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i INTRODUGCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Nos insetos, as infecghes nlo s80 produzidas
exclusivamente pela  aclo de um dnico microrganismo, mas, QUL BE
sempre, ocasionadas pelos efeitos miltiplos de diversos patdgenos

(DDIER, 1977).

Alguns virus, entre O GuAis encontram-se 0%
haculoviras, tém sido objeto de estudo pelo seu potencial  como
bioinseticidas altamente seletivos, efetivos ¢ seguros. Assim, a
naturesa desses virus e os fatores que influem nas inter-relagies
patageno~-hospedeiro devem ser invest igadas para obter-se uma
melhor  compresnsio dos mecanismos responsdveis pela  infecgio

viral.

Numerosos estudos laboratoriais tém sido feitos
inocylando-se mais de  um tipo de virus na mesma  larva com  ©
intuito de se obter um conhecimento c¢laro do potencial de aumento
da atividade dos baculovirus utilizados como inseticidas
microbianos. Algumas das informagoes importantes que puderam ser
obt idas através desses trabalhos sfo: tipo de interagio wviral,
existéncia de competicio por sitios de replicagio, seqguéncia de
infecgio viral e influéneia da idade larval 2 da dosagem viral na

infecgio.



1.2 BACULOVIRUS

s baculovirus s8o virus de artrdpodos, principalmente
insetos gque  Foram  isolados de  lepididpteros, himendpteros,
dipteros e coledpteros, sendo a grande maioria encontrada nos
lepiddpteros. Essegs virus, mesmo sendo conhecidos como virus de
inseto, também foram isolados de crustdceos e aracnideos

CLONGWORTH, 1983). Pertencem 5 Familia Baculoviridasg, a qual s

T

caracteriza por apresentar nucleocapsideos em Fforma de bastao
envioltos por LI envelops oy membrana lipaprotéica. N]
nucleocapsideo & constituido de um DNA circular de dupla hélice
de 52 a 100 i 10% daltons (HARRAP & PAYNE, 1979), envolto por um
capsideo  Formado, por suas ves, de peguenas  unidades protéicas
chamadas CAPSOMEr0s . A esbtrutura formada pelol(s)
nucleocapsideo(s) e o envelope constitui a unidade infecociosa ou

virion (MILLER & col., 1983).

0 género Baculovirus Olnico género da familia

Baculoviridag) & subdividido em trés sub-géneros. 0 sub-g&nero A

consiste de Yirus e Poliedrose Nuc lear (UPNY, i
caracteristica é a de varios virions estarem oclusos num

poliedro, também chamado corpo de inclusBo ou cristal protéico,
cujo principal componente € a poliedrina. Existem dois sub-grupos
mor falogicamente diferentes: oz Virus de Polisdrose Nuclear
Simsies (UPN-8), no qual somente um nucleocapsideo ¢  encontrado
por snvelope, & o Virus de Poliedrosse Nuclear Miltiplo  (VPN-M),

em que varios nucleocapsideos s8o envoltos por envelope. 0 sub-

e



gfnero B consiste de Virus de Granuwlose (VG) nos gquais um  dnico
nuc lencapsideo € envolto pela membrana €, por sua ves, um  unico
virion (excepcionalmente dois) ¢ contido no corpo de inclusBo,
tambeém chamado grinulo ou cristal viral, o qual tem um  Formato
oval e ¢ praticamente constituido pela proteina chamada
granulina. Por dltimo o sub-género L consiste de wvirions nio
oclusns  em  estruturas protéicas (NDV - do  inglés  "nonoccluded
virus™) (BILIMORIA, 1986). Eate dltimo virus Ffoi  primeiramsents
isolado de Oryctes rhinocerus (Coleoptera) (dai o nome de Virus
de OQOryctes pelo gual também € conhecido), sendo também capaz de
infectar outras espécies de Oryctes ¢ pelo menos uma espécie  do

género Scapanes (BEDFORD, 1981).

Representantes do sub-género A ¢ B tém sido amplamente
ut ilizados para contrele bioldgico de insstos-praga pela sua alta
gspecificidade com o hospedeiro ¢ por ndo representarem visco
pars  a saugde humana ou de outros animais (IGNOFFD, 1968, SUMMERS

g col., 1975 CONSIGLI e col., 4983

A omansira mais  comunm de entrada dos  baculoviras no
organismo  do  hospedeiro se dd pela ingestio do virus durante a
alimentacio da  larva. 0O cristal ingerido, que contém  o(s)
virion(s) (dependendo s for VG ou VPN, ¢é rapidamente
solubilizado no ldmen do intestino médio, liberando os wvirions.
Nos Lepidipteros, o processo de dissoluglo € iniciado pela aglo
do  pH do suco digestivo, o qual ¢ muito alealino (9.5 - £4.5), &

acelerado por aglo enzimat ica (GRANADOS, 1978; PRITCHETT e cot.,



1984)., Desta maneira, a liberagfo de proteases presentes no corpo
de inclusfo, ocasionads pelo alto pH € responsdavel pelo infcio da
infecgio promovendo a remoglo do cristal protédico. Os virions
assim liberados PRBSAM atraveés de PEYUENDS PO oS oL
provavelmente existem na membrana peritrdfica (PASCHKE & SUMMERS,
i97%)  entrando em contato direto com as células  colunares do
intestino. 0 envelope do virion funde-se & membrana plasmatica na
regifio apical das microvilosidades permitindo assim a  entrada
dols} nucleocapsideo(s) dentro da célula (GRANADDS, 1978). Logo
depois, estes seguem  até o nidclen, podendo perder o capsideo
antes de entrar (SUMMERS, 1974 TaNaba & HESS, 1976 GRANADOS,
1980y, ou guando jd dentro do macleo (GRANADOS, 1278; GRANADOS &
LaWLER, 1984). Desta maneira, o virus replica~se pcasionando &
infecgfo primdria, sendo que alguns dos virus agui formados nio
possuen corpo de inclusio. Estes, saindo das células intestinais
infectam a8 células da hemolinfa ¢ outros tecidos, ocasionando a
infecgio secunddria. A replicagfo viral nestes tecidos resulta
tanto na  formagio de virus nio oclusos, gque casm na  hemolinfa
sendo 08 responsaveis por propagar a infec¢Ro dentro do inseto,
e de virus oclusos, os quais, apos a morte & desintegragio do
inseto, Ficam liveres no meio ambiente podendo infectar outros

insetos, pela sus ingestio (MILLER 2 col., 19383, MILLER, 1988¥.).

Em geral os VPN 880 poliorganotrdficos, infectando,
portanto, varios tecidos, enquanto a infecgio pelo VG exibe uam
tropisme limitado, podendo ser encontrado geralmente nos tecidos

gqorduroso, epidérmico e matriz tragueal, dos quais o primeiro &



preferencialmente atingido (HUGER, 1963).

A primeira mudanga citopatoldgica induzida pela
infecgio com VPN e VG & a hipertrofia celular, causando aumento
no  tamanho do ndcoleo gue leva a ocupar o volume total da célula

(GRANADDS & WILLIAME, 1986).

A  inteccBo pelo VPN € restrita ao ndcleo celular. No
caso  do VG, esta comecs no nucleon, o gual perde sua  integridade
gstrutural no comeco da infecglo. Assim sendo, os componentes
nuc leares e citoplasmaticos se& misturam, n3o afetando, no

entanto, o desenvolvimento do VG (GRANADOS & WILLIAMS, 198é6:).

Atualmente, o Laboratdrio de Virologia de Insetos do
Departamento de Genédtica da Universidade Estadual de Campinas-
UNICAMP, em convénio com o IAA/PLANALSUCAR, vem desenvolvendo uama
area de pesquisa utilizando baculovirus para combater a principal
praga da cana-de-agidcar, Diatraea saccharalis responsdvel por
perdas de mais de cem milhies de dilares andais somente no Estado

de 880 Paulo (MACEDD & BOTELHO, 41988).

MNa  Fase larva, este inseto abre galerias longitudinais
¢ transversais na cana, provocando a morte das gemas, perda  de
peso  da  cana e seccionando o colmo o que leva ao tombamento da
planta pelo vento. No entanto, os prejuizos indiretos, causados
por este inseto ao abrir orificios e galerias na cana 30 08 mais

consideraveis. At ravés destes, dois fungos diferentes,
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Coletotrichum Ffalcatum (Went) e Fusarium moniliforme (Sheldon),
penetram no colmo causando a “podridio vermelha  que diminui a
puresxa  do calde, dando menor rendimento em acucar (GALLD e col.,

1978).

Dois tipos de baculovirus estRo sendo utilizados para
combater sssa praga: Virus de Granulose de Diatraea saccharalis e
L jsolado selecionado de Virus de Poliedrose Nuclear de
Anticarsia gemmatalis. Atualmente, esses dois virus estlo sendo
produzidos &m larga escala pela companhia AGROGOEN Sh-

BIOTECNOLODGIA AGRICOLA &m convénio com a UNICAMP.

i.2.4 VIRUS DE GRANULDSE DE Diatraea saccharalis (VGDs)

STEINHALUS & MARSH (i942) foram os primeiros a detectar
virus de granulose em larvas de Diatraea saccharalis criadas em
taboratdrio. Posteriormente, larvas dessa mesma espécie coletadas

A

ne sul dos Estados Unidos apregsentaram contaminaglo com esse

mesmo virus, o gual mostrou-se altamente viruwlento para 2 esspdcie

(PAVAN & col., 1983).

Fstudos ao microscdpio eletronico revelaram que esse
virus ¢ um representante tipico de granulose. D tamanho médio do
cristal viral & de aproximadamente 0.9 micrdmetros (um), podendo
gete se replicar no citoplasma da célula hospedeira, & tendo como

principal tecido alvo o tecido gorduroso (PAVAN, 1983 PAVAN e



mol., 1983).

Varios trabalhos tém sido feitos visando conhecer
melhor certos aspectos do VEDs como  por  exemplo! Forma  de
infeceio, potencialidade como inseticida bioldgico, métodos de
purificagio, composicio protéica, interagio com outros virus,
misténcia de competiglo por sitios de replicag8o com outro
VIrus, temperatura de  inativacgio viral ¢ possibilidade de
obtenglo de insetos inunes a esse virus (PAVAN, 19837 PAVAN @
col., 4983; RIBEIRD, 4198% e 1989 CaVALLARD e col., 19846

CAVALLARD, 1988, GARCIA & PAVAN, 1988a,b).

