrico ou a inativacdo desse virus poderia pre-
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venir a ocorréncia do segundo virus subsequentemente administra

do em larvas de Bombyx mort (ARUGA e cols, 1963a). Para ARUGA

¢

cols, (1963b) o estadio da lagarta ¢ o tempo de infecgldo apre

!

sentam um importante papel no desenvolvimento desses virus,
ARUGA & YOSHITAKI (1964), realizaram virios cxperi-
mentos nos guais constataram que algumas interferéncias entre
0s VPCs poderiam apresentar resultados diferentes se as lagar -
tas do 5., mori fossem tratadas com EDTA (Acido ctilencdiamino
tetraacetico) ou formalina fria e posteriormente entdo com aque
les respectivos virus, produzindo assim um auwnento na  intecgdo
migta. Sugeriram dque esse aumento na infeccdo da lagarta, pode-
ria ser devide ao fato de que a formalina ou EDTA altcraria as
caracteristicas de certos tecidos o oélulas, facilitande  asoim
a penetragac dos VPCs nde apenas nas colulas recoptoras COIO

nas demais células.

Lagartas de e/ o hda oo e podoem ser infectadas
simultidneamente por quatro virus, porém, scgundo WILTLOCK
(1977), nernhum estudo foi realizado para estabelecer que tipo
de relagao dar-se-ia entre alguns dacqucles virus. Ja TANADA &

CHANG (1964), investigaram o tipo de¢ interagdo que poederia ocor
rer entre o VPC de CUvliac curyltlom ¢ o VPC de 4, mortd em Lrds
especies de insetos, e constataram que as interacgdes entroe ague
les dois virus variava de acordo com a espécie de hospedeiro
o estadio da lagarta, a dosc do virus ¢ o intorvalo de tempo da
inoculacgaos entre cada virus pelo mesmo inseto.

Interagdes bem mais complexas do que as gque foram
mencionadas, parecem, todavia ocorrer entre os VPNs o os  VGs
Assim de acorde com BIRD (1959), varios fatores ou efeitos po -
dem influenciar na combinag¢do entre esscs dois virus: 1) a com=-

petigao para o mesmo local de replicacgdo, 2) o tempo de vanta -

gem para infectar o inseto primeiroc, 3) ¢ desenvolvimento mais
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rapido de um virus em relacgdo ao outro. Esse autor, verificou,
per exemplo, que as lagartas de Choristoneura Fumiferana apesar
de serem susceptiveis aos VPNs e VGs, quando estes eram inocula
dos simultaneamente um virus interferia com o outro. E, muitos
outros trabalhos como este nao constataram nenhum aumento na re
lagido entre esses virus, quando administrades ac mesmo tempo
(SHVETSOVA & TS'AIL, 1962; LOWE & PASCHKE, 1968a ¢ b; HUKUIARA ¢
cols, 1969). Ao contrario dos autores acima, TANADA (1956), ob-
servou a ccorréncia de sinergismo entre o VPN e VG especificos
de lagartas de Pscudaletia unipuncta. Analises posteriorces de-
monstraram que © VG cra sincrgistico ou ativador na  assoclagldo
dos dois virus e que a capacidade do VG em aumentar a infecclo
do VPN cra mantida por aguele virus mesmo gquando Inativado
(TANADA, 1959).

Em relatos preliminarcs, TANADA (1968), sugeriu quo
o fatcr sincrgistico do VG poderia estar presente no virion ou
particula viral. Foi confirmado ulteriormente que esse fator si
nergistico responsavel pela reagdo sincergistica dos dois  virus
estava presente no poliedro ou cristal do VG {'ANADA & IUKUIIARA,
1971; TANADA & WATANABE, 1971; TANADA ¢ cols, 1973). Esse fator,
em segulda, foi isolado, purificado ¢ analises recvelaran que
cle agia como uma enzima (TANADA & IARA, 1975). Contudo, c¢sscs
autores indicam que outros estudos deverao ser realizados para
investigar gual seria o mecanismo que causa esse aumento de in-
fecgao, ja gue o aumento ou a intensificagdo na interagdc de um
virus de inseto por outro & um processo pouco observado (TANADA
& HUKUHARA, 1971). Através de analises eletroforéticas de pro-
teina do cristal do VG e pela técnica de imunodifusio, foi pos-
sivel detectar uma outra linhagem proveniente do Oregon (E.U.A.),
gque ao contrario da linhagem havaiana, ndo ora sincergistica ou

nao aumentava a infecgdo do VPN nas lagartas de 7. unipuncia
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(TANADA & HUKUHARA, 1968; TANADA & WATANABE, 1971).

Por outro lado, HESS e cols (1978), propuscram quc
as possiveis consequéncias de infecgdo mista ou interacgdes de
virus de insetos diferentes s&o: a recombinagdo genética, a in-
terferéncia e o sinergismo. Quanto a recombinac¢do genética parc
ce gque ela é um fendmeno frequente na multiplicaciae dos baculo-
virus nuas células de lepiddoplteros, como acabam de aventar  duas
recentes publica¢des (LEE & MILLER, 1979; BROWN ¢ cols, 1979).

Foi demonstrado, recentemente, quoe a infecgao mista
com baculovirus ou outros virus de insctos produz recombinantes
e esses podem sér utilizados no melhoramento genotico dos vi-
rus, contribuindo assim no desenvolvimento de inseticidns biold

gicos a base de virus (SUMMERS c¢ cols, 1980).



3.0 - MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 Insetos

As lagartas de Diatraca saccharalis Fabricius (Lepi
dépteras nyalidae) foram obtidas a partir de populag¢gdes de la-
boratorio da Sec;éo de Entomologia do IAA/PLANALSUCAR, COSUL ,
Araras, Sao Paulo. Essa colaboracdc faz parte-de um convénio
entre esta Secgdo e o Laboratdrio de Virologia do Insctos do De
partamento de Genética, IB, UNICAMP. Esses insetos utilizados
foram mantidos em dieta artificial, scyundo o mGtodo deserito
por HENSLEY & HAMMOND (1968), e modificado posteriormentce por
DEGASPARI e cols (1981). Esscs insctos foram fornccidos om  tu-
bos contendo dieta artificial, na qual a Fformalina foil sempre
exclulida devido a sua atividade antiviral (VAIL ¢ cols, 1968) .

As lagartas de A. gemmatalis Hubner (Lepidoptera
Noctuidae) foram fornecidas pelo Dr. Flavio Moscardi, pesquisa -
dor da EMBRAPA. Esses lepidopteros foram mantidos em dieta arti
ficial, segundoc o método de GREENE e cols (1976) com modifica -
¢Oes. Nesse trabalho, apenas se utilizaram lagartas de aproxima
damente 10 dias de idade, cuja a grande maioria se encontrava

no 3¢ instar.
3.1.2 Isolados

Os seguintes virus foram empregados nesse estudo:
a) virus de Poliedrose Nuclear de Anticareia gemmatalia (VPNAgQ)
do tipo (MEV)-varios virions por membrana externa incluso no

no cristal de proteina.
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b) Virus de Poliedrose Nuclear de Trichoplusia ni (VPNTn) do ti
po MEV. Fornecido pelo Dr. Drion G. Boucias, do Departamento

de Entomologia da Universidade da Flérida, E.U.A.

¢} Virus de Granulose de Diatraea saccharalis (VGDs). Isolado
de larvas infestadas de D. saccharalis no Sul dos Tistados

Unidos, em 1978.

Esse virus fazem parte da colecgdo de virus de inse-
tos do Dr. Octavio Henrique de Oliveira Pavan, ho Laboratdrio
de Virologia de Insetos do Departamento de Genética e Evolucgdo

IB, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.2 METODOS
3.2.1 Procedimento de Bioensaio

0 método de bioensaio utilizado é o descrito por
PAVAN e cols (1981) com modificagles.

Lagartas do 39 estadio foram colocadas individual -
mente em placas de acrilico contendo pequenos discos de dieta
artificial (3.0 X 0.5 mm), Cada placa contém vinte e guatro ca-
vidades, nas quais foram adicionadas um disco de dieta por cavi
dade. Os discos de dieta foram cortados por um furador e seccip
nados por laminas. Com um micro-aplicador semi-automidtico inocu
". lou-se uma gota de 2,7 microlitros (pl) de uma dose conhecida

de virus sobre cada disco de dieta artificial. As lagartas fo-
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ram expostas a esses discos de dieta contaminadas que estavam

no interior das placas. As placas foram colcocadas em cdmaras
umidas e foram mantidas em temperatura constante (26°c X 1°¢)

Apds 24 horas, as lagartas gue haviam consumido todo o disco de



dieta e portanto ingerido todo o virus inoculado foram trans-
feridas das placas de acrilico para tubos contendo dicta néo
contaminada, Esses tubos foram levados para uma camara de tem
peratura constahte (26°C : 1°C). A mortalidade foi verificada
diariamente e a presenga do virus foi confirmada pela observa
cdo de amostras representativas de tecidos de lagartas infec-

tadas em microscopio de contraste de fase. As lagartas infcc-

tadas foram mantidas a -20°C para posterior utilizagdo.
3.2.2 Purificagdo e Quantificagio dos cristais virais

O procedimento utilizado para purificacao dos cris-
tais de VPN e VG & basicamente o mesmo descrito por PAVAN s
cols (1981} e PAVAN e cols (1983).

