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1. INTRODUCACQ

No comego do século Alabama argillacea (Hlbner)

ja era considerada como uma das maiores pragds dos algodoeiros
no Novo Mundo (Hunter, 1912). Este noctuldeo, que se caracteri

za por vbos migratdrios nas regides sub-tropicais acompanhando

a estagdo chuvosa (Creighton, 1936a; Lukefahr & Fryxell, 1969),

provoca danos por desfolhamento, comprometedores a economia al

godoeira. Apds a 2a. Guerra Mundial no entanto, os inseticidas
organosintéticos aplicados contra diversas pragas do algodoei
ro, foram os responsaveis em evitar maiores danos econdmicos

causados por A. argillacea {Berger, 1968; Parencia et al.,

1962).

Com a preocupagao atual em relagao ao uso inade -
gquado dos defensivos gquimicos {(Muirhead-Thomson, 1971; Matsumu
ra et al., 1972; White~Stevens, 1975, 1976 e 1877) torna-se ne
cessaria a busca de métodos de controle gque sejam mais segu -~
ros, econdmicos e com menos efeitos colaterais desvantalosos ao
ambiente.

Para os agro-ecossistemas brasileiros de algodao,
Habib (1976, 1977) previu que com a tendéncia em se abandonar
gradualmente o controle exclusivamente quimico, o "curuquere"

do algodaoc, A. argillacea,deverd tornar-se um dos maiores pro-

blemas da cultura algodoeira do pals. Salientou ainda gue: "as

larvas dessa espécie tem alta susceptibilidade as doengas, 0

que incentiva estudos de patologia e dos efeitos de aplicacoes

de produtos comerciais de microorganismos entomopatogenicos...".
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A possibilidade de utilizacgdo de fatores bidticos
de mortalidade, principalmente os dependentes de dengidade, tem
merecido amplos estudos dentro do Controle Bioldgico, Manejo
Integrado de pragas e da Ecologia Aplicada enm geral.

sho bem documentadas algumas viroses causadoras
de epizootias naturais em populagoes de insetos praga. Em cer-
tos casos essas epizootias mantém as popula@ées em niveis sub-

econdmicos. Faltam porém, para muitas outras espécies pragas,

maiores estudos sobre o comblexo virus/hospedeiro/ambiente.

A virose poliedro-nuclear (VPN) de A. argillacea

foi apenas esporadicamente registrada em alguns palses do Novo

Mundo, porém, sem avaliagoes do seu potencial, investigagoes
da relacao hospedeiro/patdgenc e nem da possibilidade de utili
zacdo do agente etiolbgico como recurso no controle microbiano
desta praga. Assim, dentro deste contexto, o presente trabalho
trata de avaliar e estudar os seguintes aspectos:

- Investigagdes de campo visando registros de ocorréncia natu-
ral da virose, avaliagado dos niveis alcangados e a relagac des
tes com fatores bidticos e abidticos.

~ Em laboratdrio, determinacoes dos niveis de viruléncia e sus
ceptibilidade. Aspectos fisio e histopatoldgicos da relagao
patégeno/hospedeiro. Sintomatologia da doenca e estudos morfo-

nmétricos do virus.
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2. REVISKO HISTORICA

2.1. Alabama argillacea (Hibner, 1818)

No Brasil este noctuldeo € considerado praga des-

de 1578 (Calcagnolo, 1965) e na Argentina desde 1924 (Freiberg,

1945) . Hambleton (1939), considerou-a como uma constante amea-

¢a na regiao de Campinas/SP, principalmente nas estacoes chuvo
sas. Segundo esse autor, o aparecimento da-se entre novembro e
dezembro, sendo que nas segunda e terceira geracoes (janeiro e
fevereiro) os niveis de ataque requerem repetidas medidas de
controle.

De acordo com Hunter (1912), a histOria da ativi-

dade de A. argillacea nos Estados Unidos & relativamente com-

pleta de 1793 até 1881; sendo considerado 1793 como o primeiro
registro de infestagoes nos algodcais norte americanos
{Creighton, 1936be Brown, 1938).

Como salientou Habib (1976), uma das questoes de
grande importdncia sobre essa espécie, & quanto i origem  das
erupcoes periddicas e a maneira pela gual o inseto se mantém
ou reaparece, anuvalmente, nas varlas regioes dos palses ameri-
“ canos. No comego do século alguns pesquisadores apoiados em
observagoes nao criteriosas de leigos, ainda defendiam a idéia

de que as pupas ou os adultos dessa espécie hibernassem na Amé

rica do Norte ou que a especie era nativa e possuia cutras

plantas hospedeiras onde permanecia nas entre-safras de algo-
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dio {(Hunter, 1912}.

As experiéncias de Creighton (1836a)e diversos
trabalhos sobre os hibitos migratdrios dessa espécie (Grossbeck,
1911; Brown, 1938; Pyenson, 1940; Webster, 1961; Caswell, 1962;
parencia & Rainwater, 1964; Calcagnolo, 1965; Glick & Graham,
1965; Lukefahr & Fryxell, 1969) sao uninimes ehm considerar oa
América Central e o norte da América do Sul, como centros de

imigracdo e foceos onde A. argillacea se mantém, sobre algodao

silvestre e comercial.

O habito migratério dessa espécie, agora ja&  bem

conhecido, deve ser o principal fator responsavel pelo naoc de-
senvolvimento de resisténcia aos inseticidas quimicos. Da mes-
ma forma, como salientou Tanada (1963), o© naco desenvolvimento
de resisténcia de insetos i doencas também depende diretamente
de movimentos populacionais de emigracao e imigragao, favore -

cendo assim também as epizootias naturais.

2.2. Viroses em Insetos

Atualmente sao conhecidas mais de 700 viroses em
artropodos, atacando 300 ou mais espécies de insetos e aranhas
(Falcon, 1976). Nos insetos, granée parte dessas ocorren en

. lepidopteros, himenbpteros e dipteros (Chapman & Glaser, 1915;
Sweetman, 1936; Bergold, 1943; Steinhaus, 1951; Hughes, 1957;

Martignoni & Langston, 1960; Steinhaus & Marsh, 183€2; Bergold,

1963 e Thomas & Poinar Jr., 1973).

A classificacao, nomenclatura e caracterizagac



dos virus entomopatogénicos tem seofrido algumas modificagoes a
luz de novas descobertas e estudos mais avangados, ate que O
"comité Internacional para Nomenclatura de Virus'estabeleceu
novas bases para o sistema, baseadas em aspectos bioguimicos,
biofisicos e morfolbdgicos (David, 1975).

Afora muitos ainda nao classificados, os virus de
artrbpodos estao representados por seis géneros, a saber: Ba-

culovirus (causam a Poliedrose Nuclear e Granuleose), Poxvirus

(causam as Entomopoxviroses), Iridovirus (causam a virose iri

descente dos insetos), Parvovirus (causam as Densonucleoses),

Enterovirus e finalmente Rhabdovirus. As viroses poliedro=ci-

toplasméticas embora causadas por virus proximos acs do gene-
ro Reovirus (Reoviridae), n@io tiveram sua classificagao ainda
resolvida, sendo consideradas apenas como um grupo (Wildy,
1971 e David, 1875).
Muitos estudos tém sido feitos nos dltimos anos,

sobre varios aspectos das viroses de insetos (Smith, 1967 e
1971;: Maramorosch, 1968;Bunter & Hall,19%968; Harrap , 1870

: Burges & Hussey, 1971; Bulla, 1973; Gibbs, 1973; Ignoffo,
1973;pavid ,1975 ; Falcon, 1976; Tinsley, 1979) e especialmen-
te do ponto de vista do seu potencial como agentes no controle
bioldgico. As baculoviroses sido sem diuvida apontadas como as
mais promissoras, principalmente as VPNs (Allen et al., 1966;
Stelzer, 1967; Smith, 1973; Summers et al., 1975; Tinsley,
"1975; Smirnoff et al., 1976; Jaques, 1977; Tinsley & Harrap,

1978; Tinsley, 1979).

No bicho da seda, Bombyx mori L., a VPN & conheci

da ha muito tempo como causadora da Ictericia. Maestri (1856)

e Cornalia (1856) parecem ter sido os primeiros a descrever os
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poliedros em larvas dessa espécie, e associa-los a doenga (De
Bach, 1964).

Embora Bergold (19633) cite von Prowazek como pro-
vavelmente o primeiro a observar as particulas dentro dos po-
1iedros em 1913 e Komarek e Breindl como 08 primeiros a demons
tra-las com métodos histologicos em 1924, foi'apanag com O sur
gimento do microscopio eletrdnico em 1947, que ele pode real -

mente isolar e identificar as particulas virais como as unida-

des infecciosas.

Diversos autores tém descrito técnicas e métodos
para isolamento e purificacgao dos poliedros e particulas vi-
rais (nucleocapsideos) (Bergold, 1953; Onodera et al., 1965;
‘Afzawak Iida , 1963 : van der Geest, 1968; Hayashi & Bird,
1968; Thompson, 1968; Scott et al., 1971; Komolpith & Ramakri-
shanan, 1975; Harrap et al., 1977). Alguns métodos serologicos,
também tém sido desenvolvidos para evidenciar a presenga do
virus em hospedeiros infectados (Krywienezyk, 1963 e 1376). O
desenvolvimento desses métodos tém sido de fundamental impor -
tincia na manipulacao desses patdgenos em programas de Contro-
le microbiano de pragas.

Os aspectos ultraestruturais, tanto do virion co-
mo 4dos nucleocapsideos, tém sido bem estudados e revistos nos
{iltimos anos (Xerox, 1955 e 1956; Bergold, 1963kb;Himenoc et al.,
1968; Krieg & Huger, 1969; Hughes, 1372; Kawamoto & Asayama,

©1975%; Kawamoto et al, 1976} Kawamoto et al., 1977; Maramo
rosch, 1977). Os passos na invasdo celular e replicagao, foram

analisados para diferentes hospedeiros infectados pelo VPN

(Harrap & Robertson, 1968; Summers, 1969 e 1971; Iwashita &

Kanke, 1969; Harrap, 1970 e 1973; Hirumi et al, 1975; Paschke &
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Summers, 1975; Tanada et al, 1975; Iwashita & Yemo, 1976;

Allen & Knell, 1977; Falcon & Hess, 1977; Adams et al, 1977).
Do ponto de vista ecoldgico, a Epizootiologia

tem recebido poucos estudos quantitativos apesar de algumas

poliedroses nucleares como a de Diprion hercyniae (Hartig),aci

dentalmente introduzida no Canada, se constitulrem em Otimos
modelos {Poole, 1974).

A partir das premissas basicas do equillbrio na-

tural propostas por Nicholson (1933), tem havido amplo debate

sobre a maneira pela gual fatores dependentes e independentes

de densidade atuam no controle populacional (Nicholson, 1954;
Solomon, 1957; Milne, 1962; Huffaker & Messenger, 1964; Huffa
ker et al., 1971 e 1976). Os estudos de regulagao de popula ~
¢oes por fatores de mortalidade dependentes de densidade, tem
suas origens em antigos trabalhcs e certamente & como os patd
genos em geral atuam regulando densidades populacionais
{Huffaker, 1974; Ehler & van der Bosch, 1974).

Muitos principios e critérios da Epizootiologia
tém sido adaptados de estudos epidemioldgicos (Steinhaus,
1949, 1954 e 1963; Franz, 1961). Assim, Tanada (1963) aponta
fatores primadrios relacionados com a Epizootiologia e trata-os
detalhadamente, relacionando~os com fatores secundarios, bioti
cos e abidticos.

De acordo com Falcon (1974), patdgenos de insetos
“além de causar morte, podem interferir no desenvolvimento, al-
terar a reprodugao e reduzir a resisténcia ao ataque de parasi

tos, predadores e outros patogenos. Podem ainda influir nas res

postas aos inseticidas quimicos ou outros métodos de controle.

Alguns VPNs ja sao bastante usadas no controle de



pragas florestais e em Campos de cultura {(Burges & Hussey,

1974). Tinsley (1979%) avaliou o potencial dos virus entomopato
génicos como inseticidas microbianos e Falcon (1976), tratando
dos problemas associados ao uso desses agentes, salientou a im
portdncia dada pela agéncia de protecac ac meio ambiente ameri

cana (EPA), aos estudos ecoldgicos e testes de seguranga.

2.3, Viroses em noctuideos

A familia Noctuidae, além de talvez ser a que
abrange maior nimero de lepiddpteros conhecidas, ¢ tambem das
mais importantes sob o ponto de vista econdmico, pols nela es
tao algumas das mais problematicas pragas da agricultura (Li-
ma, 1950}). |

Autores como Steinhaus (1951), Hughes (1957),
Martignoni & Langston (1960), Steinhaus & Marsh {1962 )
e Thomas & Poinar (1973) tém regularmente registrado diversas
viroses em membros desta familia, sendo a VPN a mais frequen-
te, seguida da Granulose, Poliedrose Citoplasmatica e finalmen
te viroses nao inclusas, Muitas dessas vircoses tém demonstrado
ser satisfatoriamente eficientes no controle natural ou quando
aplicadas como inseticidas microblanos (Ignoffo, 1965%a, b;
.Ignoffo et al., 1965 e Allen, 1968} . Os estudos dessas

viroses culminaram em 1976, com o primeiro registro e indus -

trializagdo de um produto & base de virus entomopatogénico nos

Estados Unidos (Carter, 1976).

No Egito, Abul-Nasr (1956 e 1259) avaliou e suge-
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riu o uso de VPN no controle de Prodenia litura Fabricius; noc

tuldeo que além de atacar outras culturas, € a mals séria pra-

ga de algodao no Oriente.
Jaques (1961, 1982, 1968, 1972e 1974) tem demons-

trado o papel do VPN de Trichoplusia ni (Hibner) como requla-

dor de populacgoes deste noctuideo em couve e outras cruscife-
ras. Este inseto & consideraio nos Estados Unidos uma praga se

cundaria do algodao (Falcon et al., 1968; Ehler et al., 1973).

Ehler & van den Bosch (1974), demonstraram ainda que a acao
conjunta de inimigos naturais e o VPN, & a responsdvel por man
ter populagoes desse inseto em nlveis economicamente satisfatd
rios em campos de algodac norte americanos.

Outros noctuldeos de importancia econdmica, tam-
bém tém merecido estudos no sentido de se avaliar o potencial
de suas VPNs como meio de controle. Alguns deles sao: Autogra-

pha californica (Spever) (Kaya, 1977 & Harper, 1976); Pseudo-

plusia includens (Walker) (Livingston & Yearian, 1972; Cox et

al., 1972), Rachioplusia ou (Guenee) (Paschke & Sweet, 1966);

Spodoptera exigua (Hibner) (Hunter & Hall, 1968); S. litura

(Frabicius) (Pawar, 1974 e Komolpith & Ramakrishanan, 1975%5);

S. frugiperda (Smith) (Hamn, 1968 e Andrade et al., 1978) e

Anticarsia gemmatalis Hlbner, (Allen & Knell, 1977 e Moscardi,

1977 .
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2.4, Fatores bidticos de mortalidade em Alabama argillacea

2.4.1. Viroses

Pela sua descrigao de sintomas, Carvalho (1944)

parece ter.sido o primeiro e até o momento o inico a registrar

uma epizootia causada pelo VPN em Alabama argillacea ne Brasil.

Na América do Norte, Chapman & Glaser (1915) fo-
ram os primeiros a considerar também pelos sintomas, a espécie

A. argillacea como susceptivel ao VPN. Outros autores apenas

citaram a espécie em listas de insetos susceptiveis a virose,
sem fornecer maiores infgrmagaes (Sweetmarn, 1936; Bergold,
1943 e_Steinhaus, 1946 e 1949).

Steinhaus e Marsh (1962) reportaram em 1951 uma
provavel epizootia por VPN em A. argillacea ocorrida no Texas.
Em 1957, os mesmos autores conseguiram um diagndstico segquro
e apontaram a virose como responsavel por 100% de mortalidade
numa area de 2 acres de algodao no Novo Mexico. Salientaram
ainda nesse registro, nao haver inicio de infestacgoOes nos cam

pos vizinhos, onde a doen¢a nao tinha sido detectada (Steinhaus

& Marsh, 1962),
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2.4.2, Outras doengas

O Curuquere do algodao também tem sido apontado
como susceptivel a outros patégenos, tanto no lakoratorio como
na natureza.