1.2.2 VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR DE Anticarsia gemmatalis

(VPNAg)

STEINHAUS (4957) Foi o primeiro em detectar Virus de
Poliedrose Nuclear em larvas de Anticarsia gemmatalis (VPNAg)
coletadas  em  plantaghes de alfafa no Peru. Nesse primeiro
trabalho, ele o descreveu como um possivel baculovirus do tipo
PN, Este disgnodstico foi posteriormente confirmado por STEINHAUS

& MARSH (19462},

Pogsteriormente, em 1972, larvas dessa mesma espécie
FTaram coletadas esm culturas de soja na regiio de Campinas, as
quais novamente apresentaram-se infectadas com VPN (ALLEN &

KNELL., 1977). Outros autores também relataram a presenga  desse

g



virus em larvas de A. gemmatalis coletadas em varias regides do
Brasil (CARNER & TURNIPSEED, 41977 CORSD e wcol., 1977, GATTI =

col., L9770,

ALLEN & KNELL (4977) Ffizeram um estudo mais detalhado
sobre a estrutura do UPNAg & a sus  infecgBo no  hospedeiro
original. Eles comunicaram que, assim como todos os UPN, suzx
replicagio ¢ restrita ao micleo , sendo os tecidos gorduroso & a

epidermico infectados mais rapidamente.

Fstudos ao microscopio eletrdnico revelaram que o UYPNAg
¢ do tipo miltiplo (UPN-M), apresentando, no entanto, IMA
gquant idade de virions contendo um 5 nucleocapsiden qgue varia de

25% (ALLEN & KNELL, 1977) até 43% (CARNER & TURNIPSEED, 1i977).

0 tamanho do cristal do VPNAg, obtido de larvas de D,
saccharalis coletadas em Santa Catarina, apresentoun ter uma

variagfo de £.17 a 1.54 um (CARNER & TURNIPSEED, 1977).

A infecgio de hospedeiros alternat ivos com VPNag  pode
ser conseguida utilizando-se altas concentragdes de indculo
viral. PAVAN e col. (1984) infectaram seis espécies de Noctuidae
g wverificaram que a virnléncia ¥foi significativamente menor que
aquela  encontrada  pars  larvas de A. gemmatalis. Essgs mesmos
antores observaram que duas espécies de Diatraea, saccharalis
(Fabricius) e grandiosella (Dijar), também eram susceptiveis

somente A altas doses de VUPNAg. Larvas de A. gemmatalis, no



entanto, 8o altamente susceptiveis a esse wvirus (CARNER &

TURNIPSEED, 1277 PAVAN e col., 1984 MOSCARDI, 1983).

Através do processo de passagens seriadas em larvas de
Diatraea saccharalis, Foi possivel aunentar gradualmsnte 2
patogenicidade desse virus a mais de 100 ¢ 1000 veres apds 10 @
2¢  passagens, respectivamente. Mesmo sabendo que o que determina
o graug de viruléncia de um baculovirus, submetido ao processo de
passagens seriadas em um hopedeiro alternative, s8o as  inter-
relaghes produzidas pelo sistema hopedeivro-patdgenso, esses vIirus
selecionados nlo perderam @ sua capacidade de infectar o seu

hospedeiro original (PAVAN e col., 19841, RIBEIRD, 1985 ¢ 1989).

Outros esstudos Feitos no Laboratdrio de Virologia de

Insetos da LUNICAMP, tanto com o UPNAg como com mutantes
selecionados deste virus, demonstraram que ¢80 capazes de

infectar tecidos de D. saccharalis de maneira mais eficiente que
outros wvirus de poliedrose testados como por exemplo Virus de
Poliedrose Nuclear de Trichoplusia ni (WPNTR)Y & Virus de
Poliedrose Nuclear de Autographa californica (UPNAc) (M.T.

MARIANI, comunicagio pessoalld.

A temperatura de inativagio, temperatura ideal para o
desenvolvimento da  infeccfo viral & produgBo de imunidade por
parte dos insetos ao virus foram também investigados (RIBEIRO,

19897 .
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1.3 INTERACAO ENTRE BACULOVIRUS

A medida que a patologia de insetos tem—se desenvolvido
ao longo deste século, mritos exemplos mostrando a infecgio de um

individun por dois ou mais virus foram apresentados.

A recombinagio génica, de uma maneira geral, tem sido

amplamente investigada em infecghes mistas entre dois virus,

relacionados o nio, Qe infectem a mesma cédlula. Nessas
condigries, ocasionalmente APArecem novas linhagens Com

propriedades aparentemente hibridas entre a2 progénie wviral.
Exemplos de recombinag8o genédtica tém sido relatados para virus

de plantas, virus de animais e fagos (LURIA e col., 1973).

Recombinagio em baculovirus Jja foi sugerida por
TEHIKAWA & SAYAMA (1941 Capud  MAZZONE, 198%), 0% quais
encontraram um  terceiro tipo de poliedro, wmortfologicamente
diferente AOE dois originalmente inoculados. Alteraghes

morfoldgicas, numéricas ou na infectividade viral, apds indugio
de infeccio mista em insetos (SMITH & SUMMERS, 1i98¢ VAIL e col.,
1982 ou em cultura de tecidos (SUMMERS & col., 1980), sho

indicativos de uma provivel recombinagio génica.

CROIZIER e col. (1980) detectaram o aparecimento de um
novo tipo viral através de andlise do DNA do virus. RecombinagBo
génica também pode ser conseguida utilizando-se fragmentos do

genoma viral em vez do virus total (CROIZIER e col., 1988)

i@



A seguir serio mostrados com prioridade casos de
interagiies entre baculovirus e tambsgm  alguns exemplos de

interagio entre estes e outros virus de insetos.

1.3.14 OCORRENCIA NATURAL

A ocorréncia natural de infecghes miltiplas de
haculovirius ¢ conhecida ha muitos anos, sendo que hoje  Jja  foi
descrita em praticamente todos o0s grupos entomopatoaénicos

(HARPER, 1936).

PAILLOT  (49236) Foi o primeiro a relatar a presenga
simultinea de Virus de Poliedrose Nuclear e de Virus de Granulose
em lagartas de Euxoa segetum (Schift). Posteriormente SMITH &
RIVERS (1i956) comunicaram a presenca de um Yirus de Poliedrose
Citoplasmiatica (VPD) nesse mesmo inseto € descreveram a pressngs
do VPC em trés insetos nos quais a infec¢lo pelo VPN  jid era

conhecida.

0 segundo caso de infec¢Ro com VPN e VG na mesma
sspeécie de inseto foi descrito para Choristoneura fumiferana
(Clem). BERGOLD (1951ia) detectou a presenga de VPN &  pouco
depois  (BERBOLD, 19%4ib) encontrou V06 infectando estas mesmas
larvas. Posteriormente, BIRD & WHALEN (1i954) descreveram a

infecclo por VPEL nesse mesmo inseto.

11



Outro caso de infecgio natural por VG e VPN encontrou-
sz em Pieris rapae (inn.). A infecgio deste inseto por um VG Ffoi
primeiramente descrita por THOMPSON (4954). TANADA (4993
encontron  esse  VIirus infectando insetos de trés regites dos
Fatados Unidos (EUAY e fex um estudo detalhado da infecg8o, sendo
que, pouco tempo depois, encontrou um VPN nesse mesmo hospedeiro

(TaNaba, 1954).

P susceptibilidade de Pseudaletia unipuncta (Haw.) ao
UPN  foi descrita por CHAPMAN & GLASER em 1945. TaNaDA (190546)
cominicow, pela primgira wvesz, 3 presenga de VG em  uma  larva
coletada na mesma area das que apresentaram infec¢do pelo UPN.
Poster iomente, foram encontradas larvas mortas, coletadas de dez
diferentes localidades dos Estados unidos (EU&), apresentando uama

infecgio simultinea de VPN & VG (TANaADA & CHANG, 196Z2).

Hal. L (L9533 encontiron lagartas de Autographa
californica (Speder), coletadas de wvirias localidades da

Califdrnia, infectadas com VG e UPN. TaNaDa & OMI  (1974),
estudando @ epizootia da infecgfo viral nessa mesma regifo,
observaram que, & maioria das larvas de A. californica estavam
infectadas com VG e s algumas com VPN & VPC. No mesmo trabalho,
eles coletaram larvas de Spodoptera exigua as quais eram

comimente infectadas com UPN ¢ VG, sendo que a predomindncia de

cada virns variava com a localidade especifica & ano de coleta.
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STEINHAUS {4957) listou sete espéciecs de insetos
infectadas pelo VPN e VG. Destas, somente Nephelodes emmedonia

(Cram), apresentou infeccio simultinea dos dois virus.

Entre outros exemplos de infecgdes naturais com VMG e
VPN, temos aqueles comunicados por PASCHKE &  HAMM  (1962)  em
larvas de Trichoplusia ni (Hueb.), por STEINHAUS & MARSH (1942)
gm Laphygme Ffrugiperda e por KELLEN & HOFFMaAN (1984) em Cadra

figulilella.

XERDS (1i954) reportou =& presencga de uam  virus ndo
incluso no citoplasma de células gordurosas de Tipula paludosa
(Meigen), eepécie na qual tinha sido previamente encontrado VPN

(SMITH & XERDS, 19%94).

Larvas de T. ni obtidas de diferentes dreas geograficas
apresentaram infecgio com dois tipos morfologicamente diferentes

de VPN (HEIMPEL & ADAMS, 1946).

Varios outros insetos foram encontrados infectados pelo
WEN e UPC (SMITH & XEROS, 49535 8MITH ¢ col., 1953 vaiklo &

VASTLJEVIC, 1958, TaNabDa & OMI, 1974).
HESS e col. (4978) reportaram a presenga sinultinea de

quatro tipos de virus diferentes em lagartas de A. californica e

Ta i
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1.3.2 FATORES QUE INFLUEM NA INFECCAD MISTA

1.3.2.4 TIPO DE INTERACAO VIRAL

A infecclo viral por dois o mais virus
concomitantemente pode ter efeitos antagdnicos, sinergisticos ou
independentes, resultantes das interacdes que ocorrerem entre os
virne ou entre eles e o hospedeiro. S ndo existe interagio entre
Vs dois patdgenos, um efeito aditivo & esperado, isto &, a
combinagio da metade da dose letal 5@ (Dlsp) de cads componente
deveria produzir o mesmo efeito que a Dlsg de cada umes Um efeito
significat ivamente menor gue o aditivo indics antagonismo € um

maior indica sinergismo (BENZ, 1974).