Lagartas infectadas foram maceradas num homogeniza-
dor, contendo agua destilada e 0.1M de SDS {s6dio duodecil sul
fato). ©0 homogenado fol filtrado por duas vezes om quatro ca-
madas de gaze. Para extrag¢do dos poliedrous ou cristals virals
utilizou-se o processo de centrifugac¢do diferencial que empre
ga ciclos alternados de baixa e alta-velocidade em centrifu-
ga Beckman, Modelo J2-21, rotor JA-20. Usando o ciclo de bai-
xa velocidade o material filtrade foli centrifugado a 500g por
2 minutos. Suspendeu-se o precipitado resultante em agua des-
tilada e centrifugou-se em alta velocidade (10.000g por 20 mi
nutos). O sobrenadante fol transferido para novo tubo e subne
tido a centrifugacdo em alta velocidade (10.000g por 30 minu-
tos). O precipitado final fol ressuspendido em agua destilada
e mantido a -20°C para posterior uso. Esse processc fol repe-
tido por duas ou trds vezes até a limpeza do material.

Devido ao tamanho do cristal, a gqguantificacao dos

poliedros virais do material purificado pode ser feita usando
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o hematimetro de Neubauer em microscoOpio de contraste de fase.
ApOs o processo de quantificagdo foram determinadas as doses
ajustadas para 2.7 microlitros (ul) empregando diluigdes se-

riadas. Esse material foi mantido a -20°C para uso posterior.
3.2.3 Mortalidade Corrigida

Nesse trabalho as respostas de mortalidade foram

corrigidgs empregando a formula de ABBOTT (1925), com modifi-

cagao,

MORTALIDADE CORRIGIDA - M.C

M.c = N2 total de larvas mortas por virus

X 10
(Ne- total de larvas - larvas mortas por outras causas)

3.2.4 Determinacdao da Dose Letal 50% (DLSO) e Tempo Letal

50% (TLSO)

A DLg, € a dose capaz de matar 50% dos individuos
que a recebem e € utilizada frequentemente na determinagdo da
potencialidade de uma substancia ou estimulo ou na avaliagdo
de toxic¢idade de um produto ativo (TREVAN, 1927). Para o cal-
culo de DL, foi empregado o método Probit de acordo com ELISS,
(1935a e b) e FINNEY, (1947).

0 TLg, é o tempo letal que mata 50% dos individuos
testados e foi analisado pelo método de Probit.

Os valores de DL50 e TLg, foram determinados com au

x1lio de um micro-computador TK-82 micro-digital (16K).



3.2.5 Passagem scriada

A passagem seriada & um métode de sclegido genética
gue consiste na inoculac¢ao de um isolado cspecifico de um vi-
rus em um determinado hospedeire, sua recuperag¢io o reinocula
gao durante varias gerag¢des. O isclado original ¢ inocuiado o
o virus obtido das lagartas infectadas & puri{icado, quantifi
cado e inoculado em lagartas da mesma espécic. lluse  pProcesso
¢ repetido no transcurso de viarios ciclos de crpoerimenton, O
processo de passagem seriada visa a obteng¢ao do virus que me—
lhor se desenvolve na populacgio na qual & incoculada.

Foram realizados dois grupos de experimncntos de pas
sagens seriadas, um com o VPNAg ¢ outro com o VPNTn., Efetua -
ram-se dez passagens seriadas do VPNAg ¢ onze passagont do
VPNTn sobre o hospedeiro alternativo (. goeced oo/ 0. Logartog

do 39 estadio foram inoculadas com cinco dosos conheccidas

7 5 4 3

(107, 10%, 102, 104, 10

cristais/lagarta) de cada um desses
virus, e, para cada dosagem foram inoculadas coron de 1200 la-
gartas, 0 que periaz aproximadamente um total de 600 lagartas
para cada passagem seceriada. Com a nao utilizocdo das loagartas
que nac ingeriram toda a dicta procurou-sc ohitcr cerca de 100
lagartas para analise em cada dose. Im todos 05 experimentos
manteve-se um grupo controle de cerca do 30 Tagavtas, as
quais foram tratadas com dgua destilada nas dictas artificiais.

Utilizaram-se os valores do DLyy ¢ T como parame
] -

50
tro para verificar possiveis alteracbes na viruldéncia de cada
passagem seriada daqueles respectivos virus.

O isolado de VPNAg obtidc apds dez passagens seria-
das no hospedeirc alternativo, /. swaccharaiis, fol  comparado

com o isolado original, em lagartas do 39 estadio do 4. Ggom -

matalis. O mesmo teste ndo pode scer feito para os isolados de

LY



VPNTn nas larvas de 39 estadio de 7. ni, devido a nao se dis-

por de populagbes de laboratorio desta eonphoie,

3.2.6 Infeccdo Multipla

Foram realizados experimentos para verificar a inte
racao entre dois virus simultdncamente inoculados.  Usarai-soe
trés tipos de indculos miston:

a) Virus de Poliecdrose Nuclear de /4. gommeio lo (VENAg) & Vi-
rus doe Granulose de fr, e ol f 00 (vahs) .
b) Virus de Pelicdrose Nuclear de v, e/ (VPHTN) o Virus de

Granulose de . vacchoeralis {(VGDs).

c) Virus de Policdrose Huclear e A, gommeed o070 AVPNAGg) ¢ Vi
rus de Poliedrose Nuclear de 0 o7 (VPI'Pn) .

Os trés tipoy dilcrentes de fnocalon misLos Foda

aplicados por via oral o Lagartas do 39 oot wlio de oo el

ralia. Efetuaram-sce 19 cuperimenton; pava o o facelo VI

VGBs, 13 para o indculo VIRTL + Vol o 10 oo o inoculo -
to VPNAg + VPNTn. Foram inocnlados corea de 120 inoeton para
cada experimento com varitacoos v doseso Pora oada Lipo e
inGoulo misto oy inscbon foram div id o cme b g 0
primeiro grupo foi cxposto a um Jdos virus, o scoundo ao outro
e o terceiro a mistura de ambos os virus. Manteve-se sempre
um grupo contrdle de aproximadamente 30 inccotos ndo tratados
com virus.

Para examinar o proceusso de interagao entre dois vi
rus simultaneamente inoculados, comparou-sca mortalidade pro-
duzida pelos dois virus isoladamente aplicados com a mistura

do ambos os virvus (virus A o+ virus B de cwla inoculo misto.
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4.0 - RESULTADOS

4.1 Passagens Seriadas do VPHNAg na broca de cana, L. cacofia

ralis

De modo geral, as lagartas de 7. swecenupraelic infecc-
tadas com o VPNAg sc caracterizaram inicialmente por pouca mo
bilidade ¢ falta de "apctite®. Com a cvolucgio da infecgdo  as
brocas se tornaram flacidas e demonstraram wmag coloragae  o©s-—
branquicada na parte ventral do corpo guaoe psactoriormente e
estendia por todo o orqganismo. Comumenta, apos o S0 - 89 lia
de tratamento, as ladgarfas conoegavali o Inovisr o o coiame des-
tas sob o microscopio de conleante de Aare et a0 e

senca do virus. 0s policdros ou ocrialais do Viiidey  obaoryialog

a0 microscopio de contrasice de o, DSG apleaen o o SIS
guer modificacao no decorrer as posnagens oo ioalan,
As tabelas I, TL, XTI, IV o V aprocontin os dudos
de mortalidade corriqgida doas faeartas e DL ol sa g T s
7 # 5! 4

cinco diferentes doses (107, 107, 107, 107, 10'7ﬂ cristals/la -

garta) de VPNAg nas dez passagens seriadas o que oo procoede.

Nota-s¢c nas tabotas T, TL, TIE, 1V o V, quec a4 res-—

posta de mortalidade corrigida das lagartas de . cucelaralio

ac VPNAg estd dirctamente relacionada a dose. O roesutaldos
apresentadcs indicam quc ocorrcu uma certa tendéncoia de au-
mento especialmente nas dosces mais baixas na mortalidade no

decorrer das passagens scriadas do VPNAg nas brocas de cana.
Nas tabelas acima mencionadas constam ainda os va-

lores de TLg, com seus respectivos coeficientes de correlacgao.