Thomas & Poinar Jr. (1973) registraram na Colom-

bia o microsporideo Nosema sp e o fungo Nomuraea rileyi (Far-

low) Samson; e na Nicaragua o mesmo fungo e uma espécie de

Penicillium também atacando lagartas de A. argillacea. O fun-

go Metarrhizium anisopliae também foi registrado em 1950 em
Columbia, Missouri (EUA) (Steinhaus, 1951).

No Brasil, a bactéria Pseudomonas aeruginosa

(schroeter) foi observada causando 100% de mortalidade en

criagdes de laboratdorioc de A. argillacea, no Instituto Biold-

gico de Sao Paulo (Lima et al., 1962 e 1963),

Habib (1978), no insetario da UNICAMP, isolou P.

aeruginosa, P. acidovorans Jong e Proteus rettgeri (Hadley)

de duas eplizootias em A. argillacea; em 1973 e 1976. Essas

bactérias facultativas foram observadas causando mais de 90%
de mortalidade sob condigoes de temperaturas e umidade relati
va bastante semelhantes as observadas por Lima e colaborado -

res.

A susceptibilidade de A. argillacea tem também

motivado estudos sobre possibilidades de controle por Bacillus

thuringiensils Berliner em preparagaes comerciais (Habib, 1977).
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Figueiredo et al. (1960) e Ignoffo et al. (196%4), a partir de
bioensalos em laboratdrio e no campe, comprovaram a eficiéncia
deste patOgeno como alternativa viével de controle do cﬁruquen
ré do algodao.

Tem-se observade também em algodoais da regido de

Campinas, SP, a ocorréncia natural e esporaddica do fungo Nomu-

raea rileyi em larvas de A. argillacea (Habib, Patel e Andrade,

nao publicado).

2.4.3. Insetos entomdfogos

Diversos trabalhos tem tratado de levantamentos
de inimigos naturais do curuqueré do algodao, (Myers, 1931;
Creighton, 1936a e 1936b; Hambleton, 1939; Montera, 1941;
Blanchard, 1942a e 1942b; . Lima, 1948; Caswell, 1962;
Calcagnolo, 1965; Habib, 1977); no entanto, poucos referem-se
& importancia desses agentes na dindmica populacional desse
ingeto (Myers, 1931; Pyenson, 1938 e Caswel, 1962).

No Brasil, Oliveira (1935) tratando da possibili

dade de controle de A. argillacea, considerou o diptero Sarco-

phaga chrysophora Schiner o principal inimigo natural dessa

praga, promovendo até 100% de mortalidade. No Paraguai, na re
- gido do Chaco, Nickell (1958) aponta de seus levantamentos de
inimigos naturais, alguns parasitos e predadores efetivos no

controle de A. argillacea.

Alguns pesquisadores como Wnltcomd & Bell (1964) e van

den Bosch & Hagen {(1966) tém demonstrado bem a importancia
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dos levantamentos de artropodos predadores nos agroecossiste-
mas americanos de algodao. Para esse agrosistema, sac ainda
poucos os trabalhos que fornecem uma analise quan@itativé mals
apurada dos efeitos dos insetos entomdf agos nas densidades po-
pulacionais de seus hospedeiros ou presas (Witcomb & Bell,
1964; Ridgway et al., 1967; Lingren et al., 1968; van den Bésch
et al., 1969; Ehler & van_den Bosch, 1974).

0s inimigos naturais, além de atuarem diretamente
no controle das populagées, podem ainda funcionar como disper-

sores e transmissores de doengas (Metcalf & Luckmann, 1975;

DeBach, 1964; Steinhaus, 1963; Tinsley, 1979 e Patel, 1981).
pDeve-se de maneira geral, considerar tais Iinimigos como
essenciais nos complexos que assoclam patogencs e seus hospe-~

deiros nas enzootias e eplzootias.
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3., MATERIAL E METODOS

3.1. Estudos de campo

Nas culturas de algodao de 1976/77 e 1978/79 em

Campinas-SP e 1977/78 e 1978/79 em Mogi-Guagu-SP, foram fei-

tas observagoes sobre a ocorréncia da virose poliedro-nuclear

em populagoes de A. argillacea (curuguere do algodao). Na pri

meira regiac, o trabalho fol desenvolvidc na Fazenda Santa Ge
nebra e na Estaqﬁo Experimental da UNICAMP; engquanto gue na
segunda, na Fazenda Campininha e algcdoais de peguenas pro ~
priedades nas vizinhangas dessa Fazenda.

Coletas de larvas, pré-pupas e pupas foram fei-
tas manualmente, sendo colocadas em sacos de tela de nailon
com folhas frescas do proprio algedac de onde foram coletadas.
Os individuos suspeitos de doenga ou parasitismo, foram acon-
dicionados individualmente em vidros de 3,2 cm de didmetro
por 8 cm de altura, tampados com chumaco de algodzo.

Durante maio de 1977 as larvas coletadas foram
mantidas no insetdrioc do laboratdric de Entomologia da UNICAMP,
em gaioclas de madeira (20 x 25 x 25 om) com as laterais fecha-
das por tela de nailon. Em 1978 e 1979, tanto em Mogi-Guacu

quanto em Campinas as larvas foram criadas em vidros de 25 cm

de altura e 15 cm de diametro, tampados com £ild. Exceto para

as lagartas coletadas em Mogi-Guagu em 1978, criadas em Campi
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nas com folhas de algcedao {cultivar IAC-18}) plantado na Esta-
¢do Experimental da UNICAMP, todas as outras foram alimenta -
das com folhas de algoddao do local onde foram coletadas. Ain-
da foi mantida no laboratorio, em cubas de vidro de 19 cm de
altura por 20 cm de diametro, uma criagao estogue de A. argi-
llacea. As larvas alimentadas com folhas de alﬁod%a da Esta.—
¢ao Experimental e adultos com solugao de sacarose a 20% (Ha-

bib, 1976).

Temperaturas e umidades relativas do laboratoric
foram registradas diariamente pela manha (8:00 h), ao meio dia
e A tarde (18:00 h). Os dados metereoldOgicos do campo foram
obtidos na se¢do de Climatologia do Instituto Agronémico de
Campinas, posto da fazenda Santa Eliza.

Os levantamentos de ocorréncia de virose e para-
sitismo, em campos infestados, foram feitos no final da safra
nas regides ainda verdes da lavoura. Foram computados no labo
ratério os individuos mortos ou moribundos. 0 diagndstico da
virose foi sintomatoldgico; gquande duvidoso confirmado por lé
mina de esfregago de hemolinfa e do tecido adiposo, fixado com
dlcool metilico absoluto (5 min) e corado com solucdo aguosa
de Giensa a 10%.

Os parasitos adultos emergidos no laboratdrio,de
pois de computados, foram identificados baseando-se em Monte-
ra {(1941), Blanchard (1942a,b), Lima (1948), Guimaraes (1974)
e em coleqab de referéncia do Depto. de Zoologia, UNICAMP, Os
Tachinidae foram identificados pelo Dr. J.H. Guimaraes (Museu

de Zoologla/USP, Sao Paulo). As formigas, pelo Dr. W.W. Benson

e P.8. Oliveira (Depto. de Zoologia/UNICAMP, Campinas).

Predadores e necrofagos foram observados, coleta-
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dos e criados durante todo o desenvolvimento do trabalho de
campo, para o estudo do seu papel come dispersores de virus.
No laboratdrio esses agentes foram alimentados com larvas de

A. argillacea mortas ou na fase pré-mortal da virose. A anali

se de fezes e mecdbnio dos parasitos e fezes dos predadores,fo

ram feitas & microscopia Optica comum e de fase.
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3.2. Obtengdo e purificagao de poliedros e particulas

para as infecgdes no laboratdrio foram usadas pre
paracoes semi-purificadas de poliedros Obtidaﬁ'por técnica adap
tada de Harrap et al. (1977). De 20 a 30 larvas de 69 estadio,

mortas pela virose, foram colocadas em vidros escuros de 300

ml, com agua de torneira e deixadas a temperatura ambiente por

mais de duas semanas. Tal procedimento permite gque pela putre-

fagdo, inbcua aos poliedros, e pela autdlise, grande parte dos
tecidos se decomponham, formando um precipitado esbranquigado
de poliedros abaixo de uma camada de tecidos decompostos. Toda
a preparacao a seguir foi tratad& em homogenizador Virtis, a
velocidade média, por 15 min e filtrada em gaze dupla. O pH
dessas preparagdes oscilou entre 6,5 e 7,5 nao sendo necessa-
ria a adigcdo de qualquer tampao para preservar a integridade
dos poliedros.

Para a concentra¢ao, seguiu-se uma série tripla
de centrifugagﬁo diferencial em centrifuga Sorvall RC2-B, ro-
tor SS5-34, & 3.000 gn (15 min), 1000 gn (30 s) e 2.000 gn
(10 min), com temperaturas entre -4 e OOC, sempre eliminando-
-ge o sobrenadante. O precipitado obtido assim apresentou-se
parcialmente purificado e de coloragao amarronzada quando
‘ressuspendido. Essas suspengoes estoques foram avaliadas quan
to ao nimerc de poliedros por mililitro utilizando~se o reti-

culo de Neubauer e guardadas no escuro a 7°C.

pPara os estudos morfometricos de poliedros e par
ticulas, seguiu-se a purificag¢ao inicial, um ciclec de ultra-

centrifugagdo em gradiente de densidade em equilibrio (saca-~
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rose, 30/70%) em centrifuga Beckman (modelo L5-65), rotor SW
65LTL a 90.000 gn por‘z horas & 4°C. © purificado de poliedros
obtido, foi ressuspendido em 10 volumes de agua deionizada

(pH 6) e concentrado duas vezes a 10.000 rpm durante 5 min.
Parte do precipitado foi levado & microscopia eletrdnica e Op-
tica. O restante foi tratado segundo método adaptado de Ber-
gold (19633) para liberagao das particulas em solugao alcali-

na. Dois miligramas e meio de poliedros foram ressuspendidos

em 1,0 ml de solugao de Na,CO, (0,025 M) e NaCl (0,05 M), A
preparagac foi mantida por 130 min A& temperatura asmbiente com
agitagdo constante para dissolugao dos poliedros. Seguiu-se a
esse tratamento uma centrifugacdoc a 3000 gn para retirada de
impurezas. As partlculas no sobrenadante foram concentradas

por duas vezes a 10000 gn durante 1 hora e ressuspendidas em

agua deionizada.
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3.3. Sintomatologia externa e histopatologia

Larvas de A. argillacea provenientes do campo, fo

ram infectadas por via oral no laboratdrio logo apbs a Gltima
ecdise larval. Sob lupa estereoscOpica e com © auxilio de mi~-

croseringa (Microliter 7005, Hamilton), foram colocados entre

1,5 a 2,0 ul de suspengao concentrada de poliedros (109 cip/ml)

diretamente na boca das larvas. Vinte e cinco das gue sorve -~

ram toda a dose, foram mantidas individualmente em placas de
petri (10 cm de didmetro), com folhas de algodac, para 0s es-
tudos de sintomatologia externa e histopatologia. Foram adota
dos os critérios de Steinhaus (1963) para a descrigao da se-
quéncia dos sintomas patoldgicos.

Tanto para a microscopia eletrdnica guanto a Op-
tica, seguiu-se as +éenicas de fixagéo, inclusao e microtomia
adaptadas de SjGstrand (1967) e Hayat (1972).

Larvas nas fase pré mortais da virose, foram dis
secadas sob lupa estereoscépica, em solugao isotonica de lava
gens, tamponada com cacodilato 0,4 M, pH 7. Partes do tecido
adiposo, intestino médio, tegumento, glandulas salivares, go~
nadas, tibulos de Malpighi, traquéias, masculos e ganglios
nervosos toracicos foram removidas e ilmediatamente colocadas
.em solugdo fixadora de glutaraldeldo e acroleina, ambos a 4%,
por duas horas. O material fol, em seguida mantido 24 horas

em solug@o de glutaraldeido (4%) na geladeira e 24 horas em

solucio isotdnica de lavagem, para depois ser fixado em solu

cao de tetréxido de dsmio (1%). Para a inclusao em resina
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Epon e Araldite {(Mollenhauer, 1964), seguiu-se a desidratagao
em bateria de Alcool etillco e banho em misturas de Oxido de
propileno e Epon (3:1, 1l:1 e 1:3). A resina foi polimeriéada
3 60°C por 2 dias.

Cortes semi~finos para a microscopia bptica e ul~
trafinos para a eletronica, foram obtidos em nitramicrétamo‘
Sorvall MT-2, Porter~Blum. Para & microscopia oOptica, foram
tratados 5 minutos com acido periddico a 1%, corados a quente
com azul de toluidina observados e fotografados. Cortes ultra
finos foram corados em acetato de uranila & 2% (mais de 15
min) e citrato de chumbo 0,2%; observados e eletrografados en

microscdpio eletrdnico Zeiss M9-5.
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3.4. Estudos morfométricos de poliedros e nucleow.capsideos

As analises da forma e tamanho des poliedros e
particulas, basearam-se em micrografias de preparacbes purifiw
cadas e de cortes ultrafinos, também usados na histopatologia.

Os poliedros e particulas purificados foram tra-
tados pela técnica usual de coloragao negativa (Hayat, 1972),
Gotas da suspengdo do virus foram colocadas em grades de cobre
(150 e 400 malhas/polz) previamente cobertas por pelicula de
parlddio (solugdo a 2% em acetato de amila) e diretamente va-
porizadas com carvao. A contrastagao foi feita com acido fos-
fotungsténio a 2% ou acetato de uranila a 2% (Noordam, 1973).
0 excesso de corante foi retirado apos alguns minutos e a pre
paragao examinada e fotografada.

As medidas de particulas nuas envelopadas e po-
liedros, foram tomadas diretamente dos negativos quando proje
tados em ampliador fotografico, obtendo-se os tamanhos reais

por conversao das ampliagoes.
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3.5. Bioengalos

Foram usadas para os tratamentos, larvas de A, ar-~
gillacea coletadas na regido de Campinas e mantidas na criagdo
geral do laboratdrio de Entomologia. O estoque original de vi-

rus de A. argillacea foi também obtido de larvas da regiao de

Campinas. O virus de Anticarsia gemmatalis foi obtido de larvas

doentes dessa espécie, coletadas em Londrina/PR.

As aplicagbes do virus para os bicensaios foram
sempre feitas por contaminagao de folhas frescas e tenras de
algodao.

para as larvas de 19, 29 e 3¢ estadlos, foram co
locadas quantidades conhecidas de poliedros, nas duas superfl
cies de discos foleares de 2,5 cmz. Apos 24 horas foram ofere
cidas folhas nio tratadas. Os discos tratados oferecidos  as
larvas de 1@ estadio, eram apenas parcialmente conmidos, e @
epiderme raspada, restando assim parte do mesdfilo.

Para os ensaios com larvas de 59 e 69 estadios,
desenvolveu-se um sistema para aplicacoes semelhantes as con-
dicoes usuais de Campo (Fig. 1). Um revolver comum de pintu-
ra, marca Arprex (modelo 5) foi acoplado A um compressor de
ar Joagar, tipo J2H/25, conjugado a um filtro e valvula Arprex
para pressoes constantes. Com esse conjunto, foram feitas duas
aplicagdes de suspensOes previamente determinadas de poliedros

a pressao de 40 lbs/p012, numa esteira vertical & 40 cm de
distincia movida por um quimdgrafo a 1,26 Km/h.

A distribuicao homogénea do aplicador foi estabe
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s i P 1

Fig. 1: Sistema adaptado para aplicagées de virus em labora-
torio
¢ = Compressor de ar

E Eagtetira

§

FV - Filtro e valvula conjugados
Q - Quimégrafo

R - Revdlver de pintura
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lecida aplicando-se solugoes de corantes em esteiras de papel
branco. A vazao para esse conjunto de regulagens fol de 1 nl/s.

Na esteira moOvel do aplicador foram fixadas fo-
lhas de algodao, cuja area havia sido previamente determinada
com auxilio de um planimetro. Apds 24 horas em contato com as
larvas, as sobras das folhas tratadas (guando haviam) foram
reavaliadas e por diferenca, a area consumida fol estimada.