0 primeiro a reportar o aparecimento de inter feréncia

na infecgdo com VG & VPN foi BIRD (1259) em lagartas de

Choristoneura fumi ferana. Esse mesmo autor, posteriormente,
utilizando CHEASG mesmas  larvas Jjuntamente com  larvas de

.

Malacosoma disstria (Hubner? para inoculda-las com VPN = VP,
veriticouw que o VPC interferiu e retardou o desenvolvimento do

VPN (BIRD, 196%).

TANADA e col. (4969) tentando determinar se exishia
alguma supressio ou aumento na viruléncia ou, entfo, simplesmente
uma coexisténcia mutualistica entre duas linhagens diferentes de

VPN, vier i Ficaram gue, gquando  larvas de P. o unipuncta  eram
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inooculadas com a mesma dose dessas duas linhagens, os sintomas de
infeccHo prdaprios da linhagem chamada de "tipica’ eram o5 Unicos
il Aapareciam. Posteriormente, A interteréncia causada pela

Tinhagem VPNT (tipica) sobre a linhagem VPNH (hipertrafica)d Fei

estudada mais detalhadamente por RITTER & TANADA (1978).

WHITLOCK (1977a) encontrou interferéncia entre VPN & VG
inoculados  simultaneamente em larvas de Heliothis armigera. No
entanto, um  pré-tratamento com virus inativados pelo calor ni3o
afetour a aglo dos virus, o que o levou a concluiv gue o fator de
inter feréncia nfo faria parte da cidpsula protéica mas sim  da

regifo infectiva do virus.

BOUCIAS & NORDIN (1978) infectaram larvas de Hyphantria
cunea com VPN & dois tipos de VG o VG original (MGHe) e um outro
obtido de Diacrisia virginica (VGD). Eles encontraram ima
interferéncia do VGD sobre o etfeito viral de VGHc, aumentando o
Tempo  Letal 53¢ (TlLsg) de 7 para mais de 20 dias. Esse efeito nio

Toi observado guando o segundo indculo Ffoi o UPN.

Uma  outra prova de interferéncis foi relatada por HESS
e col. (4978) utilizando larvas de A. californica e T. ni.Quando
estas  eram tratadazs com um  virus icosaddrico referido como §Vy
g um VPN, a quantidade de VPN presente no nucleo das células
infectadas era menor que aguela encontrada nos nucleos dos

individuns infectados somente com VPN.



Uma seérie de experimentos quantitativos levouw KELLY
(498¢) a concluir, pela primeira vez, gus a replicagio de wvirus
iridescente interferiun com a replicagio de baculovirus. Além
disso, desde que o6 virus inativados pelo tratamento térmico
tiveram um efeito inibitdrio menor do que os virus ativos, foi
proposto  gque @ replicagio viral, & ndo a particula viral em si,
seria a responsavel pelo efeito inibitdrio, apoiando assim aquilo

anter iormente proposto por WHITLOCK (1977a3).

Em contrapartida, um fator muito importante que atetou
a susceptibilidade de P. unipuncta 3 infeceio com MG ¢ VPN foi o
efeito sinergistico gque resultow no aumento de viruléncia dos
dois wvirus quando estes foram inoculados simultanceamente (TANADA
19543 . Poster iormente, Faoi  comprovado gue esse  aumento  na
virglénecia era causado pelo VG atraveés de experimentos em  que
eate foi inoculado 3 & 5 dias antes e depois do VPNLO O sumento de
intfecgBo por parte do UPN aparecia somente quando o VG era pré-
inoculado. Aldm disseo, a utilizagio de VG inativo aumentouy 3
infectividade do WUPN indicando que ndo era o nucleocapsideo o
responsavel  pelo efeito sinergistico, mas alguma substincia na
matriz protéica ou no envelope (TANADA, 1939 TaANADA & col.,
1973; HARA & col., 1976). Fsta associacio de sinergismo  também
acontecey quando esse VG Ffoi inoculado com uma outra 1inhagem de
VPN (TaNADA e col., 1969). No entanto, quando um outro  isolado
geografico de VG obtido de Oregon foi utilizado, nio se encontrou

efeito sinergistico (TANADA & HUKUHARA, 19468).
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A continuidade das pesgiisas com o VG sinergistico
levou =2 isolar uma fragio protéica que aumentava =a atividade
viral do VPN, tanto in vivo como in vitro, a qual foi chamada de
Fator Sinergistico (FS) (TANADA & HUKUHARA, 1974 TANADA e col.,
1973 HARA & col., {974 OHBA & TANADA, 1984). 0 sitio de agio do
S resultoun SEI ao nivel de membrana plasmatica das
microvilosidades das células intestinais. 0 FS aumenta a taxa de
fusdo do envelope do virion com a membrana plasmatica, agindo,
portanto,  como uma enzima (TANADA & HARA, 1975 TaNabs ¢ col.,
1975 TANADA e col., 1988). Trabalhos recentes sugerem =a
existéncia de receptores em sitios especiticns das células para
ligagho com o F$% ¢ os virions (NAKAGAKY e col., 1987). STODDARD
(L283@) Capud  TANADS, 1989) trabalhando com um VG isolado dg  outro

hospedeiro encontrou um fator similar ao F8, concluindo que os VG

de outras espécies também poderiam ter fatores semelhantes.

A auséncia de uma interagio do tipo sinergistica ou
antaginica  Ffoi  relatads por VAGD (1999) (apud SHYETS0VA &  TSAT,
1962 infectando um mesmo hospedeiro com VYPL e VG, os gquais ¢e
desenvolveram de maneira tipica em tecidos diferentes. A mesna
atirmaglo foi Feita por SHVETSOVA & TSAL (49620 infectando com VG

e YPN dois hospedeiros diferentes.

LOWE & PASCHKE (49682) concluiram que 2a mortalidade
obtida gquando inocularam UG ¢ VPN juntos em larvas de T. ni ndo
diferiu significat ivamente daquela esperada quando a mesma  dose

de qualguer um dos dois virus tivesse sido inoculada duas vezes,
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separadamente. Portanto, o aumento na mortalidade larval, causada
auando o indculo Foi misto, se deuw por efeito aditivo & nino  por
LM real efeito sinergistico. Trabalhos anteriores foram
criticados por nEo se ter o cuidado de veriticar as doses
inoculadas =2 cada individuo, podendo, portanto, gerar uma ma
interpretacio sobre o tipo real de interagBo wviral (LOWE &

PASCHKE, 1i%48Ba, PASCHKE e col., 1968B).

A multiplicacio de mangira independente tanto do VG
comeo  do  UPN  inoculados em  larvas de Diatraea saccharalis,
demonstrow, de maneira preliminar, o existéneia de uma coinfecgio
tipica sem interteréncia na produgio de qualquer um dos dois

virns (GARCTIA & PAVAN, 419883).

1.3.2.2 COMPETICAO POR SiTIO DE REPLICACAOD

Ds resultados obtidos através dos trabalhkos feitos com
infecgbes mistas de baculovirus demonstram gque os insetos podem
HSE infectados simultancanente por mais de um virds, mas <que 0%
sitins especiticos de replicagio sio divididos entre os patdgenos

envolvidos.

lLarvas de P. unipuncta inoculadas simulitangamente com
dois VPN npunca apresentaram sintomas caracteristicos dos dois
tipons wvirais no  mesno hospedeiro. No entanto, a8 essss  duas

linhagens virais eram inoculadas separadamente, infectavam alguns



tecidos comuns & outros diferentes, mostrando uma especificidade

diferencial pelos tecidos da mesma larva. (TANADA & col., 1769,

HUGHES (4972} tentando produrir infeccBo mista com dois
VPN em larvas de Hemerocampa pseudotsugata e examinando tecidos
abservon  larvas infectadas com um on outro virus, porém, nenhuma

infectada por ambos 08 virus.

VAGD (4959, estudando a patogenicidade de VG e VP,
observoy  gue cada um deles infectava diferentes tecidos no
inseto. 0 VPC se replicava em células epiteliais, enquanto o VG o

Parzia no tecido gorduroso.

A determinagio de sitios especificos de replicagio
também pode-se dar a nivel celular dentro de um  mesmo  tecido,
como € o caso de larvas de P. unipuncta  inoculadas com  uma
mistura de VG e VPN, as gquais, apesar de apresentarem sintomas
externos tipicos do VPN, spareciam com alguns tecidos contendo
tanto poliedros guanto gridnulos (TANADA, 1954). Uma observacfo
semelhants  Toli Feita  por SHUETSOUWA & TSAT (1942 em Agrotis

segetum = Hyphantria cunea.

Larvas de Ta. ni coletadas do campo apresentaram
intfecgio por dois tipos diferentes de VPN, os quais n8o s
diferiam morfologicamente como também apresentaram difsrencas no
que se refere & preferéncia por algum tecido para sua replicacio.

No  entanto, a presencs dos dois virus nas células dos tecidos
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utilizados em  Comum, punca s dey na mesma celula mas  sim

ocupando niclens de células diferentes (HEIMPEL & ADAMS, 194646).

RITTER & TANADRA (4i978) continuando os estudos com  as
duas  linhagens de VPN gque infectam P. unipuncta observaram qgue,
no caso de células da traquédia, tecido sste utilizado por ambas
as linhagens para sua replicagfo, cada um dos virus infectava

certas dreas especiticas do tecido & ndo cédlulas ao araso.

Larvas de T. ni inoculadas simultaneamente com Y0 e UPN
apresentaram infec¢io com os dois virus em células adjacentes do
tecido gorduroso, pordém nunca foi observado uma dupla infecgdo
numa  mesma celula (LOWE & PASCHKE, 1968b). 0 mesmo foi observado
por WATANABE & KOBAYASHI (497¢), & muito antes por BIRD (499%9) em

H.e cunea ¢ C. fumiferana respectivamente.