Pode-se obscervar que os valoroes de They om qgoeral diminuiranm

com o aumento da dose, isto &, quanto maior a dosc menor  fol
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TABELA I - Porcentagem de mortalidade induzida peit VENAgQ nas varlias passagens seriadas em lagartas de U,
gzzachara.ie. Deose: 107 criscals/lizgarta,
Passagens seriadas Nimere Jde indiviiuos Morta.Loaode COrrigL.z Hﬁmo *r Significancia do
anzlisados {50 (Dias) teste {u= 0.01}
19 143 86 .= 3.0 0.75 , xH K
29 103 97,1 15.2 0.92 *k &
39 97 ar .7 10.3 0.83 * kK
49 113 ge.z 10.7 0.94 * kK
59 100 100 10.86 0.57 *xx
62 100 100 12.1 0,98 * k%
7% 100 94.0 15.3 0.97 * k&
8o 99 96.0 15.6 0.93 * k%
9¢ 100 99.0 11.2 0.98 *E*x
0@ 100 100 9.0 0.98 *E K

*r — Coeficiente de Correlacac

*** — Valor de *r altamente significativo
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TABELA II - Porcentagem de mortalicads in

e R
Saec

PR

‘z. Dose: TJ7 criscals,

&N
.
[
b
[N

= zmelo VPNAC nas varias passagens

seriadas em lagartas de

Passagens seriadas Namers de indiviiuos Mortzliidade coiriglia “Lzg *r Significancia do
analizados i) (Dias) teste {(x= 0.01)
19 98 2.3 —_——— _— _—
29 103 39.¢ 21.2 0.92 * % %
39 100 6.0 271.3 0.71 * k%
49 115 TalT 14.0 0.92 * k%
59 100 93.0 18.0 0.76 *xk
62 30 78.0 14.6 0.79 * %k
7 100 89.0 17.0 0.98 *x ok
8@ 93 98.0 17.5 0.94 * k&
9e 100 97.8 11.5 0.99 * ok x
109 100 93.7 10.6 0.78 * k&

*r - Coeficiente de Correlagao

*** _ VYalor de *r altamente significativo
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TABELA III — Forcocent:iic SO MIPrTaLliiad IR Ian Rl
o .- C.oSTBor o TULSULLE, LTk

Passagens seriaias Uomers da oindividuos Mo alllaae

mnalisados

60 100
70 100
8o 90
90 100

109 100

2703

72.3

67.3

rras p

A=

rUfLﬂH-FU

i

lzzartas de

=

2
[ 03
[ I ]

H

Sigrnific

teste

ancia do
(= 0.01)

19.6

21.1

18.6

17.7

* %k

xR K

* % %

* & %k

* Kk

*r — Coeficientz de Zorrelacgdo

**x*% _ Valor de *r alzamente significativo
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TABELA V - Porcentagem de mortalidade induzida pzlo VPNAg nas

. 3 . .
:. Dose: 107 cristais/lagarta.

<
W

e
-

ias passagens seriadas em lagartas de D.

Passacgens seriadas Nimero de individuos  Mortalidade corrigida Leg *r ignificéncia d&

analisados {%) (Dias) ste (a= 0.01)
19 110 5.3 S ——— ——
20 102 6.9 —— - _—
£ 85 8.3 ——— S —
40 113 9.7 _—— —— —
50 100 7.0 —_— ——— ——
62 100 17.0 S S ——
70 100 6.0 — ——— _—
8¢ 100 11.0 — — -
90 100 31.9 - _— —
109 100 37.7 ——— —— —_—

*r - Coeficiente de Correlacgao
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o Tempe Letal necessario para matar 50% da populagao de broca
de cana. Os valdres de TLg variaram muito no transcorrer das
passagens seriadas do VPNAg nas lagartas de . sguccharalis,
nao mostrando nenhuma toendéncia de aumento ou de diminuig¢ac.

Pode se verificar que os coeficientes de correlacédo
variaram entre os valdres de 0.75 a 0,98, os quails sao alta -
mente siginificativos.

Para avaliar as alteracdes na viruléncia do VPNAg
submetido ao proccesso de selegdo genciica, foram calceulados
os valores de DL50 de cada passagem seriada desses virus nas
lagartas de D.saccharalis.

Constata-se na tabela VI que ocorreu uma modifica -
¢ado na viruléncia do VPNAg durante as passagcns seriadas nas
lagartas de D. saccharalic.

Face a esses resultados, pode-se verificar entao
gue a viruléncia do VPNAg nao sc manteve a  mesmi no transcor
rer das passagens no hospodeiro alternative, hovendo um aumen
to de patogenicidade desse baculovirus em relagdo as lagartas
de . saccharaiis. Na 12 passagem do VPNAg o DL ¢ de 7.47 X
205 cristais/lagarta ao passo que na 103 pascsagem apenas 60.65
X 102 ou 6650 cristais/lagarta desscs virus $ao necessarios
para matar 50% da populacio das lagartas do 3w cstadio de b,
saccharalis,

0 Virus de Policdrose Nuclear de duticarsia gommuba
1is (VPNAg) apds ter sido submetido a dez pascagens  seriadas
tornou-se mais de cem vezes mais virulento para um total de
5040 lagartas de D. sacchuralis analisadas.

Nas figuras 1A ¢ 113 que mostram os graficos com as
equagdes de regressdo, pode-se verificar da mesma forma a
ocorréncia de aumento na viruléncia do VPNAg atraves do deslo

camento da linha tracejada para a esquerda que indica a redu-



assagens seriadas para lagartas ce J. sacerzralt

fu
'}
o8
o
[
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TABELA VI - Doses Letais 50 ﬂoqmou do VENAgQ n

Passagem seriada Nimere de individuos DL.. (cristais/lagarta) Intervalo de confianca (95%)

analiszdoes a L. inferior L. superior
10 508 7.89 X 10° 1.18 X 10° 5.23 x 10°
20 514 4.51 X 10° 1.91 X 10° 1.06 x 10°
30 489 1.63 X 10° 6.38 X 10° 4.19 x 10°
49 565 1.20 % 10° 5.64 X 107 3.39 X 10°
50 500 5.02 x 10° 2.15 x 10° 1.17 X 10°
60 490 4.89 x 10° 4.13 x 10° 5.80 X 10°
79 500 4.77 x 10° 2.65 X 10° 8.61 x 10°
8o 482 1.28 x 10° 2.38 X 10° 1.79 X 10°
90 500 9.45 X 10° 1.12 x 10° 7.99 x 10°
100 500 6.64 X 10° 7.20 X 10° 6.11 x 104

TOTAL 5040

0
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¢ao do valor de DL;y @0 longo das dez passagens sceriadas des-

se baculovirus nas lagartas de . saccharalic.

4.2 Comparacac da atividade biologica do VPMNAg submetido a
dez passagens seriadas nun hospedeiro alternativo ¢ do

VPNAg original cm lagartas de A, gommalblal/d o,

Para verificar sc o VPNAg fol alterado apsu dez pas
sagens seriadas nas lagartas de 7, sareluralids lnoculou-se es
se isolado no seu hospedoeliro original, A. gemacd ol 7o, ¢ G5 re
sultados dessce experimento foram comparados aos oblidos peoelo
isolado do VPNAg original nagqueles mesmos insctos.

"y
Pode-se notar na tabela VIL que na dose do 107 cris

tais/lagarta, o isclado de VPNAg original fol responsavel por
uma maior mortalidade do sou hospoedeiro original do que o iso
lade do VPNAg submetido o dez passagens sceriadas nag lagar-
tas de V. saccharalis ¢ csose isolado causou mais  rapidomente
a mortalidade das lagartas de A. gemmeatalic. Verifica-se  en-
tio que a atividade biologica do isolado de VPRAG apos o
passagens seriadas num hospoedeiro alternative ¢ um pouco dife
rente da do mesmo virus quc nao foi submetido a passagens so-
riadas. O isolado de VPNAg sujeito a dez passagoen:s seriadas
nas lagartas de D. sgecharalis nao alcangou o grau de patoge-
nicidade no scu hospedeirc original mostrado pelo isolado do
VPNAg original. Todavia, devido a disponibilidade de um pegue
no numero de lagartas para esse experimento, testes mais com-
pletos necessitam ser realizades para confirmar essas obscrva

gbes.
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TAZZLA VII

- Forcentagem ce mortalidade induzida
e

celo isolado do VPNAg submetido z dez passagens seriadas
~um nhospecdeiro alternativo e do VPNAc original nas lagartas de <. gez~-z7z.7a. Dose: dom cris
~ais/.agartaz,
Isclados inoculados Nimero de individuos Mortalidacde ceorrigicda TLg, *r Significancia do
analisados (%) (Dias) teste (o= 0.01)
VPNag (P) 20 7%.0 10.3 0.62 *xx
VPNAg (10%) 20 65.0 11.9 0.95 * ok k
*r — Coeficiente de Correlacgao
*** _ Valor de *r altamente significativo
VPXAag (P) - Isolado do VPNAg original, nao sujeito a passagens seriadas num hospedeiro alternativo
VPNAg (109) - Isolado do VPNAg submetido a dez passagens seriadas em lagartas de

sazzharalis
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4.3 Passagens Scriadas do VPNIn na broca de cana, 4. succeha

ralis

As lagartas de [, succhuare!is infectadas com o VPNTn
se apresentavam em geral com tamanho rcduzido devido a falta
de apetite e o tegumento externo exibia uma coloragdo esbran-
quig¢ada. Com o progresso da infecgdo, os corpos destas lagor-
tas se tornaram completamente liquefeitos, morrendo as primei
ras lagartas apds o 39 dia da inoculacgio do virus. Esscs sin-
tomas externos caracteristicos das lagartas do 0. cacchuera!is
infectadas com o VPNTn apresentaram-se inalterados em todas
as passagens seriadas. BAtraves do exame de amostras do tecido
gordurosc em microscdpic de contraste de fase pode-sc consta-
tar a presenca de VPNTn nesses insetos. Os cristais ou polie-
dros observados nessas amostrags de tecido qgorduroso nao -
monstraram qualguer modificagdo na forma ou tamanho no decor-

rer das passageng scriadas.