0 célculo do niumero de poliedros'por drea folear,

foi baseado em contagens na microscopia Optica, do nimero de

poliedros distribuidos em ldminas de microscopia tambem pre-
sas na esteira e gue receberam as mesmas aplicagoes (Fig. 2).
Dessa forma, pode~se estimar o nimero de poliedros ingerido
por larva de 5¢ e 69 estadios.

As lagartas durante os ensaios foram mantidas em
grupos de 40 & 50 individuos, em cubas de vidro de 33 cu  de
altura por 21 ¢m de diémetro, tampadas com £ilo6. Para o ensaio
com larvas de 69 estadio privadas de ar, as cubas foram tampa
das hermeticamente com plastico.

As mortalidades foram diagnosticadas e registra-
das diariamente. Para o calculo do tempo letal, para larvas
de 69 estadio, essas foram computadas em intervalos de 8 ho-~
ras. Para todos os ensalos as mortalidades foram corrigidas de
acordo com a formula de Henderson e Tilton (1955) e apresenta-

das em graficos "Log.~Probit.".
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Fig. 2: Aplicagao de virus em laminas de microscopia para ava-

liagao de distribuigao

L.: Laminas
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3.6. Fisiopatologia

para os estudos fisiopatoldgicos, tanto nos regis
tros de atividades de ocelos quanto de estomodéu, foram usadas

larvas de 69 estddio de A.argillacea, na fase prée-mortal ii da

virose.

Larvas sadias foram coletadas no campo e infecta-
das no laboratdrio por ingestac de 2 ul de suspensao de
9,683109 CIPs/ml. Foram mantidas em placas de Petri com folhas
de algoddo até o surgimento do sintoma pré*mortal*

Para os registros eletrcgréficos, ag larvas foram
imobilizadas sobre um suporte de isopor, presas por papel celo
fane fixado com alfinetes; sempre com a regiao ventral voltada
para cima. Foram usados microelétrodos de tungsténio (0,2 mm
de diametro iniﬁial) afilados eletroliticamente e isclados em
verniz isolante (G.E. 9564) (Levick, 1972). Como elétrodo de
referencia, fol usado um fio de prata clorada enveolvido por
algodao umedecido em solucgac salina e fixado sobre a regiao
ventral da larva. Os sinais foram amplificados e filtrados de
maneira convencional por uma sonda de alta impedancia HI P.511
e por pré-amplificador Grass P.511; sendo enviados a um osci-
logscOpio Tektronix 5103N e a um monitor de audio Grass AM-3.

Tanto os registros de atlvidade de cceleo nas lar
vas sadias como doentes foram feitos no segundo ccelo esquerdo

da larva (considerando-se como primeiro o mais dorsal), colo-

cando-se a ponta nao isolada do elétrodo apenas em contato com

a cornea. Para os registros escofagiancs, os elétrodos foram
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introduzidos via cavidade bucal até o infcio do estomodeu. Es~
tas operagoes foram possiveis com o uso de um porta-elétrodos
regulivel e aux{lio de lupa estereoscopica (Pig. 3).

| Os estimulos usados para os registros ocelares
foram obtidos de uma lanterna oftalmoldgica. Foram padroniza-

dos em 3000 R.m/m2 em ambiente de penumbra (O¥l'£m/m2)«

Fig. 3: Sistema para registros das reapas#aa eletrofisiologi-
cas
PE - porta-elétrodos
L = lagarta
RF - elétrodo de referéncia
REG - elétrodo de registro

5§ =~ sonda de alta impedanecia
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudos de campo

4.1.1. Ocorréncia natural de VPN, com avaliagao do seu potencial

Na regizo de Campinas a VPN de A. argillécea foi
observada pela primeira vez durante este trabalho em 1377. Le-
vantamentos feitos no segundo decanato de malo, no final da sa
fra, mostraram mortalidades muito baixas devido & virose, infe
riores a 1%. Na mesma época, larvas de 59 e 69 estadiocs, pre-
pupas ¢ pupas foram coletadas e criadas no laboratdrio. O mate
rial coletado apresentou em 10 dias, no laboratdério, um total
de 56,72% de mortalidade devido a virose (detalhes na Tabela

1).

TABELA 1. Porcentagem de mortalidade devido ao VPN em diferen-—

tes estdgioe de desenvolvimento de A. argillacea (238
individuos; Mato/1977).

ESTAGIO Larva Pré~pupa Pupa

% de mort. 17,03 9,62 13,32

A ocorréncia de baixa mortalidade devido ao virus

no campo, pode representar apenas mais um fator natural de mox
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talidade., Por outro lado, sob determinsdas condigoes, uma en-
zootia pode também transformar~se em uma epizootia, com  ni-
veis maiores de mortalidade e efeito mals dréastico na popula-
¢d3o do hospedeiro. A fase enzodtica de uma doenga também tor-
na-se de alto valor guando sac feitas aplicagoes do mesmo pa-
tdgeno. Coaker (1958) concluiu ser de valor du;idoso 0 uso da

VPN de H. armigera (Hiilbner) em algodoais da Uganda onde a vi-

rose nac fosse enzodtica. No Egito, Abul-Nasr (1959) também

congiderou a ocorrencia natural da doenga como importante fa-
tor na dinamica do controie pelo uso de VPN contra a lagarta
desfolhadora do algodac P. litura.

Tem sido generalizado que todas as doengas vird-
ticas tém um limiar superior de temperatura para um Otimo ni-
vel de infecgao e desenvolvimento, @ que assim, © tempo neces
sdrio para a morte é mais uma fungao hiperbdlica da temperatu
ra do gue exponencial (Dutky, 1959). Para a umidade relativa
no entanto, apesar de varios autores terem-na correlacionado
com maiores e menores incidéncias de VPN em varios hospedeiros
(Harville, 1955; Vago & Cayrol, 1955; Szirmai, 1957; Schimidt
& Philips, 1958; Wallis, 1957; Macovitch, 1958), outros pesqui
sadores também tém demonstrado nao haver essa influéncia (Balch
& Bird, 1944; Thompson & Steinhaus, 1950 e Krieg, 1955).

0 aumento de mortalidade observada no periodo aci
ma mencionado, devido ao virus, pode ser associado a um estres
"se causado pelas mudangas das conﬁig@es de temperatura e umida
de relativa, e nao as condig¢des por si 56 (Tabela 2).além de

outros fatores abidticos.e bibGticos que atuam numa criacgio de

laboratdorio de insetos coletados no campo.



TABELA 2. Temperatura e umidade relativa no campo duragnte as
coletas e do laboratorio durante a manutengae  da

ertagao (1877)

PERICDO MEDIAS DE TEMPERATURA (°C) WMIDADE
Max. MIN. AMPL, MEDIA  FELATIVA (%)

20 dec. abril 25,7 16,1 9,6 20,9 74,9
Carpo 10 dec. maio 27,2 16,4 10,8 21,8 71,2

2% dec. maio 23,5 11,8 11,7 17,7 75,8
Laborat. 39 dec. maio 25,0 19,0 6,0 22,1 43,5

Os dados da Tabela 2 indicam que os individuos
transferidos do campo para O laboratorio sofreram & queda da
umidade relativa média (de 75,8 para 43,5%) e encontraram tem
peraturas minimas mais altas, com consequente redugao das am=-
plitudes e aumento da temperatura média. Tais alteragoes, po-
dem ter funcionado como estressores provocando o desenvolvi -
mento da virose nos individuos portadores, coincidindo com
observaqées de varios autores, como Suzuki & Sakizaki (1925),
Sakai (193%), Ishimori (1961), Aizawa & Sato {1961) e Aruga
(1963a) apud Aruga, 1963

De acordo com Vago (1963), torna-se muito difl-
cil conhecer os mecanismos exatos de agao da temperatura e
umidade relativa na incidéncia de uma determinada doenga dada
a heterogeneidade dos casos registrados. No entanto, as alte-
 ragbes desses fatores tém sido sempre indicadas como estresso

ras para insetos, porquanto interferem mais na homeostase do
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organismo pecilotérmico (Steinhaus, 1958 , 1960 ; Aruga, 1963;
Vago, 1956 ).

Nas condigdes de laboratdrio podem atuar ainda,
em maior ou menor escala, fatores abidticos como a auséncia de
luz solar direta, fotoperlodo e teor de Oxigénio disponivel.
Também, devem atuar fatores bidtices como qualidade de alimen-
to fornecido e densidade populacional nas unidades da criagao.

Num balango geral as condigSes artificiais de criagao sao qua

se sempre favoraveis ao desenvolvimento de doengas nos inse -

tos (Steinhaus, 1953).
No presente trabalho, ©s levantamentos feitos em
1978 e 1979 em Mogi-Guagu, ndo evidenciaram a ocorréncia natu

ral de VPN em A. argillacea nos meses de fevereiro e margo.

Nesses dois anos as infesta¢oes pela praga foram baixas devi-
do ao uso intensivo de defensives na regiao, e nao foram fei-
tas observacoes no final das duas safras.

Em 1978, as larvas e adultos coletados em Mogi-
Guagu foram criados no laboratorioc de Entomologia da UNICAMP.
A primeira geragac, alimentada com folhas de algodao na Esta=-
cao Experimental da UNICAMP, sofreu 100% de mortalidade devi-
do ao VPN, nao passando do 4¢ estadio larval. As condig¢oes de
laboratdério, como ventilacao precaria e alta densidade popula
cional (n9 de larvas por vidro), pareceram ter atuade como
principais estressoras. A temperatura e umidade relativa duran
. te a ocorréncia da virose nao sofreram grandes alteragdes, di
ferindo pouco das médias encontradas no campo (Tabela 3) e

dentro do considerado adequado para a espécie (Habib, 1977).
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TABELA 3. Comparagac entre a@ condigoes de campo e laborato-

rio durante a ocorréncia de VPN em fevereiro e mar-

eo, 1378
29 dec. fev. 3¢ dec. fev. 19 dec. mar,
7(°C) ur(z)  T(°c)  UrR(®)  T(YC)  UR(®)
Laboratdrio 28.8 77.0 28.7 71.6 | 26.9 72.6
Campo 25.6 72.0 24.2 "73.3 23.5 80.4

O fato de nido haver infestacgao de A. argillacea

na Estacao Experimental da UNICAMP e portanto o alimento for-
necido dificilmente estar contaminado com VPN, sugere a possi
bilidade dessa geragao ter adquirido o virus via-ovo da gera-
gio parental trazida do campo (Mogi-Guagu). As condigoes  de
criagdo a que foram submetidas as larvas, desde a eclosao, de
vem ter sido suficientes para ativar o virus latente e provo-
car a alta mortalidade observada. De maneira geral, sabe-se
gue em muitos lepidopteros a transmissao ovigénica de virus
ocorre em altas proporgoes via contaminagao do cobricn ou via
infecgdo no embrifio (transovariana) (Steinhaus, 1954; Bergold,
1958; Smirnoff, 1962 e Hamm & Young, 1974). A transmissao via-
ovo chega a ser tio efetiva que Martignoni e Milstead (1962},
sugeriram a contaminagdo da genitalia de fémeas de Colias
eurytheme Boisduval, como método de introdugao e controle des

ta praga. O mesmo fol sugerido por Nordin (1976} para Hyphan-

tria cunea {(Drury).

purante fevereiro de 1979 fol feita uma pequena

criagio (120 larvas) de A. argillacea na Estagao Experimental

de Mogi-Guagu. Larvas de 49 e 59 estadios foram coletadas e
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mantidas nas mesmas condiqﬁas gque no anterior em Campinas, po-
rém em ambiente aberto e sujeitas &s suas condigoes climadticas.
A ocorréncia de 9,16% de mortalidade pelo VPN em larvas de 69
estadio confirma nessa época a existéncia da infecgao, ao me-
nos na forma latente, na populagao do campo. Os fatores respon
siveis pela manifestagao da doenga neste caso devem ter si&o
os mesmos efeitos estressores gue atuaram no ano anterior em
Campinas. Acredita-se que mais para o final da safra, quando
as aplicagoes de defensivos quimicos diminuem ou param total-
mente, a densidade populacional alta, também tenha no campo o
mesmo efeito estressor, Tal fato foi comprovado no presente
trabalho para a regido de Campinas e o fendmeno € bem demons-
trado para outros insetos susceptivels ao VPN (Thompson &
Steinhaus, 1950; Ehler & van den Bosch, 1974; Tinsley, 1979).
De maneira geral 08 patdgenos de insetos agem co
mo fatores de mortalidade dependentes de densidade (Steinhaus,
1954; Tanada, 1963 e 1967). As observagoes em Campinas mostra-

ram diferentes incidéncias de VPN em larvas de A. argillacea

quando em alta densidade populacional. As observagoes em Mogi-
Guacu em fevereiro e margo de 1978 e 1979, nac revelaram ocor-
réncia natural de VPN em baixas densidades populacionais. Maio
res levantamentos no inicio das infestagoes em Campinas e ou-
tras regices poderiam no entanto mostrar se ao medelo de ou-

tras poliedroses, a de A. argillacea tambeém pode se iniciar =&

baixas densidades {Hall, 1953; Bird, 1954; Bird & Elgee, 1957;

Tanada, 1961, Tanada & Omi, 1974).
As observacgces de campo em Campinas, na segunda

quinzena de abril/1979, mostraram para A. argillacea em alta

densidade populacional, variagles entre os niveis de ocorrén-



(34}

4
]

cia de VPN com uma nédia geral de 7,89% de mortalidade (Tabe-

la 4).

TABELA 4. Ocorréncic de VPN em A. argillacea, Fazenda Santa

Genebra, Abril/18738

MORTALIDADE DEVIDA AQ VEN TOTAL
DATA " LARVA PRE-PUPA  PUPA % TOTAL AMOSTRADO
17/1V - 1 ! 2,56 78
24/1V 4 32 53 15,18 586
26/1IV 6 i5 12 3,81 865
27/1V 12 2 5 4,83 393
29/1V 6 - 30 10,46 344
TOTAIS 28 50 101 7,89 2.266

A heterogeneidade do campoe, relativa a disponibi
lidade de folhas nessa época final de safra (apbs a primeira
apanha), produz uma aistxibuigéo“bastant& tendencicosa das lax
vas, principalmente concentradas em manchas na lavoura ou ao
longo das curvas de nivel (terragos) onde as plantas ainda
oferecem condigoes favoradveis. Entre essas regides a qualida-
de e quantidade de folhas sustenta mal e de forma nao unifor-
me uma densidade alta de larvas de A. argillacea, que assim
condicionadas a um maior ou menor estresée éaugade pelo ali -
mento precidrio e superpopulacac, devem sofrer a virose em di-
ferentes nilveis.

As porcentagens de mortalidade encontradas na re

giflo de Campinas indicam o VPN como um importante fator de

controle natural do "curuqueré do algodao”. No entanto somen-
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te o manejo adequado deste fator poderia resultar em malores

nivels de mortalidade, ou epizodticos, controlando gquando ne-

cessario as infestacoes dessa praga. Numa sitﬁagﬁo difeﬁent&,
Steinhaus & Marsh (1962) ao registrarem a ocorréncia de 100%
de mortalidade pelo VPN em larvas de A. argillacea no Novo Mé
xico, salientaram ndo haver inicio de infestagbes nos campos
vizinhos, indicando assim para agquelas condigoes, eficiéncia

do virus como agente no controle natural.

A ocorréncia do fungo entomogeno Aspergillus pa-

rasiticus Speare em adultos de A. argillacea no laboratorio e

Nomuraea rileyi (Farlow) Samson em larvas de campo (Habib, Pa

tel e Andrade, nao publicado), sugere que na natureza tals
patbgenos também sejam importantes na dinamica populacional
deste inseto, formando com insetos entomdbfagos um complexo de

agentes bibdticos de controle natural.
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4.1.2. Papel dos inimigos naturais na dinamica da virose

Afora a Obvia importancia de patéggnms na dinami-
ca de controle populacional de insetos, a presenca de predado-
res e parasitos tem mostrado ser fundamental na manutengao e
requlagio das fases epizodticas. O exemplo clissico das vespas

pragéé do Abeto e Pinheiro, Gilpinia hercyniae (Hartig) e Neo-

diprion sertifer (Geoffroy) acidentalmente introduzidas nos

Estados Unidos e Canadd por volta de 1900, constitui-se hoje
um dos melhores modelos matemidticos sobre epizootias (Poole,
1974) . Foi a introdugao acidental de parasitos naturais euro-
peus, a responsavel pela introdugao e a dispersao do VPN nas
populactes destas pragas, causando mortalidades normalmente
proximas & 100% (Balch & Bird, 1944: Dutky, 1959; Nielson &
Morris, 1964 e Tinsley, 1979).

| Durante o més de abril de 1979, as porcentagens

de parasitismo em populagoes de A. argillacea, em Campinas,

variaram entre 26,24% e 32,56%, com uma média geral de 28,28%.
0 parasitismo por dipteros mostrou-se significativamente maior
que ¢ causado pelos himendpteros, que a predacac ou que to-

dos os outros fatores juntos (Tabela 5).
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TABELA 5. Porcentagens de mortalidade natural, em A. argtllacea,

Campinag, S.P.