Galleria mellonella submetida & intecgRo com UPN, Virus
de Densonucleose (DNV - do inglés "Densonucleosis viras ) & um
Viruse Iridescente (TIV ~ do inglés "Tipula Iridescent WVirus’),
mostroun gque esses virus podem replicar-se simultaneamente no
mesmo hospedeiro. Quando a infecclo foi com VPN & DNV (ambos se
replicando no ndcleo celular), obteve-se a infeccio pelos dois
virus em  células adjacentes. Entretanto, guando a  infecgio
implicava na presenga do TIV, podiam ser encontradas células com
TIV no citoplasma e DNV ou UPN no nicleo  (KURSTAK &  GARZON,
19753, Uma situagBo semelhante foi apresentada por ODIER (49773,

que obhservou esses tr s virus multi plicando-s2 s im Ttaneaments am



diversas celulas do  mesmo tecido, bem como em  diferentes

compart imentos de uma mesma celula.

Celulas  de Spodoptera frugiperda infectadas tanto  com
virus  iridescente como com VPN mostraram gue, mesmo com  algumas
modificagdes edperimentais, como por exemplo temperatura  ou
comb inagies  do indeulo, evidéncias de dupla replicacio, na mesma

célula, nBo foram observadas (KELLY, 1980).

Ja KIMURA & McINTOSH (4974) comunicaram » presencga  de
dois wvirus de DNA  numa mesma célula o Eles trabalharam com
cultura de células de To ni e encontraram VPN no nucleo, enguanto
o VYirus Iridescente de Chilo (CIV - do inglés "Chilo Iridescent

Virus™) aparecia no citoplasma.

0 caso de infecg8o viral mista wmais complexo Jjd
documentado  em inseto  Foi  comunicado por HESS e col. (4978
wtilizando larvas de A. californica e Tuni. Eles encontraram
quatro tipos diferentes de virus infectando células intestinais:
doie icosaddricos nfo oclusos (8Y4 e BVpd, um VPN e um YPL. 0 UPN
e o 8Yy Foram encontrados no micleo, enquanto os outros dois  se
replicaram no citoplasma. Uma quinta particula viral podia ser

observada ocasionalmente no citoplasma.
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1.3.2.3 SEQUENCIA DE INFECCAD

A ordem das inoculagoes virais € o tempo de intervalo
entre as mesmas podem ter um papel fundamental na sequéncia  de
intecglo viral. BIRD (1959) sugeriu gue a competicio por sitios
infectivos causaria interferéncia entre virus. Ele percebed que ©
Ui precisava de certa vantagem com respeito ao VPN no que se
refere a tempo de inoculag8o (4 ouw 2 dias) para poder-se produxiv
A infecgio mista em larvas de Choristoneura fumi ferana.
Posteriormente, confirmouw o fato, verificando que  para  poder
conseguir infecgio mista de VPC e VPN, precisaria inocular o

segundo com certo tempo de antecedéncia (BIRD, 1969).

LOWE & PASCHKE (1i948b), estudando a infecgdo de To ni

com V5 & MPN, propuseram a existéncia de um fator o gual nHo

%,

permitiria a invasio viral de uma célula | infectada por um
outro  virus. Foram mais adiante propondo a existéncia de  uma
substincia “tipo interferon’ produzida pelo inseto, a gual n&o
permitivia a invasio pelo ssgundo virus. Isto foi sugerido JB que
larvas tratadas com V6 5 a 7 dias antes da inoculagBo com VPN nio

apresentavam infecgio pelo WPN  enguanto 2 inoculacgin mista

resultava na intecgho dupla.

A idéia dessa substincia "tipo interferon’ foi apoiada
por KURSTAK & GARZON  (4975), os quais perceberam uma  cegrta
interferénecia na infecgfo pelo densovirus quando o UPN Ffoi

inoculado de 24 a 346 horas antes. No entanto, os resultados que



eles obtiveram através do microsocdpio eletrdnico permitiram gque
levantassem uma segunda hipdtese segundo a qual a interferéncia
viral nHo seria necessariamente mediada por um fator guimico, mas
por competigiio a nivel de intearidade nucleolar. Isto  foi
proposto,  Ja que a reﬁlicacﬁm do densovirus depende do nuclédolo,

0 qual & rapidamente destruido durante a replicagio do UPN.

RITTER & TANADA (1978), infectando larvas ds P.

unipuncta com  dois VPN gque  tinham infect ividade diferente,
perceberam Quie, PRFA CONSEegUir infecg8o wmista no MESMO

hospedeiro, ers necessdario inocular o virus menos virulento um ou
dois dias antes do outro. A partir deseses resultados, eles
propuseram gue um dos virus deveria entrar numa certa célula mais

rapidamente, transtformando-a de maneira a deixd~la incapaz de

aceitar ou permitir a entrada de um segundo virus.

Var ios outros autores relataram a importincia de
oferecer vantagem, em tempo, para o virus nenos virulento guando
se  gquer obter infec¢8o mista com dois virus cujas infectividades
diferem (SHVETS0VA & THSAIT, 1962 BOUCIAS & NORDIN, 41978
HUGHES , 1979). Resultados semelhantes foram obtidos infectando-se

cultura de células (KIMURA & McINTOSH, 1976; KELLY, 1980).

InNJAac (1973) (apud HARPER , 19846} concluaiu e a
intensidade de infecgio de Hyphantria cunea pelo VG ou VPN
dependia diretamente de gual dos virus tivesse sido inocuwlado

pPrimeiro.



1.3.2.4 EFEITO DE DOSAGEM

Um  outro fator importante a ser abordado guando se
cotuda o efeito de inoculagfes miltiplas estd relacionado com  a
dosagem do patdgeno. BIRD (195%) constatou que, para  se obbter
infeceio mista com o UG e UPN em larvas de C. fumiferana, o VG
Finha que ser inoculado em maior gquant idade, acontecendo o mesmo

com o VPN em relaclo ao UPL (BIRD, 41%949).

Trabalhos Ffeitos com P. unipuncta inoculada com  duas
lTinhagens diferentes de VPN demonstraram que, quuandon A,
concentracio de ambas foi a mesma, a infecgBo de uma das
lTinhsgens era suprimida pela segunda, efeito gue Ficava redurido
quando =a diferencga nas concentragoes dos dois virus era de 10
veres (TANADA & col., 1969). Para se obter, no entanto, 5S¢4  de
infecglo por cada virus, a diferen¢ga nas concentragies virais

teve que ser de mais de 100¢ veres (RITTER & TaNaDa i978).

Vdrias experiéncias de aplicagies simultianeas de dois
o mais tipos de virus mostram que msirwgultadoa poadem  variar
dependendo  da proporg8o de cada virus inoculado, podendo aquele
ME oS infececioso se (mpor  sobre o outro s 8 doss for
auficientemente superior (ODIER, 1977 BOUCIAS & NORDIN, 1978

HUGHES, 1979; RIBEIRD, 1985).

KURSTAK & GARZON (497%5) foram mais adiante, indicando

que o tipo de interacio viral Cinterferéncia o sinergismo)
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poderias estar dependendo da dosagem & tempo de inocwlacio entre

cada virus envalvido.

1.3.2.5 EFEITO DA IDADE LARVAL

A diferenca na susceptibilidade de larvas de diferentes
idades & infecgB8o viral ¢ amplamente conhecida. BERGOLD  (1943)
foi o primeiro a perceber esse fendmeno em trés insetos, entre
eles Bombyx mori, ¢ refutar o comunicado de GLASER (1928),
segundo  quem as  larvas mais velhas de B. mori eram mais
Ffacilmente infectadas do gque as Jjovens. TaNabDa (12530 constatouw
uma  alta susceptibilidade de Pieris rapae =ao VG nos cinco

inastares larvais, havendo, no sntanto, diferenga no periodo de

infecgio, o gual aamentouw com a maturidade larval. Mz 5 mo
autor comunicou mais tarde que a resisténcia de P. unipuncta,
tanto ao VRN como ao VG, aumentava diretamente com a  idade da
larva e que este aumento na resisténcia, associado com o0

crescimento  larval, &0 que 88 cohheocg  por “imunidade  de

maturagio” (TANADA, 1959).

L.arvas de L. fumiferana ¢ M. disstria representam
oubtro exemplo no gual a resisténcia, tanto ao VPN como ao  VPC,
aumenta A medida em que a8 larvas CrEscosEmn. Porém, 0

mais rapida & acentuada para

.

desenvolvimento dessa resisténcia

a VPN (BIRD, 1%4%9).

29



i diferenga de susceptibilidade larval nos diversos
instarss larvais pode  wvariar enormemente, dependendo diy
hospedeiro e do virus. Alauns valores apresentados mostraram uma
diminwicio na susceptibilidade de 48 até aproximadamente 400990
vezes em  lagartas com  trés ou quatro instares de diferenga

(STAIRS, 1965 EVANS, 1981 PAYNE = col., 1981; MOSCARDIL, 1983

3

SHAPIRD & col., 1986).

SHEPPARD & STAIRS (4977) encontraram uma grande
variacio na resposta aos  wvirus conparando  lagartas de dois
instares diferentes. Verificaram diferenga de apenas 19 vezes na
DLea  entre  individuos do 19 e 9 instar, porédm essa diferenga
subiu  para aproximadamente 13¢ vezes para obter-se os valores de

Myp nos dois instares.

WHITLOCK (1977b) encontrou uma relaglo inversa entre
mortalidade e idade larval quando inoculow  larvas com VPN,
Atribuin este efeito & ja mencionada "imunidade de maturagio’ . No
entanto, ele  também  meEncionoy que 2 aparente  resistéEncia  das
Tarvas mais velhas pode estar relacionada com o fato destas

pmpuparem antes que o v frs PHESSEE SRENCET Sun infludneia.

BOUCTAS & NORDIN (1977), estudando a suscepbibilidade
de H. cunea a0 MG & VPN nos diferentes instares, verificaram que
esta diminuia com o aumento da  idade larval. No entanto,
perceberam  que  » susceptibilidade das larvas mais velhas aco VG

Ffoi significat ivamente menor que o encontrado para o VPN.
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lLLarvas de Anticarsia gemmatalis de diferentes instares
apresentaram  também graus de susceptibilidade diferentes, quando
inooulados  com seu VPN original, VPNAg. No entanto, a diferenga
na susceptibilidade entre os individuos mais sensiveis & mais
Fioad signiticat ivamente menor que agquela caloulada

resistentes

para outros virus (BOUCIAS e col., 1980; MOBCARDI, 1%83).
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=2 OB JETIVOS

Objetivou-se com o presente trabalho analisar o8

segirintes aspectos!

a) Desenvolvimento da infec¢Ro por cada virus individualmente e
comparacio da mesma com a infeccio mista ou dupla.

b} Interagio dos patdgenos no desenvolvimento da infec¢Ro mista.