Nas tabelas VIIT, IX, X, XI ¢ XT1 aprocsentan os do-
dos concernentes a mortalidade corrigida das lagartas de b,
.. . . . 7 6 .0 4 )
saccharalis as cinco diferentes dosces (107, 107, 107, 10 C

107 cristais/lagarta) do VPNTn nas onzc passagens scriadas,

Verifica-se nas tabcelas VIII, IX, X, XI ¢ XII Juao
em todas as passagens seriadas a mortalidade corrigida das la
gartas de D. saccharalis aumentava com a dose. Os resultados
apresentados indicam que ocorrcu uma tendéncia de aumento, es
pecialmente nas doses mais baixas, na mortalidade no transcur-
so das passagens seriadas do VPNTn nas brocas de cana.

Na tabelas mencioconadas constam ainda os TLSO com
seus respectivos coeficientes de correlagdo gue sc mostram al
tamente significativos. Pode-se observar nessas tabelas gque

0s valores de TLg, de modo geral foram inversamcnte proporcio
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TABELA VIII - Porcentagem de mortalidade induzida pels VPNTn nas varias passagens seriadas em lagartas de

-~

P e
Dose: 107 cristais/lagarta.

azzzlaralle.
Passagens seriadas Niumerc <e individuos Mortalid
analisados

109

1ie

P10

“00

89
72
100
100
89
100

100

o [yl
J [#8]
1 e

¥
O
-

100

100

99.7

s
Q]

}

id TLgy *y Significidncia do
{(Dias) teste (o= 0.01)
10.0 0.93 i
13.5 0.89 *x*

5.0 0.99 *kk
11.2 0.97 xxx
7.1 0.98 *x &
9.8 0.96 * ok
5.0 0.95 * kK
6.3 0.97 * k&
5.0 0.80 kA
7.0 0.98 xRk
5.0 ¢.90 * ok k




49

TABELA IX - Porcentagem de mortalidade induzida pelo VPNTn nas viarias passagens seriadas em lagartas de 0.

saccharalis. Dose: 10° cristais/lagarta.

Passagens seriadas Nimero de individuos Mortalidade corrigica tho *r Significancia do
analisados (%) {(Dias) teste (u= 0.01)
iQ 111 81.9 12.0 0.91 *EK
29 113 75.2 15.5 0.97 Kxx
39 98 94.8 5.8 0.84 *EK
49 100 77.7 14.7 0.94 KEH
59 100 87.0 23.5 0.79 *HE
69 72 98.6 14.5 0.72 **x
7Q 80 81.2 15.0 0.91 *Ex
8o 100 939.0 7.5 0.87 XA
92 100 91.0 20.0 0.93 *E*
109 100 100 17.5 0.83 il
11e 95 98.9 5.2 0.81 * &K




14

TLZTLA X - Porcentagem Ze mortalidade induzida pelo VPITn nas varias passagens seriadas em jagartas de D,

. Dose: 10° cristais/lagartz.

Pzssagens seriadas Nizero ce individuos ¥ortalidade corrigida TL:, *r Significancia do
analisados (%3 (bias) zeste (a= 0.01)
1e 713 38.7 25.3 ———— _
29 209 56.0 25.3 0.85 * k&
39 100 63.9 8.0 0.91 *xx
i9 100 61.0 18.9 0.93 * ok ok
59 97 60.8 39.1 ¢.83 *E®
&2 77 97.4 23.9 0.85 * &k
79 90 73.4 40.5 0.97 * k&
8 100 84.0 36.4 0.93 *E*
92 85 87.1 50.9 0.97 * &k
10e 100 88.8 27.3 0.78 * %k

112 98 93.8 21.5 0.97 *x*x
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TABELA XI - Porcentzagen 2o mircalidade induzida pelo VPNTn nas varias passagens

r22hzrztio. Dose:r 107 cristais/lagarta.

>
e D

]

seriadas em lagartzs

de

—y

.

Passagens seriadas Nimere &= individuos Mortalidade corrigica Hhm@ *r Significdnciza do
ana’lisadcs (%) (Dizas) teste {(x= 0.21)
19 =) 32.2 —-—— — -—
29 170 27.3 —_— ———— —_—
39 129 28.0 _—— —— ———
49 10 38.G ——— -—— -
59 120 47.0 —_—— ——— -
69 cd 79.7 48.3 0.96 * ok k
7 80 66.2 47.1 0.98 * kK
892 100 79.0 41.2 0.98 *xk
99 82 65.8 69.5 0.97 * ok *
109 1C0 80.0 47.8 0.98 * ko
119 96 86.5 37.1 0.97 kA
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TABELA XII - Porcentagem co mortalidade induzida pelc VPNTn nas varias passagens seriadas em lagartas de 32,
N
szzznziesliz, Dose: 107 cristais/lzgartz.
Passagens seriadas Nimero de individuos Morzalidade corrigida TLey *r Significancia do
analisados 15} (Dias] teste (a= 0.01)
19 10¢C 5.8 ———— _—— —_—
29 114 16.7 —_—— —_—— -
39 10¢G 14,0 _ _— —_—
49 16C 33.0 —_— _— —_—
59 1006 25.2 —_— —— —_

60 87 31.1 S _— _—
70 85 27.0 — —— _—
8o 100 45.0 _—— — _—
99 100 49.0 —— —— _—
109 100 57.0 62.4 0.99 * %k

i1e 100 64.0 40.3 .96 il
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TABELA XIII - Doses Letais 30 Ghmov do VPNTn nas onze passagens seriadas para lagartas de . saeziaralis.
Passagem seriada Nimero de individuos meo (cristais/lagarta) Intervalc de confiancga (95%)
analisados L. inferior L. superior
19 525 95.68 x 10% 1.25 x 104 7.47 X 10°
20 556 7.41 x 107 4.21 % 104 1.30 X 10°
30 498 2.93 x 104 8.21 x 103 1.04 X 10°
40 500 2.22 x 10° 2.22 X 10° 1.53 x 10°
50 486 1.66 x 10 4.51 x 10° 6.13 x 10°
60 392 2.29 X 10° 6.07 X 10° 8.65 X 103
79 435 1.65 X 10° 2.80 X 10 9.69 x 107
80 500 1.27 x 10° 1.84 X 10° 8.76 x 10°
90 456 1.12 X 10° 1.54 X 10° 8.18 X 10°
109 500 8.77 X 10° 3.26 X 10" 2.36 x 104
119 489 1.20 X 102 1.40 ¥ 10! 9.92 X 10°

TOTAL 5537
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FIG. 22 - Eguacaoc de regressdo da mortalidade em funcao da dose,
para a lagarta de U. gagecharalis, Inoculadas com dilui
¢des scriadas do Virus de Poliedrose Nuclear de o, wd
(VPNTn) .
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nais as doses utilizadas. Observa-se, outrossim, que os valo-
ros de TLSO variaram muito no trimscorver dan o passagens senia

das do VPNTn nas lagartas de U, saccharail{c, ndo mostrando ne

nhuma tendéncia de aumento ou de diminuicao.

Para avaliar a ocorréncia de qualquer variagio na
patogenicidade do VPNTn submetido a onze passagens seriadas

nas lagartas de 2. succlouralis foram calculados os valores de
DLy, que estao expostos na tabela XIT.

Constata-se na tabela XIII quec ocorrcu uma modifica
cao na viruldneia do VPNTD no decorrer das pooniagens seriodban
nas lagartas de V. caccharaliz.

Pode-se observar nessa referida tabela gue na 1@
passagem o DL50 a de 9.68 X 104 cristais/lagarta enquanto na

112 passagem seriada o DL é de 1.20 X 102 ou 120 cristais/

50
lagarta, indicando a ocorréncia de um aumento substancial na
viruléncia do VPNTn em relacdo as lagartas de U. succharalis.

O Virus de Poliedrose Nuclear de Trichoplusia ni
(VPNTn) apds ter sido submetido a onze passagens seriadas tor
nou-se cerca de oitocentas vezes mais virulento para um total
de 5337 lagartas de D. saceharalis analisadas.

Nas figuras 1A e 2B quc mostram os graficos com as
equacgdes de regressao, pode~se verificar igualmente a ocorrén
cia de auvwento na patogenicidade do VPNI'm atraves do desloca-
mento da linha tracejada para a c¢squerda que indica a redugaoc
do valor de DLggy a0 longe das onze passagens seriadas desse

baculovirus nas lagartas de D. saccharulis.
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4.4 Resposta das lagartas do . caoec il Sooaon inGeulos

mistos de trés baculovirus

4.4.1 Tratamento simultinco com o VPNAG o o VGO

Os resultados dos experimentos nos quals as lagor -
tas de 2. saccharalds Loram expostos ac tratamonto oimual o
do VPNAg e VGDs e¢stao apresentados na tabela XTV.

Noo Labeba X1V, verdbico-se que s van bas dore s at
lizadas (101, 102, 103, 104, 106 cristais/lagarta) o inGeulo
simples VGDs causou uma maior mortalidade das brocas de  cana
do que o inoculo simploes VIENAG.

Outrossim se observa nessa tabela gque a mortalidade

produzida pelos dois virus simultdncamente inoculados ou pelo

inGeule misto & menor do que a de um dos indculos simplens,
Comparando os cxperimentos de ng t1, 12, 13 ¢ 14
aos de ne 16, 17, 18 © 19 da tabela X1V, nota-se quoe Q-

reram diferengas nas respostas de mortalidade produzidas pe -
las variagbes nas doscs do indculo misto.