, Abril/1873,

MORTALIDADE NATURAL (%)

COLETA PARASITISMO PREDACEO : INDIVIDUOS
HYMEN. DIPT. TOT. OBSERVADA V.P.N. OBSERVADOS
1 8,97 21,79 30,76 0 2,56 78
11 8,02 20,81 28,83 0,34 15,18 586
ITT 2,31 23,93 26, 24 3,23 3,81 865
v 2,29 30,27 32,56 1,52 4,83 393
v 1,45 25,58 27,03 0,87 10,456 344
MEDIA 24,40 29,08 1,72 7,87

3,88

Nessa época, quando nao sac feitas mais aplica -

¢Ges de inseticidas no algodao, notou-se que o controle natu-

ral de A. argillacea pode atingir altos niveis (em média

38,67%). Habib (1976) observou em Indiapora/sP, uma baixa in-

festagdo por A. argillacea (26%), numa area de 200 alqueires

de algodao ndo tratado por inseticidas quimicos, associando o

fato & aqﬁo dos inimigos naturais. Glik & Lattimore (1954) e

Gaines (1954) tém sugerido técnicas e produtos a serem aplica

dos em agrossistemas de algodao, com o intuito de se preser -

var ac maximo a fauna de inimigos naturais,

. também essa forma de controle.

apoiando assim

0 uso experimental de inseticidas para a exclusao

intencional de inimigos naturais, tem demonstrado bem o papel

do controle natural de Trichoplusia ni, em campos de algodao
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da California (Ehler et al., 1973 e Ehler & van der Bosch,

1974) . No entanto, em populagoes de A. argillacea poucos tra-

balhos apenas referem-se a acao de predadores e parasitos
(Myers, 1931; Pyenson, 1938 e Nickel, 1958).

O impacto da agao sd dos predadores parece ter
sido sempre subestimado, uma vez que eles destrcem e removem‘
uma fragdo de individuos da populagao, que acabam nao sendo

computados.
A. Parasitos:

No presente trabalho foram encontrados principal
mente dipteros Tachinidae parasitando larvas de A. argillacea,
seguidos em frequéncia pelos Sarcophagidae e himendptercos em
geral. A Tabela 6 apresenta as porcentagens aproximadas do pa
rasitismo observado e o tipo de relagao travada com o hospe-

deiro.
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TABELA 6. Paragitos coletados, relagao com o hogspedetro e porcentagens

aproximadas de ocorréncia (Abril, 1979, Campinas, 5P)

PARASITO

DIPTERA
Tachinidae
Patelloa similis (Towsend)
Archytas sp
Winthemia sp
Sarcophagidae
Sarcophaga sp

Nao ident.

HYMENCPTERA
Chalcididee
Bragmgr_ia spp
Spilochalcis sp
Eulophidae
Euplectrus comstockii Howard

Braconidae
Rogas sp (Nees)
Tchnearonidae

Paracharops sp {(=Charopsinorpha)

Hemiteles monterai Lima

A existéncia de uma enzootia numa populagado, nao
s8 garante uma certa mortalidade pelo patdgeno como também in

terfere no desenvolvimento, reprodug%o e potencializa fatores

RELACEO OM
HOSPELEIRC

1

Erdoparasito larval/pupal

L1

Endoparasito pupal ou Hiperp.

Hiperparasito (Ichneum.)

Superparasito ectbfago

Endoparasito larval

Endop. larval

Hiperparasito de Rogas sp

paturais de mortalidade como outros patbgenos, predadores e

% de

ocorrencia

59,5

10,0

6,7

1,0

3,2

1,0
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parasitos. Tals fatores sao conhecidos por atuarem na faixa
da populagao que estd desviada das condigoes Otimas ou seja,
o8 tipicamente doentes, atipicamente doentes, os com a infecM
¢do latente (Classificagao segundo Steinhaus, 1949]. Esse fa-
to, tem sido demonstrade para insetos praga de algodao (Dulma
ge, 1973 e Falcon, 1971). '

Acredita~-se que a agao conjunta de patdgeno e
inimigo natural passa a ser o mais sinérgico possivel, em ter
mos de controle, guando os seguintes requisitos sao preenchi-
dos:

i. Inimigo natural nio é susceptivel ac patdgenc,

2. Patdgeno ou inimigo natural (separadamente) nao redu-
zem drasticamente a populagao hospedeira,

3. Inimigo natural atua eliminando tanto individuos infec
tados {(doentes) como sadios (suseptiveis ou nao ao patd
geno) ,

4, Inimigo natural @ transmissor ou disperscr {(nac exclusi

vo) do patdgeno.

(¥ z]
.

Ambos conseguem se manter no ambiente, na auséncia do

hospedeiro principal.

DeRBach (1964) estabelece que o0s patdgencs de in-
setos podem preijudicar outros agentes de controle natural
indiretamente, reduzindo muito‘'a populagao hospedeira ou dire
t§mente, infectando-cs ou compétindo com eles nos tecidos do
hespedeiro.

No presente trabalhe o parasitismo por dipteros
foi preijudicado em 28,5% pela ocorréncia da virose enquanto

que, o parasitismo por himendptercs em 9,3%. A Tabela 7 mos-
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tra as porcentagens de mortalidade em dipteros e himendpteros

nas diferentes coletas.

TABELA 7. Porcentagens de mortalidade em dipteros e himenopte-

ros parasitog de A. argillacea durante o més de abril

t

de 1979, Campinas, SP,

Ne de parasifos obseryados $ de mortalidade

Coleta ‘
DIP, HYM, DIpP, HYM.
1 17 7 0,0 0,0
II 122 47 17,2 10,6
ITY 207 20 28,5 10,0
v 119 9 54,6 11,0
Total 553 88 28,57 9,3

Dentre cs dipteros, tanto os Tachinidae como 08
Sarcophagidae foram prejndicados. Nos himendpteros, o dano
foi verificado apenas para os Icneumonideos e hipeiparasitos
calcidideos, cujos casulos nao originaram imagos. Essas esti-
mativas devem ainda estar subestimadas, uma vez que registram
apenas oOs pérasitos que conseguiram terminar o desenvolvimen-
to larval, deixar o hogpedeiro e empupar, para finalmente nao
emergir. Aqueles que por falta de condicoes adequadas dos te-
cidos do hospedeiro nao passaram do estagio larval, acabaram
nio registrados, e a mortalidade do hospedeirc foi atribuida
ao VPN. Para os Chalcididae endoparasitos e para os ectopara-

sitos Eulophidae, a extensao do prejuizo pela ocorréncia da
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virose sbd poderia ver verificada em condigoes de laboratodrio,
uma vez que 0s primeiros emergem diretamente das pupas de A.

argillacea e os ectoparasitos tiveram uma ocorréncia virtual.

A ocorréncia dessas mortalidades nos parasiteos pode sugerir
uma interacdo recente entre esses entombfagos e o patdgeno.Ca
so contrario, interagoes bastantes co-evoluldas, permitiriam
ou uma malor seletividade para hospedeiros sadios ou uma apti
dio para desenvolverem-se em individuos doentes. Segundo
DeBach (1964), al%uns parasitos selecionam hospedeiros infec-

tados com microsporidio, Apanteles glomeratus seleciona os sa

dios e o Tachinidae Parasetigena segregata Rond. seleciona os

sadios ou ligeiramente infectados. Tails estrateglas, envolven
do selegao de hospedeiros s3ao bastante adaptativas, evitando
os efeitos desvantajosos do hospedeiro inadequado e aumentan-
do a aptid@o da espécie.

Estudos histoldgicos em pupas de Tachinidae nao
evidenciaram uma acao direta do patdgeno nos tecidos desses
parasitos.

A ocorréncia de grande nimero de poliedros nas

pupas de BA. argillacea, hospedeiros desses parasitos, reforga

a idéia de uma competicdo por tecidos, acarretando num subs ~
trato insuficiente para o completo desenvolvimento. O fato de
nao se ter detectadé diferenga significativa entre 0s tamanhos
dos puparios de dipteros nao emergidos devidc ao VPN e os emer
gidos, sugere gue ‘devem ocorrer problemas mais de ordem quali-
tativa e no final do desenvolvimento pupal.

A principal forma de dispersao do VPN de A. ar-
gillacea, observada no presente trabalho foi atribuida aos

dipteros. Adultos foram observados no campo, alimentando-se ex
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clusivamente em larvas, pré-pupas e pupas (Fig. 4}, total ou
parcialmente mutiladas, mas sempre com o VPN, Outras vezes, vi
sitando e alimentando-se em abrigos vazios de pupas, ou restos
liquefeitos sobre as folhas; sempre com poliedros. A ocorrén-
cia de poliedros intactos nas fezes dos Tachinidae e Sarco -
phagidae, cenfirma o papel desses parasitos como dispersores
da doenga. Também, foi observada a presenga de poliedros no
mecdnio dos himendpteros, no entanto, a possibilidade de que
as fémeas sejam vetoras no momento da oviposicao nao foi de-

monstrada.
B. Predadores

Os principais predadores observados no presente

trabalho, foram hemIpteros e vespas (Tabela 8).

TABELA 8. Predadores observadeos, porcentagens aproximadas de

ataque em A. argillacea (Abril, 1973, Campinas, SP)

Predador % de observagao
HEMIPTERA
Pentatomidae
Asopinae 28,0
Pentatominae 8,5
Reduviidae (ninfas) 19,0
HYMENOPTERA
Vegpidae
Polybia occidentalis (White) 11,0
Polistes canadensis (Linn.) 5,5
) Polistes sp 5,0
NEUROPTERA
Chrysopidae
Chrysopa sp 5,0
COLEOPTERA
Tenebrionidae ' 3,0

Coccinelidae 11,0
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Fig. 4: Sarcofagideo alimentando-se de

i

lagarta de A. argillacea morta

por VPN, no campo.
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tactos nas fezes O que pode ser explicado, por nao possulrem
pH intestinal alcalino, necessario para a dissolugdo desses
corpos de incluszo.

Muitos outros restos de larvas, pré-pupas ou pu-
pas, parcilalmente comidos e com VPN, foram observados, porém
por nao ter sido possivel associd~los a qualqueripr@dador,nﬁd
foram computados como mortalidade.devida a esse ou aquele fa-
tor.

Uma terceira categoria de insetos de importancia
na dispersdo do virus no campo, fol a dos necrbfagos; princi-
palmente representada pelas formigas. Grupos grandes, de 40 a
60 operarias e soldados de Pheidole sp (Myrmicinae), ou gru-
pos menores, de 8 & 12 operdrias de Conomyrma sp (Dolichoderi
nae), foram observados associados a abrigos nas folhas onde
haviam pupas e larvas ou restos mortos por VPN. Tal categoria,
deve ser a principal responsavel pelos abrigos de pupas vazios
e restos liguefeitos de larvas chservados sobre as folhas, uma

vez que retalham e removem GS individuos mortos pela virose.
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Fig. 5: Percevejo predador alimentando~ge de larva .

de 4. argillacea doente por VPN, no campo.

§: Percevejoe predador e neerofage, alimentando-se de lar

Fig.

vas infectadas por VPN, no laboratorio.



(45)

As porcentagens de ataque assinaladas, nao se re-
ferem absolutamente ao papel desses predadores na dinamica da
populagdo observada, e sim propor¢oes diferentes no ataqué,
quanto a frequencia observada. Avaliacbes quantitativas sobre
a predagdo, tem demonstrado gue dependendo das dimensoes par-
ticulares do habitat, os predadores agindo ccmo’pmlifagmg ou
generalistas, podem promover um controle mais consistente e
completo que os especlialistas (parasitos), no entanto nao sao
t3ao capazes de exercer regulacic, uma vez que atuam mais de
uma maneira independente de densidade (Huffaker et al., 1369;
Fhler & van der Bosch, 1974).

No campo, a predagao pelos hemipteros {(Fig. 5)
foi observada ser sempre em larvas atacadas pelo VPN, embora
na maioria das vezes nos estagios iniciais da doenga. Quando
criados no laboratério com larvas infectadas, os percevejos
nio apresentaram quaisquer sintomas patolégicos, desenvolven-
do-se e reproduzindOwSQ de forma aparentemente normal (Figs.
6a, 6bl.

Vespas foram observadas no campo, predando lar -
vas sadias e com VPN e transportando-as, muiito provavelmente
para os seus ninhos. Polistes spp (Fig. 7) mastigavam as lar-
vas fazendo com o auxllio do primeiro par de pernas, uma boli
nha, para depois transporta-las. Essas vespas nac se alimenta
ram no laboratério nem de larvas sadias ou doentes.

Coledpteros (Fig. 8) e Chrysopa sp, foram cria-
dos alimentando-se de larvas e pré~pupas na fase pre-mortal
da doenga, ndc mostrando sinais de que © alimento nao fosse
adequado.

Todos esses predadores apresentavam poliedros in



Fig. 7: Polistes 8p predando larva de A. argillaces

com VPN, no campc.

Fig. 8: penebrionidec alimentando-ge de pré-pupa de A

argillacea com VPN, no laboratorio.

&
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4.2. Estudos de laboratorio

4.2.1. Sintomatologia externa

Durante muitos anosg, uma doenga comum em larvas
do bicho da seda e outros insetos, fol conhecidar apenas pelos
seus sintomas, e referida como ictericia (hJaundice"), doenga
da murcha {("wilt disease"), doenga de subir ("Wipfelkrankheit”®)
ou doenga dos poliedros ("Polyederkhrankheit") (Cornalia, l856;
Maestri, 1856; Chapman & Glaser, 1915; Aizawa, 1963; Smith,
1967) . Bargold (1947) conseguiu demonstrar por ultracentrifu-~
gagdo analitica e micrografias eletrdonicas gue trata-se de
uma doenga virdtica, hoje conhecida por poliedrose nuclear.

De acordo com Drake & McEwen (1559) e Vail & Hall
(1968b), mesmo dentro de uma mesma espécie, encontram-se varia-
¢ées na progressao da infecgao pelo VPN e portanto, no apareci
mento de sintomas externos.

Larvas de 69 estddio de A.argillacea, quando su-
jeitas a altas doses de VPN apresentaram no laboratdrio, sinto
mas semelhantes aos observados no campo, CoOm mortalidade em me
nos de 4 dias. O desenvolvimento da infecgao, foi marcado por
ginais tanto comportamentais quanto morfoldgicos, sendo possi-
vel uma caracterizacdo da cronologia da virose, por esses pard
metros. As trés fases principais foram bastante evidentes: a
PRE-MORTAL, a MORTAL e a POS-MORTAL. Essas por sua vez, pude -
fam ainda ser subdividas guando melhor caracterizadas (Tabela
9) . Dependendo das condicoes particulares de cada caso, o tem-
po necessario para as diferentes fases ou divisdes, variou mar

cadamente (Fig. 9).
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Os sintomas comportamentais na fase pré~mortal,
foram de certa forma sutis, e variaram sob determinadas condi~-
coes, a despeito da propria progressac da doenga.