¢) Competigio pelos sitios de replicagdo nos tecidos larvais.

d) Efeito da idade larval na infecgRo viral.

&) Capacidade de producio de corpos de  inclus8So em  infecgdes
simples & mistas.

FY Efeito da seauéncis de inoculagio

Assim  se procedeu com a Finalidade de melhor conhecer
ot mecanismos de infecgio viral, as interacies virus-inseto ¢ os
Fatores determinantes de especificidade € de viruléncia de um

baculovirus.

Procurou-se easbtudar, num sistema composto por  um
hospedeiro e dois tipos de baculovirus, os efeitos da  infecgio
mista, utilizando-se o Virus de OGranulose de Diatraea saccharalis
(UGDs) e o Mirus de Poliedrose Nuclear de Anticarsia gemmatalis
(WPNAg)Y, o qual, apesar de ser origindrio de outro hospedeiro,
mostrou-se capaz de desenvolver-se e, através de seleglo,

apresentar isolados altamente virulentos para D. saccharalis.
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3 MATERIAL E M£ETODOS

3.1 MATERIAL

3.4.1 INSETOS

Os insetos utilizados em todos os gxper iment os
realizados  Fforam lagartss de Diatraea saccharalis (Fabe., 1794)
(Lepidoptera: Pyralidaeg), comumente conhecidas como broca  da
cana-de-agucar. Sasas lagartas  foram obtidas a partir de
populacmes de laboratdrio da Se¢Ho de Entomologia do Instituto de
fgdcar e do dlcool-TAA/PLANALSUCAR, Cosul, Araras, 8S8o Paulo.
Foram oriadas em tubos contendo digta artificial, preparada
segundo o método descrito por  HENSLEY & HAMMOND (1968) e

modi Ficada por DEGASPARI e col. (4984).

3.1.2 VIRUS

a) WVirus de Granulose de Diatraea saccharalis (VGDs)
obtidos originalmente no Sul dos Estados Unidos em 1978, a partir
de lagartas de D. saccharalis infectadas com esse virus. A  sua
produgio no laboratdrio, se deu in vivo utilizando-se lagartas de

D. saccharalis. As suspensoes virais Foram guardadas a ~29000C,
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b)Y VUirnus de Poliedrose Nuclear de Anticarsia gemmatalis
(VPNAg) obtidos a partir de lagartas infectadas de A. gemmatalis,
cedidas pelo do Instituto Bioldgico de Campinas, S.P. Esses virus
fazem parte da colegfo de virus do Laboratdrio de Insetos do

Departamento de Gendtica e Fvolugio , I.B.,UNICANMP.

3.2.4 PURIFICACAD VIRAL

3.2.1.4 PURIFICACAD DO VGDs

0 método adotado foi agquele descrito por PAVAN e col.

(1983 com modificacies (Esquema 1).

Lagartas de D. saccharalis mortas pela infec¢lo com
VGEDs  Foram maceradas em ligquidificador comum contendo dodecil
sulfato de sddio (B80S @.4i%, na proporgio de 1 grama de lagarta
para 12 ml de soluglo. O 8D facilita o rompimento das células
sem  afetar 2 estruturs ou infectividade do  virus  (MARUNTAK,
1986). Adicionaram~se varios cristais de feniltiourdia (PTU) para
prevenir o melanizacHo do material. Filtrou-se A sEguir 0o
macerado em 2, 4 ¢ 8 camadas de gaze, sonicando—-s$e SEnpre o mesmno
aphs  cada  Filtragem, de maneira a2 retirar o8 maiores restos de

tecido animal & a homogeneizar bem o material.
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EsguemMa 1: Processo de puriticacac do vebs a partir de larvas de
Diatraea saccharalis mortas pela infec¢3o com UGDs

Lagartas
Infectadas
. 505 2,4 %
Maceragao
PTU
\
Haterial
Macerado
) . 2; 4 ¢ 8 camadas de gaze
Filtragao _
¢ sonicago
Haterial
Filtrade
Centrifugagio
588 g / 4 min
¥ ¥
5, P,
i
Centrifugagao i
i
588 g / 4 min :
t
] L ] t
i
1
5, A Centrifugasao (:::)
w08 g / 4 min
H
|
i
) ¥ ¥
i
i
: 53 P3 Despreza
}
i
! Centrifugagao
i
‘ 300 g / 4 min
i
i
I
| L 4 ¥
i
i
S RTEELE 5, P, Desprezado
Centrifugag¥o

16,9008 g / 45 min

Precipitado ressuspendido

Desprezado P em agua destilada para

o

posterior quantificaglo
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Prosseguiu-se, entfo, o processo de purificagio por
centrifugacino diferencial (ciclos alternados de baixs e alta
velocidade) em centrifuga BECKMAN, Modelo J2-21, Rotor Ja-z20. 0
ciclo de baixa velocidade consistino na centrifugagdo do material
a 500 a por 4 minutos onde foram precipitados principalmente os
“debris” celulares. D ciclo de alta velocidade, com 16408 g por
4% minutos, precipiton os cristais virais do material previamente
Timpo pelos wvarios ciclos de baixa wvelocidade s que  Foram
submetidos como mostra o Esquema 1. 0 sobrenadante Final contendo

mLito poucos cristais virais e bastante gorduras Foi despresado.

0 precipitado final, onde 08 cristais encontraram-se
concentrados, Foi ressuspendido  num  volume minimo  de  dgua

destilada para subsequente quantificagBo e diluigilo.

3.2.4.2 PURIFICACAD SIMULTANEA DO VGDs e VUPNAg

fs mesmas  lagartas  mortias, obt idas do  experimento
montado para determinacio da produgio viral (item 3.2.3.5), foranm
utilizadas para obteng8o de virus purificados simultaneamente

(Egaquema 2). 0 procedimento adotado estd descrito a seguir:

Foi macerads  @.9 grama de lagarta  em  homogensizador
manual, Juntamente com 4 ml de soluglio de SD8 @.1i% e alguns
cristais de PTU. 0O material foi sonicado por dois minutos e
filtrado através de uma  camada de organza de nylon. 0

homogene izado Foi lavado com mais 2 ml de S8DHS @.4%, dg modo 3

3
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Esquema 2: Processo de purificagio diferencial de UGDs e UPNAg a partir de larvas de
Diatraea saccharalis mortas pela infecgio com UGDs e/ou UPNAg,

8,5 g de lagartas
_ mortas pela
infecg3o viral 1 ml 5DS 9,1 %
Haceragao ‘ PTY
C+2m SDSO,L %)
Haterial
Macerado
Sonicagao { 2 min ) 1
faterial
Sonicado
Filtragio/Sonicagao i 1 camada de organza de nylon
{ 2 min) "
Material
Filtrado ‘ .
Centrifugagao
208 g / 30 seq
¥ ) 4
Si Pi
i
Centrifugacio i
i
308 g / 4 min :
i i :
i
t
S, P, be Centrifugagio
288 g / 38 seq
{
i
i
1 ) 4 Y
1
L
----------- T"""""“ 5, P
: Centrif.(
t ] 200 g/38 ¢
H
! L L4
i
R 5 P
T 4 4
Centrifugagdo !
i
2,288 g / 5 min i
1 Desprezado
L ¥
5¢ P
Centrifugagio
i
15.608 g / 3@ min ]
i
)
1
\ 1 i Precipitado ressuspendido
!
: em dgua destilada par:
S¢ Desprezade | P 4 . .
posterior quantificagao




evitar pesrds de material, e filtrado na mesma camada. O Filtrado
Toi novamente sonicado por dois minutos para dissociar gqualguer
acdmulo de virus e restos celulares, £ centrifugado em centri fugs
de mesa FANEM-EXCELSA BABY, Modelo 208 N com cruzeta horizontal
para  oito tubos de 19 ml a aproximadamente 2@@g por 3¢ segundos.
As  velocidades baixas utilizadas serviram para precipitar restos
e tecidos e células animais. 0O precipitado da primeira
centrifugagio foi ressuspendido para ser submetido a uma nova
centrifugasfo & o sobrenadante foi centrifugado a aproximadamente
H9@g  por 4 minuto para obter-se um sobrenadante mais limpo. Este
segundn precipitado foi  ressuspendido em ¢.5 ml de 3D8 @.1%,
Juntamente com o precipitado anterior, & submetido a novo ciclo
de limpeza. 08 sobrenadantes assim obtidos, foram centrifugados a
2200y por cinco minutos. Neste precipitado obtido Ja s6
#ncontraram triﬁtéis de VPNAg, devido 32 grande diferengs
=xistente no tamanho desta particula viral com relagio ao VGDs, D
sobrenadante, gue continha na sus maioria virus de granuloses, Foi
centrifugado em microcentr ituga INCIBRAS-SPIN I a 1%560@g por 30
minutos., 0z precipitados das duas dltimas centrifugagdes  Foram
ressuspendidos  juntos num total de 4 ml de dgua destilada para

posterior guantificagio.

3.2.2 QUANTIFICACAD VIRAL

A quantificacio de BUSPENSIES virais, apds

homogene izacio & sonicagio das mesmas, foi feita utilizando-se um



hemat imetro de Neubauwsr em microscopio de contraste de fase LEITI
(DIALUX  20), num aumento de 400 vezes. A amostra a ser observada
Foi  deixada em repouso no hemat imetro por dois minutos antes  da
quant ificagBa para precipitacio do material. Foram feitas duas
quant i ficagides paras cada material, umad ns  parts  superior  do
hamat imetro ¢ outra na inferior, escolhendo-se para cada contagenm
s cinco gquadrantes sendo guatro dispostos nos gquatro cantos & um
central. Considerou-se a contagem somente quando os  valores
diferiram em menos de 0% gntre eles, caso contririo, uama nova
homogene i zagio precedia-se & nova contagem, como proposto  por

MARTIGNIONI & IWAT (1978).

Mas solugdes 9que continham os dois tipos de wirus
utilizados, o procedimento de guantiticacio foi o mesmo e, devido
A diterenca de tamanho entre eles, foi possivel o reconhecimento

w oagquantificagio diferencial de cada um.