No experimento de n® 12, por exeunplo, fol inoculaedo
uma dose de 102 cristais/lagarta do VPNAg ¢ uma dosec de 106
cristais/lagarta do VGDs e o indculo misto resultante da com-
binacao desses dois virus produziu uma mortalidade de 87.9%,
todavia, quando foram invertidas as doscs deste mesme indculo
nisto pode-se obscrvar no cxperimento neo 17 que este produ-
ziu uma menor mortalidade, ou seja, de 63,1% das lagartas  de
D. saccharalis. Pode-se sugerir que isso sc¢ deve ao fato de
que em uma determinada dose, o indculo simples VOGDs  ocasiona
maior mortalidade das brocas de cana do que o indéculo simples
VPNAg e exerce entao malior patogenicidade do que cste virus

quando assoclado a cle.
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TABELA XIV - Resposta das lagartas de D. saccharalis ao inbdcu
lo misto: VPNAg + VGDs. ‘

Experi Nimero de Dose (cristais/lagarta) Mortalidade
mento individuos corrigida

analisados VPNAg + VGDs {%)

1 68 10" 2.0
2 68 102 2.7
3 113 10° 9.7
4 113 10° 12.3
5 98 10° 42.8
6 90 10! C32.9
7 100 102 57.0
8 95 R 81.5
9 90 104 93.0
10 100 10° 96.0
11 68 10! . 10° 73.5
12 58 102 + 100 87.9
13 68 103 . 10 83.8
14 68 104 ' 10° 87.3
15 48 106 . 10° 93.7
16 95 10° . 10 65.5
17 90 10° . 102 631
18 90 100 . 10° 82.2
19 95 10° + 104 66.3

TOTAL 1615
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Comparando-se com oo indculosmistos, nota-se ainda
naquela referida tabela gue a resposta de mortalidade das lua-
gartas de ». saccharciis ndo aprescenta O mesmo padrdo de  li-
nearidade dos indculos simples.

Parece e¢vidente diante desses resultados que a ino
culacgio simultdnca do VPNAg ¢ VGDs & menos eficiente do (ue
a inoculacac de um deles para um total de 1615 lagartas anall
sadas.

Na figura 3 esta evidenciado o processo  resultante
da interacdo desses dois virus.

Comparando o grafico (a) o (k) da figura 3, nota-se
que o indculo simples VPNAg apresenta um pico de mortalidade
ao redor de 10 dias enguanto gue o indculo simples VGDs nws-—
tra que a grande parte dos insctos morrem por volta de 30 a
40 dias.

Verifica-sc nous yrabicos (), (d), (e} e (1) yue o
indculo miste resultante da combinagio desses dois virus apre
senta em qualgquer que scia a dosce inoculada um nitidoe pico de
mortalidade aos 10 diag o oam o pleo por volte de A0 dbae, i
te desse fato, pede-sc relacionar o primeiro pico ao cfeito
do VPNAg e o segundo provavelmente ao cfeito do VGDs.

As lagartas de (/. saccharalie inoculadas com a mis-—
tura desses dois virus desenvolveram os dois tipos de infec-
cdo em células difcrentes como constatado pelo exame de amos-
tras de tecido desses insetos no microscopio de contraste de

fase.

4.4.2 Tratamento simultdneo com o VPNTn e o VGDs

0s resultados dos experimentos nos gquais as lagar -

tas de ). saccharaliz foram expostos ao tratamento simultaneo
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TABELA XV -

Respcsta das lagartas de |

& ao indculc misto:

VPNTn e VGDs

Mortalidade corrigida

Experimentos Numeros de indi-iducs Cose (cristais/lagarta)
analisados UDRTR + VGDs (%)
1 100 % 10° 58.0
2 100 X 107 75.6
3 100 X 10° 85.0
4 60 X 10° 89.0
5 62 x 10° 98.3
6 60 5 x 103 38.0
7 90 1 x 10° 44.0
8 100 1 x 10° 87.0
9 84 5 %X 10° . X 102 73.8
10 86 5 %100 4 X 103 62.8
11 80 1 x10% . x 10° 94.7
12 60 1 x 108 4 X 102 86.6
13 100 T x10® . x 103 88.3
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do VPNTn e VGDs estao apresentados na tabela XV.

Na tabela XV, verifica-se que nas doses 5 X 103 @

1 X 106

cristais/lagarta ¢ indculo simples VGDs produziu uma
maior mortalidade das brocas de cana do que o indculo simples

VPNTn.

Nessa tabela se constata igualmente gue guando  foi

inoculado uma dose de 5 X 103 cristais/lagarta do VPNTn e do
VGDs resultou respectivamente em uma mortalidade de 38.0% c
89.0%, ao passo que a combinagao dostes vitus (5 X 104 + 5 X

103 cristais/lagarta) produziu uma mortalidade de apenas 62.8%
das lagartas de D. sacchuaralis. Portanto a mortalidadc cCor-—
rigida que se¢ observeou da combinagio desses dois  baculovirus
nac ultrapassou essa espcrada pelo cofeito de dose dupla nague
les insctos.

OQutrossim se observa nos cxperimentos de n? 9 a 13
da tabela XV, que a resposta de mortalidade corrigida das la-
gartas de 0. sacciaralis produzida pele indoculo misto nao
apresenta o mesmo padrio de lincaridade dos inoculos simples.

Analisando os resultados de um total de 1082 lagar-
tas de V. coceharal/is testadas, verifico-ose que a mortalidade
ocasionada pelo indculo misto & bem inferior a esta causada
por uun dos dois baculovirus isoladamente inoculado.

Na figura n%® 4 c¢std evidenciado o processo resultan
te da interacgao do VPNTn e VGDs.

Verifica-se no griafico (a) da figura 4, que o indcu
‘lo'simples VPNTn exibe um pico de martalidade ao redor de 10
dias e dois picos menores por volta de 20 dias. No grafico
{b), observa-se que o indculo simples VGDs mostra gue a maior
parte dos insetos morrem por volta de 30 a 40 dias.

Analisando os graficos (c), (d), (e} e (f) da figu-

ra 4, nota-se que o indculo misto resultante da combinagao

o
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desgses dois virus aprescenta em gualquer que seja a dose inocu
lada um nitido pico de mortalidade aos 19 dias e picos meno-
res por volta de 30 a 40 dias. Face a csses resultados, pode
—-se relacionar o primeiro pico ao efeitc do VPNTh e os picos
ap0s 20 dias provavelmente ao efeito do VGDs,

No grafico (e) e (f), constata-se gue o indculo mis
to apresenta pilcos de mortalidade por volta de 50 dias com ca
racteristico retardo desses respectives pices. No grafico (f),
csse atraso aplica-se possivelmente a inoculagdo de baixa do-
se da mistura de VPNTn e VGDs. Ja no grafico {e) deve-se a
inoculagio de uma dosce mais clevada do VODs om relagao Qa0
VPNTn dagucle inéculo misto.

6 lagavtas de P, ocoecodeeadde Inoculadas com a com-

binagao desses dois virus desenvolveram os doils tipos de in -

fecgao em células diferentes como constatado pclo examc de
amostras de tecido desses insctos no microscdépio de contrastoe
de fase,

4.4.3 Tratamento simultinco com o VPNAg ¢ o VPNTn

0Os resultados dos experimentos nos gualils as lagar -
tas de D. saccharalis foram cxpostos ao tratamento simultanco
do VPNTn e VPNAg csti3o apresentados na tabela XVI.

Nos experimentos de n? 1 a 6 da tabela XVI, nota-se
gue nas varias doses utilizadas ({5 X 101, 5 X 104 e 5 X 105
cristais/lagarta) o indculo simples VPNTn causou uma maior
mertalidade das brocas de cana do gque o indculo simples VENAgG.

Constata-se nessa tabela que na inoculagdo da dose
de 5 X 104 cristais/lagarta o VPNTn e o VPNAg produziram res-

pectivamente uma mortalidade de 60% e 26%, ao passo que a com

binacgdo desses virus produziu apenas uma mortalidade de 62, 6%,
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TABELA XVI - Resposta das lagartas de 7. sazzharzlis ao indculo misto: VPNAgG + VPNTn
EXperimentos Nimero de individuos Dose (cristais/lagarta) Mortalidade corrigida
analisados VPNAg + VPNTn (%)
1 80 5 x 10 2.1
2 80 5 x 10% 26.1
3 80 5 X 10° 48.0
a 90 . 5 x 10 3.0
5 100 5 x 104 60.0
6 80 5 x 10° 79.0
7 80 5 x 10 +  5x10° 45.0
8 90 s x 108+ 5 x 10 31.1
9 100 5 x 10+ 5 x10° 62.6
10 100 5 x 10° + 5 X 10° 86.0

TOTAL 880




nao atingindo aguela esperada pelo efcecito de dose dupla. Da
mesma forma, se obteve cesses resultados no experimento com o
dose conhecida de 5 X 10° cristais/lagarta,

Analiéando 0s experimentos n9 7 ¢ 8 da tabela XVi ,
vorifica-se que ocorreram diferencas nas vespoastas de mortald
dade produzidas pelas variagbes nas doscs desse indculo mis -
to. Obscrva-se no experimento n¥ 7 oque na ocasiao om gue a do

se do VPNTn foi mais eclevada do que a do VPNAg o indculc mis-

to resultante da combinagac desses dois virus produziu uma
waior mortalidade das Lagarvtas de 2 ez 70 do o que ne ex
perimento de n® 8 onde as doses foram invertidas. Como o]
VPNTn, em uma determinada dose, ¢ responsavel por ocasionar

una maior mortalidade dan brocas de cana do gque o VPNAg, quan
do associado a este virus exerce entdo uma maior patogenicida
due nas lagartas doe d, gweedoran o,

Naquela referida tabela nota-ge ainda que o respos-
ta de mortalidade das lagartas de 2, soceharal s produzida pe
1o indcule misto ndo apresenta o wmesmo padrdo de lincaridade
dos indoculos simples.