0 deslocamento ou movimentagao voluntiria cessou
nQrmalmente na fase pré-mortal I, principalmente se esta era
alcangada durante o dia, sob temperaturas mais altas. Por ou-
tro lado, podia voltar a ocorrer ou permanecer até o comegé
da pré-mortal III, durante os periodos de maior atividade; a
noite e nas horas menos quentes. De qualguer forma, uma para-
lisia irreversivel antecedeu a morte, podende durar de poucas
horas a meio dia. Muitas vezes, num ultimo deslocamento, as
larvas sablam pela folhagem ou paredes do recipiente, com a
perda do tono muscular nas pernas toraxicas (pré-mortal I11I)
ficaram penduradas apenas pelas garras das falsas pernas abdo-
minais, formando-se o quadro sintomatolégico classico (Fig.
10), citado por muitos autores (Chapman & Glaser, 1915; Tana-
da, 1959; Aizawa, 1263; De Bach, 1964; Smith, 1967; Vail &
Hall, 1969a).

Deslocamentos rapidos de fuga, ou movimentos brus
cos com a cabeca em resposta a estimulo de toque, rarearam en
tre 36 e 48 h. e desapareceram entre 48 e 60 h. apds a infec-
¢ao. Tal zintoma também foi citado precedendo a morte por VPN

em Trichoplusia ni (Drake & McEwen, 1959).

A alimentagao foi normalmente abandonada entre
24 e 48 h., variando também um pouco com o pericdo normal de
. maior atividade das larvas. Vail e Hall (1969b) mostraram va -
riacdes individuais na alcalinidade do tubo digestivo, poden-
do causar diferentes niveis de dissolugoes dos poliedros inge
ridos e a possivel inativagdo de parte das particulas virais;
o gue determinam velocidades diferentes na infecgao. Ndo sao

evidentes maiores sintomas associados ao trato digestivo, embo



Fig. 10 - Sintoma comportamental em larva de A.

tada por VPN,
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argtllacea infec
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ra este seja apontado como o primelro sitio da replicacao vi-~
ral (Bird, 1949; Drake & McEwen, 1959; ¢ Adams
et al., 1977) . Poliedros nas fezes e uma ocasional disenteria
foram observados respectivamente no inicio e fim da faaé pré-

-mortal.

Larvas sadias de A. argillacea podem apresentar
predomindncia de coloragao verde ou preta na regiio dorsal; in
terpretada por Calcagnolo & Sauer (1955) como um fendmeno -de-
pendente da densidade populacional. As alteragoes da coloragao
descritas na tabela 9, se enguadram ds larvas de predominlncia
de cor verde, uma vez que foram as consideradas normais por
esses autores.

Durante o desenvolvimento da virose, as larvas es
curas sofreram menos alteragoes na coloragao e brilho do dorso
do que as claras. Independente do tipo de larvas, tails altera-
goes ocorreram devida a infeccdo no tecido adiposo e na epider
me. Tais alteracdes internas justificam ainda a tipica flaci -
dez observada.

Flacidez e inchago ocorreram decorrentes do avan-
cado estado de infecgado e degeneragao dos tecidos. Os segmen-
tos do corpo ficaram fortemente marcados, com o tegumento fino
e distendido. Entre 78 e 90 h apéé a infecgao, © corpo rompeu-
~-se facilmente, o0s tecidos encontravam-se indistintos, com
consisténcia pastosa ou até liquefeitos, e um forte odor carag
teristico podia ser percebido.

Como salientou Bergold (1958), sintomas externos
nio sao sempre suficientes para um diagndstico apurado da po-
liedrose nuclear, devendo em certos casos ser acompanhado de
estudos 3 microscopia. A presencga de poliedros foi verificada

na hemolinfa, tecido adiposo de larvas recém mortas e nos te-
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cidos decompostos nas fases pos-mortals durante O presente tra
balho.

A sequéncia de sintomas em larvas do 19 ao 59 es-
tadios, foil bastante semelhante 4 descrita para ¢ ultimo. Lar-
vas até o 49 estadio no entanto, pareceram ter as fases pré~
mor tais e mortal relativamente mais rapidas, pitovavelmente de-
vido i menor proporg¢ao de tecido adiposo em relagao aos outros
tecidos, o gue permitiu degeneragdo mais rdpida. Ainda o fato
desse tecido, no ultimo estddio, apresentar células grandes e
multinucleadas, poderia determinar uma maior demora no apare-
cimento dos sintomas.

Larvas infectadas que alcangaram a fase mortal no
estigio de pré-pupa e pupa, morreram Com aspectos mistos des-
ses estagios (Figs. 11A e B).

Tais situagdes podem ser explicadas levando-se em
consideragdo que diferentes etapas ocorrem no sistema de con-
trole neuroendocrino gue regula a mor fogénese a cada muda (Bur
sell, 1970; Wigglesworth, 1974). A agao direta ou indireta da
virose nas células responsaveis pela produgao ou regulagao do
horménio juvenil e hormonio de muda, deve acarretar diferen -
tes ativagoes e inibi¢bes da metamorfose pupal. Experimental-
mente, tem-se conseguido variadas formas intermediirias entre
o estagio imaturo e o imago, pela aplicagao de substancias de
atividade hormonal ou implantes e ablagoes de estruturas neu-
_roendderinas nos insetos (Novdk, 1975).

Os sintomas da virose na fase de pupa, nao foram
exclusivos para a poliedrose nuclear. A cor foi pouco altera-
da para preto amarronzado e as regioes intersegmentares apre-

sentam-se distendidas e mais claras. Esses mesmos sintomas
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Fig. 11 - Aepectos morfolégicos mistos em indiviiduos de A. ar-

gillacea mortos pelo VPV,

A - pre pupas B ~ pupas mal formadas
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tém sido observados pelo presente autor em pupas de A. argilla-
cea e outros noctuldeos, mortas por outras infecgtes ou mesmo

em mortes acépticas.
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4,2.2. Higtopatologia

A analise histopatoldgica desenvolvida no presen-
te trabalho, concentrou-se em alguns tecidos da larva de 'éw

argillacea afetados direta ou indiretamente pelo VPN. Algumas

das alteracgoes observadas na microscopia Optica e eletrdnica
mostraram-se assocladas aos sinais patoldgicos externos e a

distirbios fisioldgicos, para as diferentes fases prée-mortais.

4.2.2.1. Tecido adiposo

De acordo com Habib (1876) as larvas sadias de

A. argillacea apresentam reservas lipidicas na forma de teci-

do adiposo sub-epidérmico e na cavidade do corpo {visceral).
Estes ultimos s3do massas miores de células adiposas com  ni-
cleos esfericos e envolvidos por membrana de tecido conectivo.
Com o desenvolvimento da virose o tecido visce-
ral apresentou uma nitida dissociagao estrutural. Na fase
pré-mortal I da doenga, esses gomos adiposos j& se apresenta-
ram infectados por pdaliedros e particulas. Nos nicleos infec-
tados desse tecido, observou-se primeiro um actmulo de polie-
dros na regido periférica do nucleoplasma (Fig. 12A), circun-
dando restos de cromatina e nucléolo. Com o progresso da infec
¢cao, aumentou pohco a quantidade de poliedros que passaram a

ocupar quase todo o nlicleo promovendo uma visivel hipertrofia
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(Fig. 12b)}.

As massas de tecido adiposo visceral, junto com o
adiposo adjacente i epiderme do tegumento, constituem-se no
principal centro de reserva energética das larvas. Na fase
pré-mortal III esses aglomerados sub-epidérmicos mostraram-se
bastante dissociados, com pouca reserva de lipideos e com o8
niicleos tomados pelos poliedros. Desintegragac total da mem -
brana conectiva e aumento da granulagao gitoplasmatica foram
também detectados nesta fase., Pouca cromatina apareceu no nu-
cleoplasma, numa situagdo semelhante 3 encontrada para o teci
do adiposo visceral na fase pré-mortal II. Tal comparagao su-
gere que a infecgao nas células adiposas sub-epidérmicas seja
posterior ou mais lenta que a infecgac nas massas adiposas
viscerais.

As alteragdes histopatoldgicas descritas para o
tecido adiposoc, seja visceral ou sub-epidédrmico, estac par -
cialmente relacionadas aos caracteres de sintomatologia exter
na como flacidez do corpo e alteragoes no brilho e coloragac
do tegumento.

A Figura 13 revela algumas alteragoes citoldgi-
cas a nivel de microscopila eletrdonica, mostrando feixes de
particulas replicadas, poliedros estruturando~se e estroma vi

ral nos nicleos deste tecido.
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Fig. 12: Cortes no tecido adiposo infectado per VPHN

Fig. 13

“
"

4 - distribuigdo periférica de poliedrcs nos nucleoe.
Fase pré-mortal I.

B - hipertrofia nos niclecs. Fase pré-mortal II.

Eletrografia de nucleo de tecido adiposc de larva ao

A. argillacea infectada pelo VPN

p ~ poliedroe, e - estroma virogénico.
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4.2.2.2. Matriz traqueal

Na fase pré-mortal I o epitélic das tragquéias 3ja
se mostrou infectado por poliedros (Fig. 14). Tanto as tra-
quéias maiores, dissociadas dos tecidos, quanto as menores ,
mais ramificadas e associadas, apresentaram células achatadas
com niicleos grandes e citoplasma granuloso. Embora as traquéias
ao redor do tubo digestivo tenham sido indicadas como primei-
ro sitio do processo de infecgao (Bird, 1949), ao menos nessa
fase ndo mostraram alteragoes diferenteg.das encontradas nas
traquéias associadas aos outros tecidos.

Nas fases pré-mortais II e III, respectivamente,
os nlicleos do epitélio adjacente ds traguélas mostraram-se re
pletos de poliedros virais (Fig. 15A) e completamente destrul
dos (Fig. 16). Este tecido em geral, guando comparado com o]
adiposo, indicou uma infecgdo posterior, situagao semelhante

4 encontrada por Drake & McEwen (1959) para Trichoplusia ni.

Asfixia ou ambientes com baixos teores de Oxigé-
nio, sio potencializadores da VPN de A. argillacea-(capitulo
4.2.5.4.). O comprometimento da matriz traqueal nas fases
pré-mortais, no entanto, nao deve estar relacicnado com menor
eficiéncia nas trocas gasosas, gue ocorrem apenas a nivel dos

tacidos nas traqueolas, acelulares.
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Al =

Fig. 14: Corte transversal em traquéia infectada por VPN, Fase

pré-mortal I.
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4.2.2.3. TObulos de Malpighi

Nas larvas de A. argillacea, a infecgao pelo VPN

foi bastante dristica nos tibulos de Malpighi.' O epitélio épg
receu infectado no inicio da virose e perdeu sua estrutura lo
go na fase pré-mortal I, apresentando uma desorganizagao celu
lar decorrente da infecgdo. Nicleos e restos celularéé na for
ma de amontoados citoplasmaticos foram encontrados aderidos a
membrana peritoneal, no entanto, uma outra parte do epitélio
ja se encontrava desfeita e livre na luz do tibulo (Fig. 15A).
Nas fases pré-mortais II (Fig. 15B) e III (Fig.
16), o epitélio mostrou-se mais fino, com poucos nacleos e
bastante estriado; ainda aderido & membrana peritoneal aparen
temente intacta. Notou~-se ainda na fase I1I, na luz do tubulo,
cristais provavelmente de Oxalato de Calcio. Embora o signifi
cado da excregao de oxalatos seja ainda incerto e frequente -
mente associado 3 eliminagdo de acido oxadlico do alimento ou
do metabolismo (Wigglesworth, 1974), seu aclmulo dentro dos
tibulos evidencia também o comprometimento funcional desse or

gao.
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Fig. 15: Alteragies histoldgicas detectadas em tubulos de Mal-
pighi infectados por VPN
A - Fase pré-mortal I. 41x
B - Fase pré-mortal II.445x

Fig. 16: Tibulos de Malpighi na fase pré-mortal III da virose.

mt - matriz traqueal.
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4.2.2.4, Glandula labial

As larvas de A. argillacea apresentam duas glan-

dulas labiais, na forma de tubos simples e alohgados, esten-
dendo-se posteriormente desde a cavidade bucal até o 69 seg -
mento abdominal (Habib, 1978b). Tais gldndulas, associadas &
produgdo de seda, apresentaram sintomas tipicos de infecgao
apénas na fase pré-mortal III da virose.

No inlcio do aparecimento dos sintomas externos
na larva, essas glandulas apresentaram-se ainda pouco altera-
das, as células com o citoplasma ainda denso e os nicleos pou
co hipertrofiados. Na fase pré-mortal III, os nicleos sncon -
traram-se bastante hipertrofiados, com poucos poliedros =
granulacoes no nucleoplasma. O citoplasma bem menos denso
apresentou grande vacuolizagdo na regiao periférica e descon-
tinuidade das membranas celulares (Fig. 17).

Na microscopia eletrdnica foram evidenciadas na
fase pré-mortal II, vacuolizagao no citoplasma (Fig. 18) e
presenga de partliculas no nliclec, associadas @ heterocromati-
na.

As alteracgdes patoldgicas observadas nas glandu-
las de seda parecem nao perturbar de todo seu funcionamento.
Em condigbes naturais, observou-se que larvas de 69 estadio
atacadas pela virose, ndo sao tao habeis na construgac dos
abrigos foleares onde empupam, no entanto ainda produzem 0S8

fios de seda.
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Fig. 17: Corte transversal em glandula labial de A. argillacea
infectada por VPN, 445x

Fig. 18: Eletromicrografia de nieleo de glandula labial de lar

va de A. argillacea infectada por VFN

p - particulas.
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4.2.2.5. Ganglios nervosos

Histologicamente os gdnglios nervosos da larva de

A. argillacea apresentam uma bainha externa ou’ neurolema, re-

vestindo uma camada externa de células nervosas imaginais pe -
guenas e camadas‘internas de células larvais, maiores. No
centro ocorrem duas massas medulares, as neurdpilas (Habib,
1976} .

Na fase pré-mortal I da virose, nac foram detecta
dos sinais patoldgicos no ganglic nervoso. No entanto, na fase
II pode-se notar grande nimerc de particulas virais e elementos
fibrilares nos nicleos das células nervosas larvais (Fig. 19).
Na fase posterior, os nilcleos dessas células proximos & neuro-
pila, encontraram-se tomados pelos poliedros (Fig. 20), apre-
" sentando vacuolizagdo e degenerac¢ao da carioteca. Outros auto
| res tem também demonstrado a infeccao pelo VPN nos nicleos de
células ganglionares, corddo nervoso, neurdnios, perineura e
neurilema eﬁwaﬁtros hospe&eiros (revisao em Mathad et al.,
1968) .

Uma vez demonstrada a infecgao por partliculas e

poliedros nos ginglios nervoscs da larva de A. argillacea,

pode~se assocla-la aos caracteres comportamentais indicados
como sintomatoldgicos. O comprometimento do tecido nervoso,
tardio em relagao a outros tecidos, deve permitir ainda  que
apds a contaminagao o patdgeno tenha mais tempo para a infec-
cGo e replicagao. Em algumas viroses de insetos como a parali
sia aguda das abelhas, a pronta infecgao dos gdnglios nervo-

sos cerebrais causa a morte rapildamente (Smith, 1967), sendo
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que muito pouco virus & encontrado no hospedeiro.
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Nucelocapsideos no nucelo de células nervosas larvais.

Fase pré-mortal II.

Nieleo de eélula nervosa larval do ganglic de A. ar-

gillacea. Fase pré-mortal III.
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4.2.2.6, Epiderme

As alteragoes histoldgicas encontradas no tegumen

to das larvas de A. argillacea, coincidem com as descritas por

varios autores para diferentes hospedeiros do VPN (Drake &
McEwen, 1959; Adams et al., 1968; Hamm, 1968; Mathad et al.,
1968; Vail & Hall, 196%e Livingston & Yearian, 1972). A infeg
¢3o & bastante similar & que ocorre no tecido adiposo sub-epi-
dérmico, com grande nimero de poliedros nos niicleos ja na fa-
se pré-mortal I. Pouco antes da morte este tecido ja se en-
contra tido desintegrado gue a cuticula rompe-se facilmente 1i
berando grande parte do conteldo corpcral liquefeito.

As Figuras 21 e 27 indicam que na fase pré-mor-
tal III o epitélio ja se desintegrou, formando junto a cuticu
la um aglomerado de células tegumentares, cendocltcs e outros
tipos celulares repletos de poliedros.