Apds @ quantificagio, prepararam~se solugdies estoques
contendo  um nimero conhecido de cristais em cada 2.7 ul, por ser
este o volume colocado sobre as dietas e ingerido pelas lagartas
no  procedimento  de bioensaio. Estas solugdes Foram mant idas  a

~20°9C em frascos de vidro de 19 ml.

3.2.3 BIOENSAIOS

Foi segtido o método descrito por PAVAN & col. (19841

com algumas modificagies.

35



Em placas de acrilico contendo wvinte g quatro
cavidades, Foram colocados pequenos discos de dieta srtbtificial de
S omm de didmetro por 4 omm de espessura, de modo a  obter-se  um
disco  por  cavidade. Nesses discos, adicionou-se 2.7 pl da
concentracio e do virus a serem utilizados, com auxilio de um
microaplicador  gradoado. Nos  tratamentos-controle  denominados
“branco”, a solugfo viral foi substituida por agua destilada. Foi
colocada, entfo, uma lagarta de 11 dias de idade (39 instar) am
cada cavidade e Ffechada a placa, com o objetivo de se estabelecer
24 compartimentos individuais sem comunicagio. Para  evitar o
ressecamento  dos pegquenos discos de dieta, as placas  foram
trancferidas pars cimaras umidas e estas, por sua wvesx, foram
mant idas numa  sala de 282190 por 24 horas. Apds esse tempo, a8
lagartas e ingeriram toda a dieta foram transferidas
individualmente aA tubos contendo dieta nio contaminada.,
Colocaram—se  estes  tubos novamente na sala de  289°C com  um
fotofase de 12 horas. & wmortalidade larval foi verificada
diariamente até o  enmpupamnento das lagartas e estas, quando
mortas, eram transteridas para pequenos frascos de wvidro. A
presenga de  virus nas  lagartas mortas  fol contirmada  psla
observacio de tecido gorduroso de algumas lagartas tomadas ao
acaso  em microscapio de  contraste de fase, assim como  pela
aparéncia leitosa que as lagartas apresentam guando contaminadas
com  baculovirus. As lagartas mortas pela infeceHo Foram mant idas
A -200C para posterior purificagRo ou andlise microscipica de

alguns tecidos.
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Faram realizados bioensaios para determinar Dose Letal
59 (Dhsg) e Tempo Letal 5@ (Thge), viabilidade pupal, mortalidade
larval causada pela infecgio com VGODs =2/0u VPNAg, efeito da idade
larval na infecgfo wviral &, por dltimo, produgBo de wvirus em

Tagartas infectadas.

3.2.3.1 DETERMINACAD DA DOSE LETAL 5@ (DLge) E DO TEMPO LETAL 50

(The)

Dose Letal %0 & a dose necessaria para matar S0% dos
individuns tratados com a substinecia estudada. Este cdlonlo &
utilizado na determinagfo de potencialidade de uma subst3ncia ou
sat (mulo, ow entio, na avaliagHo da toxicidade de um  prodoto

at ivo (TREVAN, 19279,

Através do método de inoculagio wviral descrito

anter iormente (item 3.2.3), foram Feitas 4 repetiches com 2@
lagartas para cada dose utilizada, conforme se descreve 8 seguir:
. 1 2 3 4 = : .
UGDs ~ 1@t, 10=, 4107, 10% e 10~ cristais virais por lagarta;

» . . 4 5 & . P e bom . v oo e o

UPNag -~ 107, 194, i@ e 19/ cristais virais por lagarta. @
mortalidade larval Foi verificada diariamentes para obtengio da

DlLp de vada virus.
5e
Para o estudo do efeito de cada virus utilizou-sg o

1og q d;/dy sendo q a raczio geomdtrice da dosagem (neste  Caso,

q=i@), dj a dose i-ésima & dg a primeira dose utilizada. Desse
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modo, aqual gquer dosagem feita sm PIrogressio geometr ica,
independente de seus valores, passa a ter a forma u=0, 1, 2,...0

(A. E. PIEDRABUENA, comunicacio pessoal)d.

Tempo Letal 59 & o tempo que 50% dos individuos leva
Pars morrer gquando submetidos a uma certa dose da substincia a
ser testada. Os caloculos de DLSG ¢ TLH® foram feitos seguindo o

método Probit de acordo com BLISS (1935 a,b) e FINNEY (1971).

T,

fis lagartas que empuparam foram mantidas nos tubos para

posterior analise da viabilidade pupal.

3.2.3.2 DETERMINACADO DA VIABILIDADE PUPAL

A pupas mant idas nos tubos foram observadas
diaviamente a Fim de se verificar guantaz conseguiam chegar ateé a
fase adulta & quantas morviam na fase pupal, de modo a avaliar-se
a influénoia dos virus na mortalidade pupal & poder-se caloular a

DLeg de larvas e pupas.

3.2.3.3 DETERMINAGCAO DA MORTALIDADE LARVAL PELA INFECCAD COM

VGDs E/DU VPNAg

Com a Ftinalidade de investigar a existéncia de

interferéncia entre o VGDs & UPNAg inoculados em lTagartas de D

LS §
=4
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saccharalis, foram realizados oito tratamentos diferentes de
inoculagdo viral com estes dois tipos de virus, os guais  Foram
inooylados isoladamente, simalianeamente =& ocom determinados
intervalos de tempo entre as inoculagdes. Estes diferentes
intervalos de teEmpo permit iram avaliar i) gfeito o
desenvolvimento do primeiro indoculo sobre o desenvolvimento do
segundo. A% doses virais utilizadas foram as correspondentes A
Dose Letal &5  (Dlgy) para cada um dos virus. Nas  inoculagies
gimultdneas, a dose do indculo corresponded A somatdria das duas
doses. Dessa maneira, as doses ntilizadas Fforam: VGEDs: e f @3
cristais/lagarta; VPNAg: 52409 cristais/lagarta; Indculo Misto
(IMY: (5x103 cristais de VGDs + %ieY cristais de VPNAg)/lagarta.
O intervalos de tempo entre as inoculagides foram de 1 e 3 dias.
Para cada tratamento, Fforam feitas 9 repeticiss com 22 lagartas
de 411 dias de idade. 0 delineamento destes experimentos foi
intgiramente 20 acaso de  acordo com o modelo sstatistico:
Yij =u + a; + e;j, onde! p=média astratamentos; i=8 (ver tabela

1Y e=erroi j=9% repetigries com 20 individuos.

No caso  em o que o intervalo de tempo entre ag
inoeculagdes  correspondews 2 1 dia, transferiram-se aguelas  gue
ingeriram toda a dieta diretamente para novas placas de bioensaio
para @ segunda inmculacﬁon Guandeo o tempo Ffoi de trés dias, fez-
se a transferéncia para tubos como indicado no item 3.2.3.3, ¢
uma nova inooculagio Foi feita guando egstas lagartas completaram
i4 dias. Nas placas-controle denominadas de "branco’, as duas

inoculagdes Foram feitas com agun destilada. A Tabela { mostra os
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tratamentos realizados.

fs  lagartas mortas  foram mantidas a  -2¢Y C para

posterior andlise dos seus tecidos através do microscapio dptico.

Tabela 1° Protocolo de inoculag8o wviral simples & mista  em
lagartas de Diatraea saccharalis para determinagio da

mortal idade larval.

TRATAMENTO 1. INDCULACAD INTERVALD DE TEMPO 2. INDCULAGAD
Vi3 FIETRE 1 o 3 dias Ml
VPN VP Nag 1 ou 3 dias H20
M Uik + VP NAg i o 3 dias 20
vE - Vi UGDs £ ooun 3 dias VGhes

UPN -~ VPN VP NAg L oo dias VP NAag

i

IM — IM VGDs + VUPNAY I oou 3 dias UGle + WYPNAg
Uiz -~ WPN UG 1 ou 3 dias Ui Nt
VRN - Ui YPNag i ou 3 dias Yibs
BRANCD Hz0 1 o 3 dias Hz20
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3.2.3.4 DETERMINACAD DO EFEITO DA IDADE LARVAL NA INFECCAO VIRAL

Para estudar 0 efeito da idade larval de Diatraea
saccharalis na infecgio com VEDs &  UPNAg, foram inoculadas
lagartas de i1 & 14 dias de idade com cada um dos virus isolada e
wimpltaneamente como mostra a0 Tabela 2. 0s  numeros  entrs
parénteses correspondem & idade larval no momento da inoculagfo
viral. Desta mansira, Foi  montado wwm  experimento  Fatorial
totalmente casualizado utilizando-se = o seguinte modelo:
Yijk=atajthjtab)jrej g, onde! ju=médiag a=indculos virais; i=3
(VGDs, UPNAg e IM=UGDs+UPNaAg);i b=idade larval;: j=2 (i1 e 14

dias);: e= erro; k=3 repetigies com 2@ individuos.

Tabela 2° Protocolo de inoculacBo viral simples ¢ mista  em
lagartas de Diatraea saccharalis paras determinacgio do

efeito da idade larval na infecedo viral.

TRATAMENTO 13 INOCULACAD INTERVALO DE TEMPO 28 INOCULAGAD

vG (14 VGEhs 3 diasg Ha0

W

VPN (143 VP N&g ding Hal

M (iis ViEhs + UPRAg

i

dias Ho0

Uiz (14) Ha 3 dias UiEhs

£.%
S

UPN (14) Hal dins VP Nag

M (44) HaA0 dias VGDs + UPNAg

3

BRANGCO H20

dias Hz0
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As  lagartas que empuparam foram mant idas nos tubos e
ohssrvadas diariamente atd 2 sua morte ou a2 emsrgénocia de
individuos adultos, para se verificar a infludncia da infecglo

wiral na mortalidade pupal.

3.2.3.5 DETERMINAGCAO DA PRODUCAO DE VGDs E VPNAg EM DR.saccharalis

A Fim de se poder avaliar a produclo de cristais virais
de UGhs e VPNAg isoladamente & comparar esta produgdo com agquels
obt ida gquando ambos os virus foram inoculados numa mesma lagaria,
Foram montados oito tratamentos ssguemat izados conforme tabela 3.
Novamente, os ndmeros entre parénteses correspondem & idade

Tarval no momento da inocuwlacio viral.