Parece evidente que a inocculagdo simultanea do
VPNAg e VPNTn & menos eficicente do que a inoculacgido de um de-
les para um total de 880 lagartas analisadas,

Na figura 5 esta evidenciado o processo resultante
da interacgdo desses dois virus,

Analisando o graficc (a) e (b) da figura 5, nota-se
gque tanto o indculo simples VPNAg como ¢ indculo simples VPNIn
mostram picos de mortalidade ao redor de 10 dias.

Verifica-se nos graficos (c), (d) ¢ (e) que o indcu
lo misto resultante da combinagido desses dols virus aprescnta
uma dispersac nos picos de mortalidade por volta de 10 a 50

dias.
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Na ocasiao em gue se aplicou uma dose baixa do ind-
lo misto nota~se no grafico (d) em comparacao ao grafico (o)
gque este exibe um aumento de dispersao dos picos de mortalida
de ao longo do tempo.

Quando sc igoculou uma dosce mails clevada do VPNAY
em relagao ac VPNTn pode-sc obscrvar gue o grafico (f) em com
paracao ac grafico ({(e) apresenta uma mencr dispersdo dos  pi-
cos de mortalidade ao longo do tempo apesar de apresentar uma
menor mortalidade.

Nao se pode afirmar que as lagartas de 2. caccfiora-
lig inoculadas com a mistura de VPNAg ¢ VPNIn desenvolveram

os dois tipos de infecgdo nas cClulas desses insctos uma  vez

gque estes virus sao morfologicamente scmelhantes.
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5.0 DISCUSSAQ

5.1 Passagens Scriadas

No presente trabalho realizaram-se dez passagens sc
riadas do Virus de Policdrose Nuclear de A, gemmeal alic AVPNAY)
© onze passagens scriadas do Virus de Policdrose Nuclear e
7. ni (VPNTn) com a finalidade de tentar adaptar csses virus
4 um hospedeiro alternativo, 0. aaocolioaraliao. 0Os resultados
desse estudo demonstraram nitidamente gue ocorreu um  aumento
substancial na viruléncia desses dois virus submetidos ao pro
cesso de passagens seriadas nas brocas de cana.

0 aumento de patogenicidade pode ser constatado
através dos valores de DLy, do VPNAg ¢ do VDNTn que diminuil -
ram gradualmente no decorrer das passagens seriadas de cada
um desses patdgenos nas lagartas de U. saccharalis.

Com efeito, na 12 passagem seriada do VPNAg o DL50
foi de 7,87 X 105 cristais/lagarta cnquanto que na 102 pas-
sagem seriada apenas 6,65 X 103 ou 6650 cristais/lagarta fo-
ram necessarios para matar 50% da populacgdo das lagartas de

D. saccharalis.

Ja na 1% passagem seriada do VPNTn o DL50 foi de

9,68 X 104 cristais/lagarta ao passo gue na 11§ passagem se-—

2

riada o DLSO’ foi reduzido a 1,20 X 10° ou 120 cristais/lagar

ta.

Os dados indicam que o VPNAg apds ter sido submeti-
do a dez passagens seriadas tornou-se cerca de cem vezes mais
virulento para as lagartas de [D. saccharalis e o VPNTn apds
onze passagens nesses insetos teve suas viruléncia aumentada

em cerca de olitocentas vezes,

UNICAMP
RIBLIOTECA (ENTRAL



66

Outros autores também obtiveram VPN mais virulentos
apOs varias passaycns scriadas em um hospoedeiro alternativo
(VEBER, 1962; SMIRNQFF, 1963, SHAPIROQO & IGNOFFO, 1970 ;
ORLOVSKAYA, 1975; STAIRS e cols, 1981; SHAPIRO e cols, 1982).

Contudo, comparando-soe os nossos dados aos resulta-
dos desses autores, verifica-se que os awncntos obtidos por
esses foram muito inferiores aos observados neste trabalho
Por exemplo, SHAPIRO & IGNOFFO (1970), analisando a atividade
de 34 isolados geograficos do Virus de Poliedrose de Heliothis
(VPNH) puderam observar gue apenas um isclado aumentou cm cer
ca de B0% a sua viruléncia apds varias passagens seriadas em
lagartas de Helicthis zea. SHAPIRO ¢ cols (1982), verificaram
gque a viruléncia do Virus de Policdrosc Nuclcar de dJrgye poenu
duotsugata (VPNOp) aumentou em cerca de guatro vezes apos  va-
rias passagens seriadas nas lagartas de EFstigmene acrea.

Considerando tais pontos pode-so sugerir que ¢ gue
determina ¢ grau de viruléncia de um baculovirus submetido ao
processo de passagens seriadas cm um hospedeiro alternativo
sdo as inter-relagdes produzidas pelo sistema hospedeiro-patd
geno em estudo.

As lagartas de 2. sgecherulis durante o seu desen -
volvimento larval se caraterizam por escavar galerias ou tG-
neis no interior dos colmos da cana-de-ac¢icar, onde sao manti
das e protegidas contra patdgenos e condigdes adversas doneio
ambiente, de modo gque quando cxpostas a ecsses patdgenos mos-—
tram-~se pouco resistentes.

0O aumento na atividade do VPNAg ou do VPNTn pede
ser atribuido ao processc deée passagens seriadas que sclecio -
nou um isolado mais virulento em uma populagdo heterogénea de
isolados. Essa hipdtese ja vem sendo ventilada por varios au-

tores como VEBER (1962), SHAPIRO & ICNOQFFO (1970) c STAIRS e



cols (1981).

Os resultados aqui aprescntados ndo representam 0
limite das possibilidades de selecgao destes virus mas demons-—
fram claramente seu potenclal ¢ a necessidade de contlnuagae
destes estudos visando uma melhor compreensiao do problema.

Por outro lado, observando as respostas de mortali-
dade pelos valores de DL ¢ de 1L do VPNAg ¢ do VPNTn, nota-sce
que o VPNTn & mais patogénico ¢ causa mais rapidamente a mor-
talidade das brocas de cana do que o VPNAg. Desse modo, pude-
—ne dlzer que as lagartan deo b, oaaccdoondd Fa slo mals suscept T
vels aoc VPNTn do gue ao VPNAg.

Verificou-se que o isolado do VPNAg submetido a dez
passagens scriadas nas lagartas dc D, caccharalis, quando rei
noculado no seu hospedeiro original, Anticuarsia gemmatalic
nav alcangou v yrau de patogenicidade mostiado pelo Lootado
do VPNAg obtido a partir de 4. yemmaflolia. Pode-so sugerirv
gue o processo de passagens sceriadas sclecionou ¢ isoladomais
virulonto do VENAY parid 2, caccdorg 00, poren esne foolado
nao aprescnta a mesma viruléneia do isclado original pava A,
gemmatalis e seria de se csperar gue um isolado mais eficien-
te para lagartas de outra familia ndo fosse tao eficiente pa-
ra o hospedeiro natural. SHAPIRC & IGNOFFO (1970) analisando
as diferencas na atividade de 34 isolados geograficos de um
mesmo virus (Virus de Policdrose Nuclecar de leliothis - VPNI)
verificaram gue apenas um isolado aumentou sua viruléncia em
ccica de 80% apds varias passagens scriadas nas lagartas de
Helitohis zea. Esses dados demonstram a importancia do uso de
altas doses do virus em estudo, em experimentos de selecdo ,
gque se justifica pelo fatc de aumentar a possibilidade da pre
sencga de formas ou isclados genéticos diferentes.

Ja o isclade do VPNTn submetido a onze passagens
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seriadas nas brocags de cana, nao pdde ser testado contra seu
hospedeiro original, Trichoplusia ni, devido a falta de mate-
rial adeqguado.

No gque diz respeito as respostas de mortalidade pro
duzidas pelo VPNAg ou pelo VPNTn, verifica-se a importanciade
se definir a dose utilizada para uma melhor analise da suscep
tibilidade do hospedeiro alternativo. Por exmplo, CARNER e
cols {(1979), relataram que as lagartas de JSpeodoptera [rugiper
du alimentadas com 2,5 X 106 cristais/lagarta ndo cram suscep
tiveis ao VPNAg. Todavia, PAVAN e cols (1981), demonstraram

que essa espécime & susceptivel a altas doses do VPNAg como

de 12,5% X 106 cristais/lagarta,

As Layartas de ', cacchael s foram infectadas  por
altas doses de VPNAg, mas a susceptibilidade desses pirali-
deos foi aumentada atravis do processo de pasaagens  scriadag
do VPNAg gue se tornou mals eficicnte. bBEm vista disso, verifi
ca-se gue ¢ apenas necessario ge constatar gue o hospedeiro

€ susceptivel ao virus incculado para representar uma possibi
lidade de adapta¢do por varios mctodos.