Segundo Imms (1964) o tegumento & responsavel por
2/3 da coloragdo dos insetos: pigmentos permanentes na cuticu-
la e gradnulos e goticulas de gordura nas células da epiderme.
Dessa forma pode-se atribuir em parte a epiderme as mudangas
na coleoragdo das larvas até antes de entrarem na fase pré-mor-
tal III. Mudangas posteriores seriam atribuldas aos fatores
. sub-epidérmicos como as mencionadas alteragdes no tecido adi~

poso e outras na hemolinfa.
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Fig. 21: Tegumento de A. argillacea; fase pré-mortal IIT,

e - cutieula.l6Z «
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4.2.2.7. Tubo digestivo

No presente trabalho foram feitos estudos sobre
alteragdes histoldgicas no esdfago e intestinc médio. No pri-
meiro, observado apenas para a fase pré-mortal 111, foram de-
tectados nucleocapslideos nos espagos canaliculares e estromas
virogénicos (Fig. 22). Os nlicleos das células epiteliais apre
sentaram vacuolizacio, cromatina amorfa, elementos fibrilares
descontinuidade de carioteca e particulas em feixes (Fig.
23).

Quando comparado com outros tecidos, o esofago
nio representa um sitio muito importante de replicagac viral.
No entanto, seu comprometimento, verificado eletrofisiologica
mente no presente trabalho, deve determinar a parada alimen-
tar.

Nas células do intestino médio foram observadas
particulas associadas a regido da membrana plasmatica basal
dag células (fase pré-mortal 1I) (Fig. 24) e no citoplasma,
préximo ao ndcleo (fase III) (Fig. 25). Nao foram observados
poliedros nos nicleos deste tecido, coincidindo com alguns
autores (Livingston & Yerian, 1972; Mathad et al., 1968 e An-
drade et al., 1978) que identificam o intestino medio como
.primeiro sitio da replicagdo viral, porém nao responsavel pe-
la formacdo de poliedros. Tal situagao parece ser a responsa-
vel em permitir uma grande replicagao do VPN nos outros teci-
dos, uma vez gque o intestino mantendo-se Integro, nao permiti
ria a invasdo da hemocele por bactérias de luz intestinal, o

que acarretaria em rapida septicemia.



(73)

Fig. 22: Nucleocapsideos no esofago de A. argillacea.

m - miseulo, mi —- mitoecondria, n = nucleo,

Fig. 23: Nicleo de célula epitelial do esdfago de 4. argillacea.

Faqee pré-mortal III.

p - particulaas.
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Intestino médio de A. argillacea; fase pré-mortal II.

p - particulas, ef - elementos fibrilares.

26

.
.

Intestino médio de A. argillacea; fase pré-mortal IIT,

p - particulas, n - nucleo, ev - estroma virogenico.

.
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4.2.2.8. Misculos

A analise histoldgica nés miusculos esgueleticos,
na fase pré-mortal III, indicaram seus nicleos' tambémn comalceg
tros de formagao de poliedros. Nesta fase da virose, foi obser
vado queﬁoé misculos laterais transversos podem perder seus
pontos de ligagao com os apodemas, Qs sarcolemas encontram-se
também alterados deixando as fibras frouxas entre si. Polie-
dros virais s&o visiveis nos nicleos (Fig. 26} . Alteragoes se
melhantes também foram observadas para larvas de 8, frugigeéw
da atacadas pelo VPN (Hamm, 1968 e Andrade et al., 1978),

Apesar das altZraq5es histoldgicas obsgervadas na
musculatura esquelética, as larvas atacadas pela virose ainda
apresentam movimentos e podem até se deslocar muito, embora
lentamente. Acredita-se que a paralisia geral®que normalmente
antecede a morte, esteja portanto mais relacionada 3 infecgao
no sistema nervoso, o qual depende mais de um complexo siste
ma de integragao. A fiaéidez tipica, por sua vez, estaria as-

sociada ao estado patoldgico do sistema muscular,
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4.2.2.9, HemdOcitos

Segundo Habib (1976), nas larvas sgadias de A, ar-
gillacea, a hemolinfa corresponde em média a 12,3% do peso‘tg
tal, com uma média de 21.723 hemdcitos por mms. Nas larvas de
69 estadio atacadas pelo VPN, poliedros livres na hemolinfa
puderam ser observados, a partir da fase pré-mortal III. No
final dessa fase todos os hemdcitos apresentaram-se com ni-
cleos repletos de poliedros e citoplasma degenerados (Figs.

27 e 28). Nessa situagac nado sao mais tipicos e nao puderam

ser classificados. A hemolinfa apresentou-se viscosa, de cor

esbranqui¢ada e com o volume reduzido.




Fig. 26: Musculatura transversal de A. argillacea. Fase

mortal III.4d45x
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pré
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27: Aspecto geral da hemolinfa de A, argillacea. Fase

pré-mortal III.

28: Hemocitos da larva de 69 estadic de A. argillacea in-
fectados pelo VPN.

p - poliedros.
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4.2.3., Estudos morfométricos de poliedros e nucleocapsideos

0s virus causadores da poliedrose nuclear e granu

lose (Baculovirus spp; Baculoviridae) sao também identificados

com base na morfologia dos nucleocapsideos e corpos de inclu-

sio (Summers, 1975; Wildy, 1971, apud Summers, 1977). Para o0s
VPNs, imersos na matriz proteica do poliedro, os nucleocapsi-
deos podem apresentar-se em dois tipos basicos de arranjo; na

forma de bastoes envolvidos individualmente numa membrana {(en

velopef ou em grupcs, variando de 2 a mais de 39 no mesmo en-

velope (Kawamcto & Asayama, 1975).

No presente trabalho, tanto particulas isoladas
quanto em feixes foram detectadas nas purificagoes. O tratamen
to alcaliho, além da dissolugdo dos poliedros, removeu também
a méioria dos envelopes virais (71,2%). Particulas individual-
mente envelopadas constituiram 17,53% e em feixes pequenos (2
a3 partiCulaﬁ) com envelope parclalmente dissolvidos, 11,3%
(Fig. 29). Para estudos de susceptibilidade ou aplicagaegﬁéa--~
ra controle, uma prepara¢50 com essas caracteristicas seria
pouco apropriada , devido a pequena quantidéde de particulas
com envelope (infectivas).

As particulas virals observadas nos cortes histo
" 16gicos apresentaram-se também individualmente, em feixes ou
em vesiculas, ndo imersas em matriz proteica (Fig. 30). Diver
so08 autores tem associado essas formas as infectivas (Tanada

& Leutenegger, 1970; Harrap, 1970;Summers, 1971 e Hunter et al.,
1975).
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Fig. 29 = Nucleocapeideos do VPN de 4.
¢oes purificadas, 174.564x
A. tsolado, sem envelope
B. iscolado, ecom envelope

C. em feixe, sem envelope
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argillacea, em prepara-

Fig. 30 - Nucleccapsideos do VPN de A. argillacea, em cortes
ultrafinos

A. em feixes mo nucleopasma,

50,204z,

B. isolados no citoplasma, 58.302x.

C. em veslculas no citpolasma, 58.302z.
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Os corpos proteicos de inclusao do VPN de A. ar-
illacea, mostraram—-se nas pxeparagées purificadas var;ando
guanto ao contorno e tamanho; sendo a forma poliédrica iiregg
lar a mais frequente (Fig. 31). Nos cortes histoldgicos apare
ceram também irregulares, por vezes redondos, e com uma carac
teristica distribuicdc aleatoria de particulas no seu interior,
A ndo existéncia da membrana e o pequeno tamanhm desses polie

dros, sugerem que ainda estivessem em formagao.

Fig. 31 - Poliedros de VPN de A. argillacea
A. Preparagao semi-purificada, 8§.8640x,

B. Corte histoliogico, 15.540x.

A Tabela 10 apresenta os valores médios das medi
das de poliedros e nucleocapsideos, observados em preparagoes

purificadas do CPN de A. argillacea.
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Pabala 10 - Didametro de 99 poliedros (um) e diametro a compri-

mento de 50 nucleocapsideve (nm) do VPN de A. ar-

gillacea
POLIEDROS ' NUCLEOCAPSTDEOS
diani. | Com envelope <Se§ envelope
Conp. diam. comp . diam.
X+ 1,60¢ 311,35 102,02  297,54:  63,07%
e.p. 0,02 3,05 2,09 2,92 1,78
max, 2,11 368,3 118,1 346,65 97,49
min, 1,1 264,1 B3,2 259,85 21,66

Segundo Bergold (1963), Borrelinavirus (= Baculo~-
virus) causadores da VPN, apresentam corpos de inclusao varian
do entre 0,5 a 151 de diametro e particulas nuas entre 20 a

70 nm de comprimento. De acordo com os presentes dados, o VPN

de A. argillacea enquadra-se nesses parametros. As medidas de
particulas purificadas, sem envelope, diferiram 55 entanto das
encontradas pelo presente autor para o VPN de D. juno juno
.J(Nymphalidae) {245,31x45,82nm) (Andrade, 1980) e assemelharam-
-gse &s encontradas para o VPN de 5. frugiperda (Noctuidae)
(Andrade et al., 1978), o que poderia ser explicadec pela pro-
ximidade filogenética entre hospedeiros de uma mesma familia.
Bergold (1963) salienta gue a técnica de contras
tagao negativa provoca algumas alteragoes nas particulas, que
apresentam-se menores nas purificagdoes do que quando oclusas

nos poliedros (perdem 1/3 do didmetro). As observagoes do pre
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sente trabalho indicaram o contrario, coincidindo com o encon-
- trado por Ongarelli (1979) para ¢ VPN de B. mori. Segundo esse
‘ autor, tal fato poderia ser devido ds forgas mecanicas das ma-
cromoléculas do poliedro ou a uma oclusao seletiva de particu-

las menores.
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4.2.4, Fisiopatologia

Virios autores tém demonstrado em estudos de Fi-
siopatologia, a ag&o da poliedrose nuclear no giat@ma nervoso
de lepiddpteros,indicando também patologias afetando fungdes
como locomogac, respiraqéb, circulagdo e digestao (Breindl,

1938; Lotmar, 1941; Martignoni, 1954 e Benz, 1961; apud Behz,

1963) .

4.2.4.1. Fisiopatologia da sensibilidade visual

Os ocelos representam nas larvas de Lepidoptera
as unicas estruturas capazes de gerar informagoes visuais. Po
dem dessa forma perceber a iluminagac do ambiente e svas alte
rag6es temporails e espacliails particularmente relacionadas com
as intensidades luminosas, mas nao formar imagens {(Goodman,
1970} .

0 uso de registros eletrograficos de ocelos de
insetos, eletroretinogramas (ERG), tem sido indicado como um
recurso adequado para se verificar a gualidade de insetos de
' importancia econdmica quando criados em condigoes artificiais
(hgee, l973;lAgee & Park, 1975; Goodenough et al., 1877; 1978,
Apud Wetzel & Luger, 1978) . ba mesma forma, pode evidenciar

algumas alteragdes’ de ordem fisiopatologica.
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No presente trabalho, a caraeterizagﬁo eletrofisio

16gica da sensibilidade visual de larvas de A. argillacea, sa-
dias e na fase pré-mortal II da virose, velo ainda auxiiiar a
interpretaq50 de alguns aspectos sintomatoldgicos comportamen-—
tais, bem como acrescentar conhecimentos basicos sobre a Fisio
logia desse sistema. 1

Ruck, numa série de trabalhos revistos por
Goodman (1970), apresentou uma interpretagao funcional do ERG,
discriminando quatro componenteéinas respostas eletricas dos
ocelos ao estimulo luminoso.

Os registros de potenciais efetuados entre a cor
nea ocelar e um eletrodo distante, em larvas sadlas de A. ar-
gillacea, mostraram alguns elementos envolvidos no processo
de percepgao da luz.

0 primeiro elemento representou a resposta do
sistema visual ao inlcio do estimulo luminoso, identificado
como uma defleccao positiva do registro, na forma de um po-
tencial lento, monofésico e despolarizante (Fig. 32). Este
elemento corresponde aos componentes I e II descritos por
Ruck (196la) e sao atribuldos respectivamente as terminagoes
dos rabddmeros das células visuais e membrana axonica das cé-

lulas receptoras.

O seyundo elemento do ERG de A. argillacea (Fig.

32 ) apareceu como uma deflec¢adc negativa e rapida, que junto
‘ao primeiro censtituiu o efeito "on" (liga). Segundo Ruck
(l196l1la), tal deflecgéo corresponde a um potencial hiperpolari
zante de origem pds-sinaptica.

Durante o estimulo luminoso de 0,25 s, regis -

trou-se no ERG uma deflecgao positiva como terceiro componen—
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te, durando até o ponto "off" (desliga) e associado d despola
rizagﬁo dos receptores. O quatro, guinto e sexto elementos,
que apareceram com o f£im do estimule luminoso, foram r@gistrg
dos como uma variagao elétrica negativa e lenta, um Componenw
te positivo rapido e o retorno & linha de base, descriminados
como efeito "off". '

Sob o estimulo luninoso de duragaoc mais curta, os
componentes do efeito "ON" ficéram representados pela deflec-
¢do positiva do registro quando da degpolarizagao nos recep-
tores, ou seja, pelo segundo elemento. O retorno brusco do re
gistro & linha de base identifica o "OFF".

| Estimulos curtos iterativos geraram respostas se
melhantes quanto a amplitude do 29 elemento (Fig. 33), sendo
que nessa freqiiéncia (aprox. 1 Hz) nac se observou uma varia-
cao crescente da resposta*. Ruck (1961b) mostrou gue nas libe
lulas a resposta quanto a amplitude deste componente pode au-
mentar quando do aumento da frequéncia (entre 2,5 a 16,2 Hz),
para hma mesma intensidade de estimulo, associando ao fato um

tipo de facilitagao temporal.

Larvas de A. argillacea na fase pré-mortal II da

virose mostraram no ERG ocelar, uma nitida alteragac na velo-
cidade da resposta ao estimulo, sendo que uma alteragdc menor
pode ser notada quanto & sua amplitude (Fig. 34).

0s componentes do efeito "ON" ainda presentes,su

.gerem poucas alteragdes no sistema a nivel de receptores. A

* Sob essas condigoes, a amplitude variou de 0,43 a 0,67 mv,

com uma media de 0,61 mV.
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Fig. 32: Elementos do ERG de larvas de A. argillacea sadias,

sob estimulo unico.

Fig. 33: ERG de larvas de A. argillaaed sob estimulo repeti-

tivo (aproxz. 1,0 Hz).
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lentiddo da conducao do estimulo evidenciada pelo primeiro ele
mento, além da evidente alteragao dos segundo e terceiro ele-
mentos e do efeito "OFF" como um todo, indicam.uma desoréaniz§
¢ao do processo a nivel pOs-sinaptico, nas prdprias fibras do
nervo ocelar.

Sob estimulos repetitiveos, ainda na fase pr é~mor=-
tal II, a velocidade e a intensidade das primeiras respostas
apareceram bastante alteradas, Nestas condigOes, uma somatdria
de estIimulos foi necessaria para evocar, nas Gltimas, uma res-
posta proxima & do ERG normal (Fig. 35).

Muitos autores tém considerado que além da fungao
sensorial especifiéa, os ocelos funcionam na manutengao do es-
tado excitatério do tonus geral, enviando estimulos continuos
ao sistema nervoso central (Coodman, 1970). Apesar de nao es-
tar conclusivamente demonstrado, este papel estimulatdric tem
razodvel suporte experimental. Goustard (1958) mostrou que em
Blatella sp, a atividade geral & reduzida em 16% guando sd os
ocelos sio vendados, enquanto Schremmer (1950} e Goodman
(1968) demonstraram a perda do tonus e alteragoOes no padrao
de locomog¢ao das abelhas com ocelos ou olhos composto vendados.

As mudangas nos padroes de deslocamento e movi -
mentagio voluntdria das larvas doentes de A. argillacea, obser
vadas no presente trabalho, tantc quanto nos movimentos de fu
ga,poderiam desta forma estar associados a condi¢es patologi
. cas no sistema nervoso sensbrio-motor, somadas a uma agao mais

direta da infecgdo no sistema muscular voluntéario.
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Fig. 34: ERG de larvas de 4. argtllacea na fase pré-mortal

IT da virose, sob estimulo unico.