A& mortalidade larval foi verificada diariamente ¢ as
Tarvas agrupadas segundo a idade com que morreram. Desta manegira
os  cinco grupos formados correspondem a larvas que morreram com:

19 a 21,

R4, 2% oa 27, 28 a8 30 ¢ 31 a 33 dias de idade. Estas
lagartas foram guardadas a -20°9C para posterior purificagido e

guant ificagio viral, como descrito nos itens 3.2.4.2 ¢ 3.2.



Tabela 3: Protocolo para avaliag8o da producio de VBDs e VPNAg

em lagartas de Diatraea saccharalis.

TRATAMENTO i. INOCULAGAD INTERVALDO DE TEMPOD 2. INOCULAGCAD
VG (442 VEDs 3 diasg H20
VPN (11) VP Nag 3 dias Ho
M (i1 VG + VPNAg 3 dias Hoi)

VECLL Y -VPNOL4) VGEDe

Y

dias VP NGy

YEN(L1)-VGE(L14) UPNag dias VGDs

W w

Vi (143 Haol) dias ViEDs

3

PN (14) Hn 0 dias UPNAg

3

I (14} Ho0 dias VGEDs + VUPNAg

eeon vasm Wa1s sad seeh st sbus Nas 4Ms seh Hebe ewS Save ehes Gate Bars Jus Eees Bews mebs Sbbs esbr Siei Atms RSN veen VENE 406 SE0h TAGK Sene HEre F4NS Sers WAes Yees bevs peis biy Geer Sess 4ees Aesd $00d Sess SGel Ees SANS Whee Msss Mook Shie aMes SRS ore Some 48N PRAL Sesh ducd buve Sas Sewn veee Taet

3.2.4 ANALISE DE TECIDOS DE LAGARTAS INFECTADAS

Para a analise dos tecidos larvais infectados com Y60z
e/ VYPNAg, foram utilizadas as  lagartas mortas e mant idas a
-2Q0C, obtidas & partir do experimento de inoculaglo mista  com

intervalo de 2 dias entre as inoculagdes (item 3.2.3.3).

As lagartas {foram descongeladas ¢ dissecadas sob

microscopio ssteroscdopio ZEISS, em  l3mina escavada contendo
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cloreto de eddio @.9%. Amostras dos  tecidos gorduroso =
intestinal foram escolhidas para serem analisadas e fotogratadas
a Fresco em fotomicroscdpio ZEISS. 0 Ffilme utilizado Ffoi AGFA PAN
COPEX, asa 102. & escolha desses tecidos em particular foi feita
devido a0 conhecimento prévio de gue tanto Virus de Granuloss
comn de Poliedrose infectam pretferencialmente o tegido gorduroso.
Por  outro lado, no caso do tecido intestinal, sus sscolha se deu

pelo fato de existirem controvérsias sobre a sua infecglo.

3.2.9 ANALISES ESTATISTICAS

g wvalores de mortalidade larval foram submetidos &
analise de Varidncia transformando os valores de porcentagem  &m
-~ V »
arc. sen VP» & todos os tratamentos, comparados pelo Teste de

Tukey ao nivel de 4 & 5% de signific8ncia (STEEL & TORRIE, i988).

Os dados de mortalidade, obtidos a partir de lagartas
inoculadas com  VGEDs e VUPNAg isolada ou simultaneamente (IM),
Fooram  analisados para se conhecer o tipo de interacio existente
gntre estes dois virus: sinergismo, antagonismo ou efeito
aditivo. Para tal Ffoi aplicada a fdrmula de Abbot, gue &, na
real idade, um teste de aclo independente. Caso cada virus agisse
de manegira  independente & todos os insetos  fFossem  igualmente
gsusceptiveis, a mortalidade devida & infecgldo mista (IM) seaguiria
A seguinte  Fdrmula de probabilidade: p = Py + P2 ~ pepp, onde!

p = proporgio da populacHo afetada pela  inoculagBo wmistai pyg e
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pp = as  proporgdes da populacio atetada pelos virus 1 & 2,
respect ivamente, e p4pp = proporcio susceptivel aos dois virus,
assumindo Qe cada um agisse independentemente. He p é
considerado 2 mortalidade esperada, baseada em valores esperados
¢ detinidos para pq € pp, entfo qualquer variaglo significativa
de p  (pelo teste do qui~quadrado), guando os virus 1 e 2 s30
inoculados simultaneamente (IM), indicarda sinergismo (p obtido,

ma, § or que  p esperado) o antagonismoe (p obtido, mEnor que  p

geperado) (BENZ, 1971 HARPER, 1986).

Aa retas probiticas dos diferentes tratamentos foram
analisadas através do teste de paralelismo (&, E.  PIEGRABUENA,

comunicagio pessoal).
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAD DA DOSE LETAL 50 (DLsg) DO VIRUS DE GRANULOSE DE

Diatraca saccharalis (VGDs) EM Diatraea saccharalis

Lagartas de D. saccharalis com 141 dias de idade
inoculadas com cinco doses diferentes de VODs (de 1ol a 109
cristais/larval Apresent aran Hma mortalidade diretamente
proporcional a  dose inoculada, o meEsmo acontecendo  guando
considerada a3 soma das mortalidades obtidas nas fases larval e

pupal.

A Tabela 4 wmostra o ndmero de lagartas tratadas com
cada  dose viral & a mortalidade obtida nas fases larval &  pupal
isoladament e, assim como a somatdria das mortalidades obtidas em
cada caso. 0 calowlo da mortalidade de larvas ¢ de larvas + pupas
foi feito considerando~-se o ndmero total de larvas inoculadas. Ja
no  caso  da mortalidade papal isoladamente, foram considerados
agqueles individuos que ndo morreram na fase larval, conseguindo,
assim, chegar atd a Ffase pupal. No tratamento-controle, com B89
Tagartas nas «quais  se inoculow dgua destilada, nlo se obteve

nenkom individuo morto pela infeogio viral.
0 ViEhs, 3 partir da dose i@i, COMSEON A infectar

lagartas de D.saccharalis, assim como a ocasionar a morte de

algumas pupas. Com doses maiores, este efeito sobre individuos
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Tabela 4. Mortalidade causada pela infecgBo wviral nas larvas e
pupas de Diatraea saccharalis inoculadas com  varias
doses de Uirus de Granuwlose de Diatrasa saccharalis

(VGDs)

Dose N2 de Larvas Larvas Mortas N2 de Pupas Hortas Larvas + Pupas Morfas

(cristais/larva) Inoculadas Ne yA Pupas(f) N % Ne (2} 1D
to! 80 4 5.8 76 3 3.9 7 8.7
10 7% 13 16.5 b6 16 24,2 29 36.7
103 78 29 37.2 49 31 43.3 40 76.9
1o 79 63 7%.7 16 16 100.0 7% 100.0
{04 79 72 9. 7 7 100.0 79 100.0
Ho0 8¢ e 0.0 8o ¢ 0.0 0 0.0

(§) Larvas de D. saccharalis inoculadas que chegaram a fase pupal.
(2) Soma dos individuos mortos nas fases larval e pupal.

{3) Porcentagens obtidas considerando o nimero total de larvas inoculadas para cada dose.

Tabela . Determinagio da DLug (cristais / larva) do VGDs  en

Diatraea saccharalis

Mortalidade de: DLse Intervalo de Confianga
Larvas 1.62 x 103 1,05 x 103 -~ 2.50 x 103
Larvas + Pupas 1.84 x 102 £.30 3 102 ——- 2,40 x 102
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que nERo morrem como lagartas mas que nlo conseguem passar da fase

pupal Fica mais evidente, como pode ser constatado nz Tabsla 4.

Com esses dados foi possivel calcular a Dl em
lagartss e lagartas + pupas, cujos valores sstdo apresentados na
Tabela 9. Pode-se observar que o valor da Dleg de larvas + pupas
¢ quase 19 weres menor que o valor obtido  gquando  considerado
somente a mortalidade larval. Este resultado & facilmente
visualizado na Figura {1 onde se encontram as retas e equagdes
probiticas correspondentes & mortalidade em funglo do log da dose
inoculada (dy), sobre a dose inicial (dg-neste caso iely, ou
BEja log dj/dg. Nessa Ffigura, nota-se a influéncia da
mortalidade pupal nos individuos inoculados com VBDs, ndo sd no
que diz respeito A diferenga no valor da Dlsp, mas  também na

inclinagio da reta, cujo valor & maior (1.4951 ve @.79469).

4.2 DETERMINAGAD DA DOSE LETAL 50 (DL5@) DO VIRUS DE POLIEDROSE
NUCI.LEAR DE Anticarsia genmatalis (UPNAg) EM Diatraea

saccharalis

Guatro doses de UPNAg Fforam utilizadas para inocular
lagartas de D. saccharalis com 11 dias de idads: 1@4, 10+, 10¢ &
107 cristais virais por  lagarta. Neste caso, de maneira
semelhante ao VGBDse, a2¢ mortalidades larval g larval + pupal foram
aumentando & em medida gue a dose inoculada foi maior, porém ndo

se verificow um efeito marcante do virus na mortalidade pupal
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4

{(Tabelas &), Na Figura 1, isto pode ser melhor visualizado, uma
verx que  as retas obtidas tanto para a mortalidade larval COmo
para a mortalidade larval + pupal se comportam como paralelas

(teste de paralelismo), nBo apresentando, portanto, diferenga

signifticativa no valor ds inclinagio da reta (1.3489 ws. 1.6973).

A Tabela 7 apresenta os valores de Dlegpg do YPNAg
obhtidos em lagartas ¢ lagartas + pupas de D. saccharalis, sendo a

diferenga entre eles menor que duRs VESSS.

Na Figura &, pode-se também observar c¢laramente a
diferenga  entre os valores da Dlep, para lagartas, obtidas para
VG (virus original  da  Tagarta) & UPN&g (inocalado i
hospedeiro alternativor, sendo a Dley deste dltimo mais de 100

vemes  maior  que  a do VGDs (Dlegep VGDs: fu62:103 Dl VPNag:

294109y,

4.3 DETERMINACAO DA MORTALIDADE LARVAL PELA INFECCAO COM VGDs

E/0U VPNAg. INTERVALO ENTRE INOCULACSES: 1 DIA

s lagartas de D. saccharalis submetidas a uma primegira
inoculacio com VGDs, VPNAg ou indculo misto (IM = VYGDs + UPNAg) e
novaments inoculadas, i dia depois, com © mesmo, o oubra
indculo, (Tabela 1) apresentaram comportamentos diferentes quanto

a mortalidade larval e Tempo Letal 59 (Tlsp).

i



Tabela &. Mortalidade causada pela infecglo viral nas larvas

&

pupas de Diatraea saccharalis inoculadas com Aar i as

doess de Virus de Polisdrose Nuclear de Anticarsia

gemmatalis (VPMNAag?