Porna-se¢ importante  ainda determinar o estadio  do
hospedeiro, visto que autores (SHEPPARD & STAIRS, 1977) nota-
ram diferencas na variabhilidade das respostas de mortalidade
produzidas por um baculovirus inoculado em diferentes esti-
dios de uma mesma espécie dc hospedeiro,

HARPER (1976}, mencionou gque os virus gue possuem
varios virions por corpc de inclus&o ou cristal de proteina
(MEV) possuem uma maior gama de hospedeiros do que os baculo
virus qgue tem apenas um virion por membrana (SEV). O Virus de
Poliedrose Nuclear de Trichoplusia ni {VPNTn) e o Virus de Po
liedrose Nuclear de Anticarsia gemmatalig (VPNAg) sdo do tipo

(MEV) e fato de screm capazces de sco replicar em um hospedeiro



alternativo de uma outra familia esta de acordo com o sugoeri-
do na literatura.

Face aos resultadcos do presente trabalho pode-se su
gerir que os dois baculovirus -~ VPNAg ¢ VPNTn - sdo candida -
tos em potencial A inseticidas bioldgicos de amplo espectro.

0 metodo de passagem seriada vem dewonstrar qgue oo
virus como sistemas biocldégicos possuem uma capacidade de adap
tagao e que através desse método pode-se manipular sua carac-
toristicas gendéticas ¢ que essa manipulacao pode ser cletuada
em curto prazo ja gue o ciclo de desenvelvimento destos virus

e da ordem de uma semana.

5.2 Efeitos dos trés indculos mistos nas lagartas de i,

sacecharalias

0s resultados do presente trabalho mostram de modo
gquantitative que ocorreu o [endOmeno de interferdénceia ou anta-
gonismo nos trés tipos de indculos mistos utilizados. Entre

os baculovirus nos quais incluildos uvs Virus de Policedrose Nu-
clear (VPN) ¢ os Virus de Granulose (VG) hd um numero muito
reduzido de trabalhos tratando sobre o fendmeno de interferén
cia (RITTER & TANADA, 1978). Na maioria dessus trabalhos tal
fendmeno ndo foi estudado guantitativamente levantande assim
certas diwvidas se a interfer@ncia ou antagonismo realmente se
da entre esses virus de insetos (LOWE & PASCHKE, 1968a, b).

0 fendmeno de interferéncia ou antagonismo pode ser
constatado nesse estudo através das respostas de mortalidade
resultante dos indbculos mistos gue nao fol maiecr do que cssa
produzida pela agdo de um sd virus nas lagartas de D, saecha-
ralis.

Os dados indicam que o indculos simples foram mais
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efetivos do que os indcules mistos para as lagartas de . sue
charalis.

Aanalivando oo resultados obuseorviaenoe que nas variae
doscs utilizadas os 3 indculos mistos mostraram uma oscilagao
nas respostas de mortalidade nao apresentando o mesmo  padrao
de lincaridade que os indculos simples.

um dos fatos gue se pode observar ¢ que 08 trés vi-
rus nao agem lgualmente quando associadar,

Verifica-se, em qualguer que scja a intensidade  da
dose gque o indculo de VEbs foi mais viruleonto do gue o indcu-
loc de VPNTn gque por sua vez mais virulento do que o inoculo
de VPNAg para as lagartas de [, cocchoradldo. Mesmo guando  em
assoclagao essa ordem de patogenicidade foi mantida de modo
que o virus mals virulento oxerccu maior influcncia na omor ta-
lidade das lagartas de p. aaechoaralda,

O tato de Ler vartado as doses deo aubog o virus
de um mesmo indculo misto permitiu obscervar gue na ocasido em
gque o virus mais patcgénico foi inoculado em dose mais eleva-
A, o indculo misto resultante da wmictura desses dols viruy
ocasionou maior mortalidade das lagartas de @7, sacechuralis do
gque gquando se ilnoculou em dose maior o virus menos patogénico,

Tais obsecrvacbes mencionadas acima esclarccem  tal-
vez o porque de um mesmo indculo misto produzir difecrentes
respostas de mortalidade das lagartas de 0. ocucchavalio.

Gssces dados demonstram o importincia de se  definir
as doses e estabelecer a ordem de patogenicidade de ambos o©s
virus de um mesmo indculo misto para um determinado hospedei-
ro.

Por outro lado, um aspecto interessante desse estu-
do ¢ o quo ase refore as diferencans de comportiamento biolégico

entre os dois indculos mistos reonultantes da associagdo de um



VPN e um VG (VPNAg + VGDs ¢ VPNTn + VGDs) ¢ o indculo misto
resultante da associacac de dois VPN (VPNAg + VENTn).

Nio obstante o VPNAg ¢ o vVPHTn isoladamente inocula
dos terem exibido picos de mortalidade apenas aoc redor de 10
dias, em qualquer que fosse a intensidade da dose, o inoculo
misto resultante da mistura desses dois virus (VPNAg ¢ VNI
mostrou uma ostensiva dispersic que sc apresentou por volta
de 10 a 50 dias.

A interferéncia cntre o VPNAg ¢ o VPNTn ¢ muita ni-
tida nesse caso, uma vez gque o indculo miste cm relagio aos
indculos simples desses dois respectivos patdgenos, aldm de
produzir uma baixa mortalidade das lagartas de b, Sacod el
também mostrou um aumento substancial no periodo de mortalida
de das brocas de cana.

Ja os dois indculos mistos resultantes da asgocla-
cdao de um VPN e um VG (VDPNAg + VGDs o VPNITD + VODo) apresenla
ram um nitido pico de mortalidadce no redor de 10 dias o pioos
menores apds 20 dias. O primeiro picu pode ser relacionado oo
efoito do VPNAG o do VENIT o on plean deomortadidode apon 00
dias ao efeito do VGEDhs. Dense modo, us dois indculos s tos
mostraram um longo e lento periodo de mortalidade das Dbrocas
de cana gracas ao efeito do ViDs que tim agic mais rapida dos
dois VPN (VPNAg ¢ VPNTn).

Comparando~se os dois indculos mistos rasultantes
da associagdo de um VPN e um VG (VPNAg + VGDs o VPNTn + VGDs)
com o indculo misto resultante da assoclacdo de dois VPN
(VPNAg + VPNTn) verifica-sce gque oste indculo mostra o proces-—
so de interferéncia bhem mais acentuado devido ao fato de  soe-
rem ambos VPN ¢ apresentarcm o mesmo tropismo de teedldos
(SMITH, 1976).

BIRD (1959), analisando a inteferdncia produzida pe

7



la inoculacio simultinca de um VPN ¢ um VG nas lagartas de
Choristoneura fumiferana, concluiu que o VPN de acido mais ra-
pida pode evitar a infec¢do do VG de acdo mais lenta naqueles
insetos.

Os resultados demonstram que tal inferéncia ndo fol
observada para os dols indculos mistos (VPNAY + VGDs e VENID
+ VGDs) utilizados no presente trabalho, pois, embora o VGDs
quando isoladamente inoculado tenha produzido maior mortalida
de das brocas de cana, a infecg¢do produzida por esse virus
quando associado ao VPNAg ou ao VPNTn nao foi cvitada.

TANADA (1956), estudando os efeitos da inoculagao
simultinea de um VPN e um VG, constatou uma associagdo siner-
gistica entre esses virus nas lagartas de Pseudaletia uni—
puncta. E estudos posteriores de TANADA & HUKUIARA (1971) ,
confirmaram gue o VG era sinergistico ou cra responsavel por
aumentar a infecgdo quando associado a um VPN.

Todavia, ao contrario do obscrvado por agueles autoe
res, todas as evidéncias mencionadas acima demonstram clara -
mente que o VG (VGDs) ndc aumentou a infeccgdo do VPN guando
associado a esse virus nos dois inoculos mistos resultantes
da associacdo de um VPN e um VG (VPNAg + VGDs e VPNTn + VGDs)
ministrados as lagartas de D. saccharalis.

Muitos outros trabalhos em consondncia com os resul
tados desse estudo nio constataram aumento de infecg¢dao do VPN
gquando associado ao VG no mesmo indculo misto (BIRD, 1959 ;
SHVETSOVA & TS'AI 1962; LOWE & PASCHKE, 1968a, b; HUKUHARA e
cols, 1969; WHITLOCK, 1977).

TANADA & HUKUHARA (1971} demonstraram gque nao ocor-—
re uma associagao sinergistica entre o VPN e o VG guando esse
virus nao é dotado de fator de aumento em sua capsula e conse

quentemente o aumento de infecgdo de um virus por outro virus
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de inseto nao & um fendmeno comum. WIITLOCK (1977), valendo -
-se dessa alegacao sugeriu que os virus que nao possuem fator
sinergisticc nao deveriam ser utilizados em indculos para
fins praticos.

De fato, considerando que os baculovirus sao cmpre-
gados atualmente no controle bioldgico de determinadas pragas
de cultura, deve-se atentar para o risco de uma possivel conta
minagio de um inscticida bioldgico a base de um desses patoge
nos por cutro virus de inseto, gue poderia causar problemas
na interpretacao dos dados obtidos nos cxperimentos realiza -
dos no campo.