Pig. 35: ERG de larvas de A. argillacea na fase pré-mortal II

da virose, sob estimulo repetitivo.
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4.2.4.2. PFisiopatologia esofagiana

Os mecanismos fisioldgicos regulatdrios da alimen
tacao, como OS que governam a ingestao, sua velocidade e ﬁufam
¢do, tém sido investigados principalmente em insetos que des-
pendem relativamente pequenas qguantidades do seu tempo.nessa
atividade (Browne, 1975}. Enbora nao seja o casc da mailoria
das larvas de Noctuidae, de maneira geral, sabe-se que a ali~
' mentagao nos insetos & interromplda quando influéncias inibi-
tdrias no sistema nervoso central sao suficientemente fortes
para superar seus sinais ou as influéncias enddgenas excitatd

rias (Davey, 1964).

Concomitante aos estudos fisoldgicos da regulagao
alimentar, tem—-se desenvolvido preparacoes para o estudo da
atividade espontanea do intestino antericr e suas respostas a
diferentes drogas. A acdo de drogas tem sido verificada mais
frequentemente em preparagoes do tubo digestivo isolado, en-
guanto a atividade normal e inerente ao sistema, estudada nos
insetos intactos (Miller, 1979). Dessa forma, Yasger (1931)

caracterizou os movimentos do papo de Peripianeta fuliginosa

(serv.) e Beard (1960) a atividade eletrofisioldgica do tubo

digestivo de Galleria mellionella (L.).

Em larvas sadias de A, argillacea os registros
eletrofisiolégicos esofagianos mostraram como atividade bagi-
ca, potencliails ritmicos de cerca de 0,3 wnV de amplitude, com
frequéncia variando prdximo a 12 Hz (Figs. 36a e 36b). Tais

potenciais, que apareceram assimetricamente difasicos, asseme
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Fig. 36a: Atividade eletrofisioldogica basal ritmica do esofago

de larva sadia de 4. argillacea.

Fig. 36b: Detalhe dos potenciais registrados na regiao esofa-

gtana de larva sadia de A. argillacea.
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lham-se as ondas E encontradas por Beard {(1960) para o esdfago

de G. mellonella: potenciais de cerca de 3 Hz de frequéncia,
com 0,5 mV de amplitude., Estes potencilails sequndo o megmb au-
tor, poderiam estar relacionados & pegquenos pulsos originados
no pro-ventriculo.

A constincia da atividade eletrofisioldgica basi

ca na regiao esofagiana de larvas sadias de A. argillacea apa

receu ainda interrompida por surtos de potenciais de cerca de
1,5 s de duragao, com amplitudes e frequéncias maiores que o
dobro da atividade basal, indicando um aumento geral e reorga
nizado da atividade eletrofisiolégica (Fig. 37 ),

Segundo Gelperin (1971), caloforideos alimenta -
dos com diferentes concentragoes (ma;arag) decimais de sacaro
se mostraram, em registros no tubo diéestivo anterior, dife -
rentes arranjos de surtos e inter-surtos de duracao variada.
Segundo o mesmo autor, receptores de estiramento situados nesg
sa regiao, produzem surtos breves e inter-surtos longos com a
ingestao de sacarose 0,1 M. Uma situagac inversa fol por ele

observada para a ingestao de sacarose 0,1 M, mais viscosa. Em

A. argillacea, esses surtos associados ac peristaltismo, ocor

reram em grupos de 4 a 6, intervalados inicialmente por perio
dos de 12 s e finalmente a cada 2 s, até o final da segdo de

registros. A ingestao nééte,caso poderia estar relacionada a
secrqueS das gldndulas labilais e salivares, uma vez que se-
.riam estimuladas mecanicamente pela prdpria presenga do ele-

trodo registrénte. A capacidade de deglutigao de liquidos des
sas larvas € bastante acentuada, ¢ que pode também ser eviden
ciado por ter se constituido no presente trabalho, em valoro-

so recurso para a infecgao via oral.




(93)

Fig. 37: Surto de potenciaile na atividade basal do esdfago

de larvas sadias de A. argillacea.

Fig. 38: Atividade detrofisiologica basal ritmica do esdfago

de larvas doentes de A. argillacea.
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Durante a fase pré-mortal II da virose, as larvas

de A. argillacea nao mais se alimentam. Registros eletrografi-

cos feitos na regiaoc esofagica de larvas nessa fase mostréram
uma marcante alteracgao na atividade eletrofisioldgica, princi-
palmente quanto & amplitude dos potenciais. Nessas condigOes,
potenciais pequencs de até 0,1 nv, confundem-se com o ruido fi
sioldgico de fundo, em geral aumentado. Para essa situagdo,tor
nou-se inconsistente uma anidlise das alteragbes quanto & fre-
quéncia, uma vez gque 08 potenciais eram em geral abortivos em
diferentes graus e nem sempre puderam ser bem evidenciados
(Fig. 38). A desorganizagdo da atividade b&sica na regiZo eso-
fagiana sugere a perda'da sua capacida contractil pulsatéria
nessa fase da doenga.

Surtos de potenciais decorrentes da deglutigao
também foram obgervados em registros esofagianos em larvas
doentes. Ocorreram sem uma ritmicidade constatavel, ora em
grupos, intercalados por periodos de inter-surtos, ora cons-
tantes. 0Os registros destes surtos, quando em grupos (Fig. 39),
mostraram uma grande redugao quanto & amplitude dos potenciais
(cerca de 0,15 mv). Tal situagac deve ser indicativa da redu-
gao acentuada e desorganizagdo do peristaltismo esofagiano.

Uma vez que as atividades eletrofisioldgicas re-
gistradas no presente trabalho podem ser associadas a recepto
res de estiramento, suas alteracoes patoldgicas indicam a per
da da capacidade contractil da regido esofidgica e consequente
mente da capacidade de degluti¢ao. Um distirbio dessa nature-
za, somado a outros provocados pelo processo infeccioso nos
demals sistemas, devem ser os responsaveis pelo blogueio ali-

mentar nessa fase da doencga.




Fig.
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Surtos de potenciatis na atividade basal do €80 fago

de larvas doentes de A. argtllaocea.
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4.2.5. Susceptibilidade de larvas de A. argillacea ao VPN

A medida de poténcia de um patdgeno de inseto &
equivalente 3 determinagao de quantidade de iﬂgrﬁdiente ativo
de um inseticida quimico (Burges & Thomson, 1971). Como o que
se éeseja'é a morte‘do inseto, tem-se nos ensaios um efeito
tudo ou nada, com os resultados normalmente expressos em por-
centagens de mortalidade relativas ds doses ou tempo necessa-
rio para dada mortalidade; este Gltimo, segundo os citados au
tores, mals preciso e interpretativo. !

para o virug da poliedrose nuclear a infecgao
via oral pode nio ser a uUnica, mas & certamente a principal,
sendo porisso a adotada normalmente em bicensaios (Aizawa,

1963; Komolpith & Ramakrishanan, 1975; bulmage e Burgerjg%,

1977 e Andrade et al., 1978).

4.2.5.1. Susceptibilidade do 19 estddio larval de A. argillacea

ao VPN

As larvas recém eclodidas sujeitas ao VPN mostra-
ram pouca diferenga nas respostas as diferentes doses (Fig.
49 ). Os tempos necessarios para causar 50% de mortalidade
(TLSO) foram proximos a 5 dias, quando as larvas estavam entre
o fim do terceiro e comeco do quarto estadio, O tempo letal pa

I
ra 90% (TLga) variou entre 7 e 9 dias, ocorrendo nas larvas de
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quarto para guinto estddios. A tabela i} apresenta os coeficlen
tes e tempos letais em horas para essas duas porcentagens de

mortalidade. Em bioensaios com VPN, coeficientes angulares prd

ximos ou menores que 1,0 sdo esperados (Paschke et al., 1968 ¢

Burger & Tonson, 1971).

TABELA i - TL e TLQU aproxtimades em horas, devido ao VPN e

50
ecoeficientes das correlagoes (40 larvas de 10 es-

tadio por dose).

Dose {(CIPs/larva)

Parmetros 3.2x10% 3.2x10° 3.2x10°
TLg, 125 119 116
TLg 212 192 181
Coefic. angular 0,8792 0,9545 1,010
Coefic, linear ~7,7861 ~-8,5430 ~9,0574
Coefic, de correla- 92,42 93,01 92,81
cao (%)

As respostas semelhantes obtidas para diferentes
doses e 0 longo tempo necessario para a manifestagdo da viro-
se indicaram uma baixa susceptibilidade das larvas do primei~
ro estaddio, aparentemente pouco dependente da dose ingerida.

“ Tal situagﬁo poderia ser explicada pelo propric mecanismo de
agdo do virus e pelo estado fisiologico do inseto tratado. Pa
ra a dissolugac dos poliedros e liberac¢do das partliculas é
necessaria uma faixa por vezes estreita de pH alcalino no tu-

bo digestivo da larva (Day et al., 1958; Bird, 1959 e Vago &
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Croissante, 1959). Este pH & normalmente associado s ativida
des fisioldgicas no intestino médio, como a produgdac de.amd-
nia para a excressdo de Nitrogénio (Wigglesworth, 1972), ati-
vidade da microfauna e tipo de alimentco, sendo regulado  por
tampdes naturais (HOuse, 1974). Acredita-se que a curta dura-
¢ao do primeiro estadio larval, em média 1,7 dias (Habib,
1976) e o habito de raspar a epiderme das folhas de algodao
devem determinar coﬁdiqées que ainda nao favoregam a total dis
solugdo dos poliedros, que assim sac em parte eliminados nas
fezes. Dessa forma, apesar da alta propor¢ao entre o nimero )
de poliedros e o peso da larva, a quantidade de particulas in i
fectantes nao eliminadas fol proéxima nas diferentes doses,pro

vocando portanto graus semelhantes de mortalidade. Aruga (1963)

salienta que os estigios de desenvolvimento dos insetos  sao

importantes fatores na maior ou menor manifestagao da virose,

. » . “irjm,
pois determinam diferenciacao de tecidos e alteragoes metabo-

licas.

Bergold (1958 ) salienta que cada espécie de vi-
rus tem sua espécie hospedeira especifica, entretanto podem
se multiplicar em outras espécies hospedeiras correlatas, par
ticularmente guando grandes indéculos sao usados,

No éresente trabalho, larvas de primeiro estadio

de A. argillacea mostraram-se susceptiveis ao VPN de A. gemma-

talis mesmo nas doses equivalentes ds do seu proprio virus. A
ocorréncia de 50% de mortalidade entre o 49 e 59 dia apenas
para a dose mais alté (Fig. 4| ) revelou no entanto uma suscep
tibilidade menor a esse virus., Da mesma forma, © TLgo obtido
apenas para a dose mais alta e‘apés o 109 dia indicou também

a menor patogenicidade desse VPN ao hospedeiro nao especifi-
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co. A Tabela {2 mostra ds tempos aproximados em horas e coefi

cientes para essa relagao.

TABELAIZ - T

L50 e TLQO em horas devido ao VPN de A. gemmata-

118 e coeficientes das correlagoes (40 larvas de

[——

19 estadio por dosel.

t

Dose (CIPs/larva)

pParimetros 3.2x10" 3.2x10° 3.2x10°
TLgyq 175 156 103
'TLBO - - 2471
Coefic. angular 0,3841 0,5772 0,6151
Coefic. linear 1,0561 ~0,6715 ~2,0048
Coefic. de correla- 90,71 96,54 82,56
gao (%)

Além das diferen¢as detectadas nos tempos letais,

a determinagdo das doses letais (DL) desses VPNs (Fig.42),

mostrou uma pequena diferenga entre o0s DL, e uma grande difg

renca entre os DL,.. No entanto, nao houve diferenca signifi-
& 90 ¢a sig

2
cativa de mortalidade ( X ) entre os dois VPNs (Tabela 13 )

(ao nivel de 95% de probabilidade), revelando o mesmo poten -

cial.
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TABELA {3 - Porcentagens de mortalidade causada pelo VPN de

A. argillacea e A. gemmatalis em larvas de 1¢ es-

tadio ao final do 8¢ dia.

% de mortalidade devido a

H

DOSE : VPN de A. argillacea VPN de A. gemmatali
1.632 CIPs/larva 50.0 47.0
49.600 CIks/larva . 90.0 75.5

Diferentes VPNs de Noctuidae com grande espectro
de atiQidade dentro da familia, sao diferentes quandc submeti
dos a testes quantitativos de especificidade. Assim o uso de
bicensaios como método alternativo para identificagao desses
virus tem sido proposto (Burgerjon et al., 1975; Harper, 1976;
Burgerjon, 19773, "¢ .

A ocorréncia de VPN em varias espécies correla -
tas ou simpatricas sugere gue esgas viroses evoluam em um com
plexc de hospedeiros, sendo que alta especificidade poderia
ser encontrada em especies mais isoladas (Andrade, 1980). b
possibilidade portanto de se infectar um hospedeiro nao origi
nal pode contribuir em situagdes onde se tem infestagoes mul-
tiplas por espécies correlatas. £ o caso especifico de A. ar-
.gillacea e da maioria das regices algodoeiras do pals, onde
outras culturas com outros noctuldeos praga ocorrem na mesma
época, compartilhando também dos inimigos naturais e outras

doengas nao espécie-especificas.
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4.2.5.2. Susceptibilidade do 29 e 39 estadios larvals ao VPN

A determinagao dos tempos para 50 e 90% de moita—
lidade em 1a§vas de segundo estadio, mostrou haver uma grande
relagao com as doses, sendo que para as mais altas o tempo le-
tal mediano foi menor gque 24 horas, nas doses medianas entre 1

e 3 dias e na mais baixa 8 dias (Fig.43 e Tabelall ),

TABELA/# : TL. . e TL,, em horas devido ac VPN e coeficientes

50 90

das correlagoes (40 larvas de 29 estadio por dose).

DOSE {CIPs/larva)

Parfmetros 3.6x10°  3.6x10°  3.6x10%  3.600°  3.6x10°
TLg, 192 74 37 - -
TLy, - 181 153 50 22

Coefic. angular 0,0674  0,4970  0,3564  0,5506  0,4972

Coefic. linear 6,7726  2,3763  6,5088  9,0620 10,1683

Coefic. de correla- 78,42 84,44 87,42 89,73 94,62

cao (%)

Para o terceiro estadioc as doses mostraram também
grande relagao com o tempo letal, porém ndc causaram mortalida
des tao rapido quanto as causddas no 29 estadio (Fig.4%). Os

tempos letais obtidos (Tabela 15 ) revelaram ser as larvas de
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segundo estadio mais susceptiveis gque as do terceiro. Nestas
0ltimas 50% de mortalidade nas quatro doses mais altas ocorreu
apds perlodos de tempo maiores gue os obtidos para as larvas

de segundo egtadio.

50 ¢ Thgp

das correlagoes (40 larvas de 4. argillacea por do

TABELA 15 - TL em horas devido ao VPN e coeficientes

ge/
DOSE (CIPs/larva)

Coeficientes 3.6x10°  3.6x10°  3.6x10°  3.6x10°  3.6x10°

T, 168 106 53 35 30

Ty, - - 124 101 53
Coefic. angular 0,4427  0,3791  0,5479  0,5320  0,8286
Coefic. linear -1,1036  2,4340  3,5921  5,9630 6,100l
Coefic. de correla- 80,19 90,67 84,22 96,59 97,87
cao (%) |

A relagao de susceptibilidade constatada entre o
segundo e terceiro estadios aplica-se principalmente em ter -
mos de comparag¢ao. Para o controle no campo, torna-se funda -~
.mental saber para uma determinada dose aplicada o que se pode
esperar de mortalidade nos diferentes estadios, e portanto que
impacto tal medida tera na populagao. A$$iﬁ, para a DLQG as
larvas de sequndo estddio mostraram~se quase 7 vezes (6,87)

mais susceptiveis que as de terceiro; enquanto que para a

DLSO apenas 4 vezes. No entanto as susceptibilidades reais
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obtidas da relagado nimero de CIPs por peso médio de larva po-
deriam nao coincidir com a relagao observada.

A figura 45 indica as doses de poliedros que cau
gsam 50 e 90% de mortalidade em larvas de segundo e terceiro es
tadios, 96 horas apds a infecg@o. As posigoes das retas de
corﬁelaqéc para segundo e terceiro estadios indicam bastante
semelhanga na resposta desses individuos & infecgao, e a varia
bilidade dentro dos.lotes tratados & evidenciada pelas inclina

coes (detalhes na Tabela l6 ).

TABELA 76 =~ Concentragoes para 50 e 90% de mortalidade e coe-

ficientee das correlagoes (40 larvas de 2¢ e 3¢

gao (%)

estadios)
ESTADIC

Parametros 29 39

3 3
DLSO 1,3x10 5,2x%x10
DLy, 1,6x10° 1,1x10% .
Coefic. angular 0,5187 0,6198
Coafic. linear 66,1547 3,3231
Coefic. de correla- 91,17 95,22
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4.2.5.3. Susceptibilidade do 59 estadic larval de A.argillacea
ao VPN

A susceptibilidade de larvas de quinto estédid,dg
terminada em termos de tempo letal, mostrou-se relativamente
nenor gue a do terceiro e portanto gque a do segundo, quando

5 éﬁ?/larva. A figura

comparada épenas entre as dosagens de x10
Lb mostré os TLg, e TLgq sendo o primeiro prdximo & 5 dias e

o sequndo 12 dias. A tabela !7 apresenta os tempos em horas pa
ra esaaé mortalidades e o8 seus éoeficientes, para o quinto es

tadio.

g ¢ Thyg

da correlagao (50 larvae de A. argillacea no 59

TABELA 17 - TLg em horas devido ao VPN e coeficientes

estadio)
DOSE (CIPs/larva)

Parametros : 5.l9x105

TLSO o 130

TLgo 228
Coefic. angular 00,9430
Coefic. linear -4,1176
Coefic. de correla- 98,32

cado (%)
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A menor susceptibilidade relativa do guinto estéa-
dio quando comparada com as anteriores é evidenciada principal
mente peloc tempo necessdrio para 90% de mortalidade (F1§.46 ).
Deve-se salientar que para este estddio, a relagao niimero de
poliedros por peso de larvas, usada nestes ensaios, € ainda me
nor; sendo assim coerente uma menor mortalidade gquando com@arg
da com as causadas por doses equivalentes em larvas dos esta-

dios anteriores,.

4.2.5.4. Susceptibilidade do 69 estaddio larval de A. argillacea
ao VPN

A susceptibilidade do ltimo estadio larval foi
verificada sob diferentes condigdes. Larvas tratadas logo apds
a muda (Fig.4#7), mostraram-se mals susceptiveis do que as do
quinto estddio. A Tabela |8 apresenta esses tempos letais em
horas e os seus coeficientes de correlagao.

Ishimori (1951) e Aruga & Arai (1959) demonstra-
ram ser as larvas do bicho da seda muito susceptiveis & indu-
cao dé VPN apds as ecdises no quarto e guinto estadios (Aruga,
1963) coincidindo com os presentes resultados. A relagao ecdi.
se~susceptibilidade .tem sido associada & taxa de biosintese
de dcido nucleico (Vail & Hall, 19693)e alteragtes fisioldgi-
cas durante a muda (Vago, 1951a; Stairs, 1965). Para a ocdr—

réncia natural de VPN em Dione juno juno (Cramer) nem sempre

se observou uma correlagao entre ecdises e maiores mortalida-

des {Andrade, 1980).
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-

50 © TLQO em horas, devido ao VPN e coeficientes ©

da correlagao (100 larvas de A. argillacea no ini-

TABELA |8 - TL

eto do 69 estadio)

DOSE (CIPs/larva)

1

Parametros 5,13x103
TLSO 103
TLgg 221
Coefic. angular 0,7730
Coefic. linear ‘ -2,3387
Coefic. de correla~ 87,89
cao (%)

0 tempo letal mediano obtido entre o 49 e 59 dias

ocorreu ainda no final do estadio, enquanto que o TL foi al

90
cancado apenas no estagio pupal, estando condicionado as alte
ragdes fisiologicas da metamorfose larva/pupa, como a histdli
se e febrganizagao de tecidos.

E conhecido o fato de que viroses latentes ou en
zoGticas em populagoes de insetos favorecem infecgdes por ou-
tros microorganismos (Vago, 1963) ou tornam-se epizoOticas
quando o mesmo virus & aplicado (Stairs, 1964). As figuras 48
e 49 mostram diferentes respostas de larvas de sexto estadio
quando mesmas dosagens de poliedros foram aplicadas em duas
populagoes com diferentes niveis de ocorréncia natural de

VPN. A Tabela {9 apresenta esses nilveis para as populagdes

tratadas, os coeficientes das correlagdes e doses letais.
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TABELA 13 : Ocorréncia natural de VPN, DL_, e DL,, e coeficien~

50 g0
tes das correlagoes (50 laorvas de A. argillacea por

tratamentol,

Campo Laboratdrio

Ocorréncia natural 1.96 ' 21,56
de VPN (%)

DLg, 6.92x10° 3.69x107

DLgg » 6.92x100 9.80x10%
Coefic. angular 0.4563 0.,4240
Coefic. linear 2.1242 7.8757
Coefic., de correla- - 99.06 ' 56.86

¢ao (%)

A diferenga entre as DLg, bem como entre as DLg
nesses dois lotes de larvas foi altamente significativa. Tal
situagao deveria estar relacionadd com o complexo de condigdes
fisiologicas das larvas. Por um lado, a ocorréncia de VPN re-
lativamente alta (21,56%) no laboratdrio permitiu que as doses
aplicadas potencializassem facilmente a virose. Dessa forma,
apenas cerca de 370 poliedros porllarva foram suficientes pa-
ra em 10 dias causar 50% de mortalidade. Nas larvas do campo
onde a ocorréncia de VPN era enzodtica (1,96%), as mesmas do-

- ses potencializaram menos a virose, de forma que para se obter
50% de mortalidade no mesmo tempo, foram necessarios guase 700

nilhoes de poliedros por larva.

Esses dados obtidos para larvas do campo, no fi-
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nal de abril de 1979, podem ser comparados com dados de maio
de 1977 (ver 4.1.1.). No segundo caso as mudangas de condi -~
¢des de temperatura e umidade relativa eleveram uma baiﬁa mor-
talidade natural 3 56,72%. A existéncia de proporgoes diferen-
tes de individuos susceptiveis, por gquaisquer motivos, entre
esses lotes de larvas, confirmam que-outros f&tores, além | do
numero de poliedros governam a expressao da doenga na popula -
cao.

Em 1979, a populagao devia possuir poucos indivi-
ducs susceptiveis sofrendo a doenga, e poucos portadores. Aé—
sim apenas doses muitos altas foram capazes de provocar a viro
se em 50% da populagdo. J& em maio de 1977, a populagao obser-
vada devia ter muitos individuocs susceptiveis e portadores mas
em condiqﬁes favoraveis, apenas poucos scfriam a virocse, Quan-
do essas cdndigGes se alteraram a mortalidade em 10 dias atin-
giu mais da metade da populagao sem aplicagdo alguma. "

Ensaios de laboratorio feitos na Uganda com o VPN

e

de Heliothis armigera mostraram que as DL, a DLy, eram 108 e
107 CIPs/planta de algodao respectivamente., No entanto nos tes
tes dé campo, essas concentragoes causaram mortalidades muito
baixég, nada eficientes (Coaker, 1958). Por outro lado em cam-
pos de algod3o norteamericanos, concentragoes finais desse VPN
variando entre 103"0 e 1013 CIPs por acre, portanto menores,mos
traram-se eficientes contra H. virescens e H. armigera somente
_quando aplicadas em varias vezes (Stairs, 1971).

No final da safra de 1980, quando a ocorréncia na
tural de VPN na regiéo'de Campinas era de 8,12%, as larvas de

sexto estdadio mostraram~se mals susceptiveis 3@ virose, apresen

tando 50% de mortalidade em cerca de um dia e meio (Fig.,50 )

S ———
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para uma dose de 2,0x106 CIPs/larva. Uma dose correspondente
ao triplo dessa (6;9x106), causou no anco anterior 41% de mor—
talidade em 10 dias (Fig.49 ). O principal fator ainda nesse
caso parece ter sido os nlveis de VPN enzodticos, uma vez que
as aplicagoes foram feitas em condigoes semelhantes e a ocor-
réncia natural em Abril de 1979 era bastante baixa (1,96%).

Larvas de sexto estaddio de A. argillacea apds re
6

ceberem a dose de 2,0x10 CIPs/lé?va, guando privadas de ar,
apresentaram-se muito mais susceptiveis 3 virose. A Fig. 50
mostra o TLg, entre 8 e 16 horas é‘o TLgg proximo a 2 dias pa
ra essas larvas. A tabela 20 indica os tempoé letals para SO
e 90% de mortalidade e os seus coeficientes para larvas‘priv§
das ou nao de Oxigénio.

De acordo com Aruga (1963}, poucas investigagoes
tém sido feitas com relagao & correntes de ar cu Oxigénio dis
ponivel e ocorréncia de VPN. Segundo o mesmo autor, acredita-
~-se de maneira geral que tenham um papel (nao especificado
por ele) nas salas de criagao do bicho da seda, 0 aumento de

mor talidade devido ao VPN notado por Vago (1951b) e Vago &

Cayrol (1955) em Plusia gamma (L.) e em Porthetria dispar (L.),

e relacionado com a alta umidade relativa (95%), ocorreu na
verdade devido a distlrbios metabdlicos causados pela respira

gao deficiente (Vago, 1963).
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TABELA 20 : Tempos letais em horas e coeficientes para a ocor-

réncia de 50 e 90% de mortalidade (160 larvas por

tratamento)

Parametros Nao privadas de ar Privadas de ar
38 12

TLsg

TLQO 139 49

Coefic. angular 1.2207 1.7219

Coefic. linear : 2,0222 7.0318

Coefic. de correla- 95,22 ' 54.99

cao (%)

A privagao de ar renovado, acarretando uma asfi-
xia parcial e um constante aumento na taxa de diéxido de car~
bono, em geral parece ter como primeiro efeito fisioldgico o
aumento da frequéncia cardiaca. Em larvas de sexto estadio do
bicho da seda a frequéncia pode aumentar de 2 a 10 vezes (Sil
lans et g&., 1969). Atua ainda na aminoacidemia (Sgmme,1967),
e acaba introduzindo fatores que em maior ou menor escala po-
den mascarar os dados reais de um bioensaio.

Dulmage & Burgerjon (1977) discutem algumas tec-
nicas de bioensaios para a padronizagac de VPN como insetici-

~das microbianos e outros autores tem proposto outras (Chautha
ni, 1968; Paschke et al., 1968 e Klein, 1978); no entanto acre
ditamos que fatores como dieta artificial, peguenos recipien-
tes, larvas criadas muitas geragdes no laboratdric, controle
de temperatura e umidade relativa, deixar os insetos teste em

jejum antes das aplicagdes, forgar a ingestao com microaplica
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dores e a nao avaliagdo do niimero de poliedros por inseto teg
te irdo sempre afastar os resultados do que se pode esperar

nas condicdes reais de aplicagdo para controle.
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5. CONCLUSDES

As populacgdes de A. argillacea, em condi¢Oes naturais, po -

dem sofrer com freqiléncia infecgoes causadas pelo VPN.

A ocorréncia da virose nas larvas, junto com a agao de

inimigos naturais, representa significativo fator de mor-

talidade natural em A. argillacea.

Os parasitos e predadores desta praga podém desempenhar
relevante papel como dispersores do virus e na manuten¢ao
da doenga.

rarvas infectadas no laboratdrio apresentaram tipicos si-
nais patolégicos, morfoldgicos e comportamentals, observa

dos também no campo.

varios drgdos e tecidos como intestino médio, glandulas sa
livares, tibulos de Malpighi, tecido adiposo, matriz tra-
queal, epiderme e sistema nervosé sofrem alteracoes histo
16gicas devida a infecgao .

\Eétudos morfométricos mostram que o VPN de A, argillacea

apresenta as dimensdes e arranjos tipicos de Baculovirus
de noctuldeos.

Alteragdes fisioldgicas da sensibilidade visual e de ati-
vidades da regido esofdgica podem ser avaliadas e caracte
rizadas eletrograficamente em larvas doentes.

#m biocensaios, as larvas mostram diferentes niveis de sus
ceptibilidade as diferentes doses do virus, dependendo da
idade e do tempo p&s-infecgao.

Estressores como baixo teor de Oxigénio, alta densidade

populacional e alteragoes nas condicoes climaticas, podem
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potencializar as infecgoes latentes.

0 complexo patdgeno/hospedeiro/ambiente para arpoliedrose

nuclear de A, argillacea, permite com altas possibilidades

a participacao dessa virose em programas de Manejo Integra

do dessa praga. '
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6. RESUMO :

No presente trabalho.foi detectada e avalliada a ocor
réncia natural da virose poliedro-nuclear (VPN) em populagoes
de Alabama argillacea (curuqueré do algodao), nag regides de
Campinas/SP e Mogi-Guagi/SP. '

Os parasitos de A. argillacea principalmente os Ta -

chinidae, mostraram ter papel fundamental na dispersac do virus
e na manutenqﬁo da doencga. Tais parasitos, junto com outros fa
tores bidticos de mortalidade determinaram altos niveis de con
trdle natural dessa praga.

No laboratdrio, quando infectadas experimentalmente,

as larvas de é. argillacea mostraram uma tipica seqliéncia de si

nais patolégicos, caracterizada por varias etapas. O tempo de
duragdo das fases pré-mortais dependeu de varios fatores como
dose, idade e condigdes pré-infecgao.

Os estudos histopatoldgicos revelaram alteragdes anl
vel dos 6rglos, tecidos e células, nas larvas infectadas pelo
virus. Tais alteracbes resultaram nas disfungbes e degeneragoes
observadas determinando a morte do inseto., Os tecidos mails afe
tados foram: adiposo, epiderme, matriz traqueal e sistema ner-
VOSO.

Nucleocapsideos sem envelope (297,54 por 63,07 nm )
foram encontrados individualmente ou em feixes, nos nucléos €
citoplasmas das células infectadas. Os com envelope (311,35 por
102,02 nm) foram encohtrados somente nos nicleos. Poliedros em

formagio,.estromas virais e elementos fibrilares também foram

detectados nas células atacadas. Poliedros desenvolvidos (1,6pm

de difmetro) foram abundantes na hemolinfa e tecidos decompos-
tos das larvas mortas pela doenga.

Registros eletrograficos revelaram alteragdes na sen
'sibilidade visual de larvas doentes. Da mesma forma, atividades
pbisicas e peristaltismo da regido esofagiana, tanto quantosuas
alteragoes, foram detectadas na anadlise fisiopatoldgica.

A susceptibilidade ao VPN fol verificada para varios
estadios larvais, sob diferentes condigoes. O papel de alguns
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estressores e de um virus nao especifico (VPN de A. gemmatalis)
foi também avaliado. ‘

Com a atual tendéncia na busca de alternativas racio

nais para métodos de controle, o presente trabalho demonstrou

que o VPN de A. argillacea pode ser considerado como um elemen

to promissor nos programas de manejo integrado ‘dessa praga.
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7. SUMMARY

Natural occurence of NPV in populations of Alabama
argillacea was detected and evaluated several times, during the

present work, in cotton fields (Campinas, SP. and Moginﬁagﬁ,SP)
and laboratory.

Some entomophagous insects, principally tachinid
parasites, was shown to have an important role as agents
responsible for disperssion and maintenance of the virus,
Populations of this insect pest suffered high natural mortalities
due to the combined action of entomophagous insects and pathogen.

Typical symptoms caracterized by morphological and
pehavioral alterations were described. The duration of different
pre-mortal stages varied according to dose, age and stress
conditions.

SYstems,tissues and cells suffered disturbances,
disintegration and total mal-function resulting in death to the
infected larvae. Nervous system, fat tissue, epidermal cells and
tracheal matrix suffered more effects than in other sites.

' Nucleocapsids, as well as polyhedra, were measured in
purified material and its presence in the diseased cells was
detected. '

Some physiological disturbances were evaluated through
responses of ocelli as well as fore-gut activities in diseased
larvae, utilizing electrographic records, The activities of these
_two organs in infected larvae, when compared with healthy ones,
was significantly assoclated with many external symptoms.

The susceptibility tests revealed how the response of
the larvae to the pathogen is related to many factors, such as
dose, age and experimental conditions.

Within the modern criteria of insect pest control, it is
suggested that NPV of A. argillacea could be easily utilized in
integrated control of this insect specles.
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