Quanto a interferéncia ou antagonismo entre os vi-

rus de inseto, nao se conhece bem até o presente momento 0s
efeitos produzidos por esse processo, WHITLOCK (1877}, pPro-
pSs gue tal fendmeno poderia ser ocasionado por um fator do

interferéncia presente cm um ou ¢m ambos os virus de um mesmo
indculo misto.

No entanto, outron estudos quantitativos doveriam
scr realizados com o proposito de verifitoear on mecanismwos gue
atuam na interferéncia ou antagonismc produzidos por determi-

nados baculovirus.



SUMARIO E CONCLUSOES

Neste estudo verificaram-se os efeitos de passagens

seriadas do Virus de Poliedrose Nuclear de Aniicarsia  gomma-
17s (VPNAg) e do Virus de Poliedrose Nuclear de {richoplusia
ni (VPNTn) sobre o hospedeiro alternativo, UfZatraea sacciiura-
{is, uma das principais pragas da cana-de-aglcar em toda a
Amcérica. Para cada um desscs experimentos foram analisadas
individualmente mais de 5000 lagartas de U, succhuvralic.
Pode-~sgse observar através dos valores de DLSU que

ocorreu um aumento substancial na viruléncia destes dols  ba-
culovirus apds terem sido submetidos ao processo de  passagen
seriada nas brocas de cana.

Na 12 passagem seriada do VPNAg o valor de DL50
foi de 7,87 X 105 cristais/lagarta cngquanto que na 102 pPas—
sagem esse valor foi reduzido a 6,65 X 103 cristais/lagarta
mostrando qgue o virus apOs ter sido submetido a dez passagens

seriadas tornou-se cerca de cem vezcs mais virulento para es-

ses insetos.

O VPNTn apresentou na 1@ passagem seriada o© valor
de DL50 de 9,68 X 104 cristais/lagarta ao passc gue na 11a
passagem seriada © valor de DLSO foi reduzido a 1,20 X 102
cristais/lagarta. Apds onze passagens seriadas o VPNTn teve

sua viruléncia aumentada em cerca dec oltocentas vezes para as
lagartas de D. caccharalis.

Verificou-se gue o isoladoc do VPNAg adaptado ao no-
vo hospedeirc exibiu uma redugao da viruléncia no hospedeiro
original, Anticarsia gemmatalis.

0Os resultados do presente trabalho ndo representa-

ram o limite das possibilidades de selegao desses virus
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(VPNAg e VPNTn) mas demonstraram claramente scu potencial e
a necessidade de continuacio destes estudos visando uma me -
lhor compreensao do probloema.

O VPNAg e o VPNTn melhoraram siginificativamente a
sua eficiéncia através do método de passagem seriada gue alem
de ser um métode simples apresenta um bhaixo custo.

Por outro lado, verificou-se ainda ncsse trabalho o
efeito da inoculacdoc do Virus de Granulose de Uiafracea G-
charalis (VGDs) associado aos dois VPN acima referidos. Foram
utilizados trés tipos de indculos mistos: 1) VPNAgG + VPNAg
2) VPNAg + VGDs ¢ 3) VPNIm + VGDs nas lagartas de 0, cuecliara
1is. Para esses experimentos foram usadas mais de 3500 lagar-
tas de D. saccharalis.

Observou-soe quu apesar do VENAg ¢ do VPNT fusolada-
mente inoculados terem exibidos picos de mortalidade ao redor
de 10 dias, o indculc misto resultante da mistura desses dois
virus (VPNAg + VPNTn) mostrou uma nitida dispersdao por volta
de 10 a 50 dias.

Os dois indculos mistos resultantes da associacgdao
de um VPN e um VG (VPNAg + VGDs e VPNTn + VGDs) apresentaram
um nitide pico de mortalidade ao redor de 10 dias e plcos me-
nores apds 20 dias, com picos principais em torno de 30 ¢ 40
dias. O primeirc pico pode ser relacionado ao cfeito do VPNAg
e do VPNTn e os picos de mortalidade apds 20 dias ao cfeito
do VGDs.

Pode-se chservar que ¢ indculo de VGDs fol mais vi-
rulento do gque o indculo de VPNTn que por sua vez fol mais vi
rulento do que o indculo de VPNAg para as lagartas de D, sac-
charalis e verificou~-se que o mesmo quando em associagdo essa
ordem de patogenicidade foi mantida.

Os resultadcs desse estudo demonstraram de modo

1



quantitativo gque ocorreu o fendmeno de interferéncia ocu anta-
gonismo nos trds tipos de indculos mistos, visto que, nas va-
rias doses utilizadas, a resposta de mortalidade reasultante
dos indoculos mistos nde foi maior do que essa produzida pela
agao de um sO virus nas lagartas deo 7. ooaecharalic. Bsses da-
dos mostram gque o0 VPNAg, VPNTn ¢ o VGDs ndo podem ser consor-
ciados em um mesmo indculo misto para fins praticos.

De modo geral obscrvamos que os Baculovirus agui
analisados podem ser manipulados genéticamente e que ac serem
associados hd uma interferéncia reciproca como se  cstivesson
competindo por mesmos tecidos ¢ recursos no inseto., Essa in -
terferéncia indicaria uma homclogia de sistemas que se mani -
festa com virus diferentes o procedentes de hospedeiros de fa

milias diferentes.

Podemos concluir qgue nossos dados sugerem haver uma
homologia muito grande nesse grupo de virus de insctos ¢ que
atraves de métodos relativamente simples tais como de pas—
sagem seriada podemos manipular gencticomente estos importan-—

tes patogenos.



SUMMARY

The effects of serial passages of the Nuclear
Polyhedrosys Virus of Anticwurcia gemmatalis (AGNPVY and the
Nuclear Polyhedrosis Virus of 7richoplucia ni (TnNPV) through
the alternate host, Diwtraca cucchuralis, one of the main
pests of sugar cane throughout America, was studied.

For each of these experiments more than 5000 larvae
ol D, vuccharaedio were Individually oanalysoed.

It was noted through the reduction of DLgg, valuecs
that a substantial increase in the virulence of these two
baculovirus occured after being submittoed to serial  passages
through the D, sacceharaid:.

On the flrst scervial passage of bthe AgNPV o the Lbe
value was 7,87 X 105 Pips/larva wheorcas on the thent  passage

3

that value was reduced to 6,65 X 107 PIls/larva showing that

the virus bocame about one hundred times more vivulent Lo
these insects after being submitted to ten scrial passages.
The TnNPV prescnted in the first serial passagae

1 i/ laiva whereas in Lhe

2

the LDSO value of 9,08 X 10
eleventh serial passage this value was reduced to 1,20 X 10
PIBs/larva, Thus, after eleven scrial passages the TnNPV  had
its virulence increased about cight hundred times when
compared to the original isolate.

It was noted that the isolate of the AgNPV adapted
to the new host exhibited a reduction of its virulence to
the original host, Anticarsia gemmatalis. The isolate of the
TnNPV was not tested against its original host, Yrichoplusia
ni.

The results of the present work do not represent



the limit of possibilities of selection of these virus (AgNPV
and TnNPV), in fact they gave clear evidence of their
potential and of the necessity of continuation of these

studies aiming a better comprehension of the subject.
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The AgNPV and the TnNPV had ancxpressive improvement

of its efficiency by the serial passage method, which
represents a simple and low cost method.

A study of the effect of the inoculation of the
Granulosis Virus of Diatraca saccharalic (DsGV) associated
to both NPV above mentioned was also object of this work.,
Three types of mixed inocula were used: 1) AgNPV + TnNPV
2) AgNPV + DsGV and.3) TnNPV + DsGV on D. saccharalis larvae.
For these experiments more than 3500 larvae of D, saccharalis
were individually analysed.

Its was observed that, when individually inoculated
AgNPV and TnNPV exhibited peaks at around 10 days after
ingestion. The inoculum resulting from association of these
two viruses (AgNPV + TnNPV) showed a clear dispersion of
these peaks from to 10 to 50 days after the inoculation.

The two mixed inocula resulting from the
association of one NPV and one GV (AgNPV + DsGV and TnNPV +
DsGV) presented a clear mortality peak at around 10 days,
and other peaks after 20 days with main peaks present at
around 30 and 40 days after inoculation, The first mortality
peak can be related to the effect of the AgNPV and TnNPV ,

.and the peaks after 20 days of inoculation to the cffect of

DsGV.

It was observed that the DsGV is more virulent that
TnNPV which, in turn, is more virulent to the larvae of D.
saccharalis than the AgNPV; and it was verified that even

when in association this pathogenicity order was maintained.



The results of this study demonstrated in a
quantitative manner that the interference or antagonism
phenomenon occured in the three types of mixed inocula. For
the various combinations of virus and dosagens the resulting
mortality response from the associated virus was not higher
than that produced on the larvae of 0. caccharalie from the
action of a single virus. This demonstrates that for practical
purposes the AgNPV, TnNPV and the DsGV should not be
associated for this type of pest control.

Our results showed that the baculovirus here
analysed can be genetically manipulated and once associated
they show a reciprocal interference as if they were competing
for the same tissues and resources of the insectﬂ This
interference indicates a homology of sistems manifesting in
different viruses originated from hosts coming from
different Families.

In conclusion, our data sugest the existence of
great homology in this insect virus group, and that probably
due to this fact we can genetically manipulate these

important pathogens through relatively simple methods.
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