Dose Ne de Larvas Larvas Mortas Ne de  Pupas Mortas Larvas + Pupas fortas
{cristais/larva) Inoculadas Ne A Pupas(f) N2 L Ne (&) A )]
jod 80 1 1.3 79 3 3.8 4 5.9
{9 80 19 23.7 61 10 16.4 29 36.3
{06 80 44 80.0 i6 2 12.5 66 82.5
107 80 79 98.7 i i 100.0 80 100.0
Ho0 80 @ 0.0 80 0 0.9 0 0.9

{(§) Larvas de D. saccharalis. inoculadas que chegaram a fase pupal.

(2) Soma dos individuos mortos nas fases larval e pupal.

(3) Porcentagens obtidas considerando o nuimero total de larvas inoculadas para cada dose.

Tabela 7. Determinacio da  Dhee (cristais / larval) do YPNAg

Diatraea saccharalis

Mortalidade de: DLsp Intervalo de Confianga
Larvas 2,91 % 109 2,21 x 109 —-- 3.83 x 107
Larvas + Pupas £.81 x 109 1.77 x 109 -—- £.85 ¥ {09

€



s sintomas tipicos de intfecgdo causados O
Baculovires {(eshranguicamento do corpo, perds do apetite & da
mobilidade) comegaram  a aparecer, nas lagartas infectadas, )

alguns dias apds a inooulagiEo.

i

Tabela 8 mostra os dados de mortalidade larval devido
kY infeccio wviral, obtidos nos diferentes tratamentos. Nos
tratamentos-controle, onde o indculo viral foi substituido por
dgus destilada, nfo se obteve nenhuma lagarta morta por virus. Os
dados de mortalidade (X)) foram transformados em arc. senvg para a
andalise de wvaridncia ¢ subsequente analise dos contrastes, entre
as médias obtidas, pelo teste de Tukey. A Tabela ¥ mostra o0s
valores das mddias de cada tratamento, assim come os valores dos
contrastes, sendo possivel comparar o grad de significincia, ou a
falta do mesmo, entre os oito tratamentos. Estes mesmeos  dados
gncontram-se de maneira resumida na Tabela 8, onde a presenca de
uma  mesma situada ao lado dos valorss de mortalidade larval
correspondem a tratamentos cujas mortalidades nRo diferiram
significativaments. Nesta mesma Tabela, encontram—se também  os

valores de Thye para cada tratamento.

A mortalidade obtida nas lagartas inoculadas aos 14
dias Il VEDs  EVGCLAYT ou com  UPNag  CVPNCLEYT  n¥o Fuooi
significat ivamente diferente, mesmo existindo uma diferenga de

3
P

e . . - 3o . e . .
190 verzes entre as doses! 5i0° cristais de Vibs e Sxid cristais

de UPNAg/ lagarta.

i
18]



Tabela 9. Mortalidade devido 3 infeceio viral & Tempo Letal 5S¢
(Tleg) em larvas de Diatraea saccharalis submetidas &

inooculagio com V6GDs esou VPNag. (£),(8)

Tratamento  N¢ de Larvas Hortalidade Larval Significancia  Tlgy I.L. (D
K3 Inoculadas Ne i (4 (dias} {dias)
V6(11) 100 33 53.0 a 25.2 24.3 - 25.6

UPN(i1) 96 68 70.8 a b 19.4 8.9 - 19.9
VG(14)-V6(12) 169 78 78.9 a b 20.2 19.6 - 21.7
UPN(i1)-UPN(12) 24 86 89.4 b ¢ 5.1 15.4 - 15.4
UPN(11)-VG(12) 99 86 86.9 b ¢ i5.9 15.9 - 5.9
UG(1£)-UPN(1i2) 100 24 94.0 b ¢ 17.7 17.4 - 16.@
IGISRY 100 ?4 94.90 b ¢ 16.9 15.7 - 16.4
INCLE)-IH(12) 98 97 99.9 c 15.6 15.6 - 15.6
Ha0 99 0 0.0 e - -

(1} Intervalo entre inoculagdes: 1 dia.

S x 103 cristais de YGDs / larva.

1

(2) Doses: VUG

VPN = 5 x 105 cristais de VPNAg / larva.

I = (5 x 103 cristais de VBDs + 5 x 109 cristais de VPNAg) / larva.
(3) 0s nimeros entre parénteses correspondem a idade larval (dias) no momento da inoculagdo
(4) Letras iguais correspondem a tratamentos cujas mortalidades ndo apresentaram diferengas

significativas ao nivel de 5 %.

(3} I.C. = Intervalo de Confianga do Tigp.



Tabela 9: Significancia dos conirastes entre médias de arco sen r—?

pelo teste de Tukev.
Dados referentes & tabela numero 8.

UPK IR UG - UG | UPH-UPN | IM - IM | UG - UPN] UPK - UG| MNedias
10.93 38,72 16.15 25.28 40,68 27.9% 25.39
UG 46,74
N.S5. * N.S. * % * *
13.79 5.22 14,35 29.75 17.86 14.46
UPN 57.67
N.S. N.S. H.S. *¥% N.S. N.§.
14,57 5.44 9.96 2.73 5.33
in 77.46
N. S, N.S. H.S. H.S. N.S.
9.13 24.53 11.84 3.24
UG - U6 62.89
N.S. * H.5. N.S.
15.48 2,74 8.14
UPN-UPN 72.82
N.S. N.S. N.S.
: 12.69 15.29
In- 1M 87.42
H.S. N.S.
2.60
UG - UPHN 74,73
Nl 3‘
UPN - UG] 72.13
A 5 ¥z 23.36
1% = 28.86
H.5. = N30 Significative
* = Significativo ac nfvel de 5 %
" = Significativo ao nivel de 1 %
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A mortalidade obtida nas lagartas inoculadas com VYGEDs,
UPNgg ou IM aos 11 dias nBo diferiu significativamentse daquelsa em
que o mesmo  virugs  Foi inoculado novamente no dia seguinte!
CUGCLE)-MEE2)Y,  UPNOLOY-UPNOL2) & IMOLL)~-IMOA20 ], mostrando que
uma segunda inoculagfo com o mesmo indculo, 24 horas depois, nao
aumenta  a porcentagem de mortal idade obtida com uma  inoculagHo.
Veritica~se, no entanto, uma diminuicHo nos valores dos Tlseg nos
casos  em e Foram administradas doses virais duplas (Tabela 8).
Nas Figuras 2a, 2b e 2c¢, encontram-se as equaches e retas
probiticas correspondentes A mortalidade larval em  fungio  do
tempo. Nelas, observa-se que as inclinagoes das rebtas, nos
exper imentos de inoculagio dupla, sHo maiores, o que corresponds
a um efeito viral maior por unidade de tempo. Além disso, nestes
tratamentos, o mortalidade iniciou-se num periodo de tempo menor
guando comparada aos tratamentos "simples”, sendo que o IM foi o

unico tratamento gque Fugin 2 este comportamento.

Quando o VPNAg foi inoculado 24 horas apds uma primegira
inoculagio com VGEDs CVUGCLD)-VUPNGL2) T, a mortalidade larval obtida
Foi maior auando comparada ao tratamentao contendo somente VGEDs,
Tevando também a uma considerdvel diminuwigHo do Thgp (Tabela 8.
Na Figura 28 pode-se observar que 3 reta probitica desse
tratamento ftem uma inclinacgBo maior gue aguelas obtidas para

VECLL)Y & VGOLLY-VEL2) .

Por outro lado, quando se inocula o VGEDs um dia depois

do UPNAg  CVPNOLL~-VGDs 12y 1, a mortalidade obtida nio difers
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significat ivamente daguela obtida pela inoculagBo simples de
VPNAg, havendo, no entanto, uma gqueda no valor de Thege (Tabela
8y, Atraves do Figura 2b,¢ possivel verificar que uma  segunds
inoculagio independentemente do tipo viral, leva a uma diminuigio

no valor do Thee & a um aumento na inclinagio da reta probitica.

A ordem de inoculacio dos dois virus ubtilizados néo
altera a mortalidade larval no caso em gue o intsrvalo entre
petas  inoculagies & de 4 dia.. Isto pode ser observado na Tabelsa
8 onde  os  tratamentos VPNOLDY VG2 e VUGULD)Y-VPN(LZ)Y  ndo

apresentaramn diferengas significativas.

fAnalisando ne  dados  de mortalidade obtidos pelos
tratamentos com YGBDs CVGOL4) 1, UPNAg LCUPN(L4YD & indeulo misto
CImMciind, atravéﬁA da aplicag8o da Birowla de  abbot, nio se

verificouw = existéneoia de antagonismo entre os virus inoculados

. “ <3 - . .
sintltansamente, dado o <o LA (Gul..=1), e sim o um efeito

aditivo entre eles.

4.4 DETERMINAGCAD DA MORTALIDADE LARVAL PELA INFECCAO COM VGDs

E/0U VPNAg. INTERVALO ENTRE INOCULACBES: 3 DIAS

Os resultados de mortalidade e Thyg dos vdrios
tratamentos  de inoculagio wviral (com 3 dias de intervalo)
encontramn-se sumarizados na  Tabela 1@. NAo se obteve nenhuma

Tagarta infectads no exper imento-controls onde o indculo viral

57
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Tabela 1%. Mortalidade devido & infecgdo viral e Tempo Letal 5¢
(Thmg! em larvas de Diatraea saccharalis submetidas a

inoculagio com VGDs esou VPNAg. (),

Tratamento N de Larvas Mortalidade Larval Significincia  LTgg I.L.. (D)
{3 Inoculadas Ne i €3] (dias) (dias)
VPN(11) 99 36 6.6 a 21.3 20.4 - 22.3
UPN(11)-VG(14) 95 66 69.5 a b i7.4 i6.3 - 17.7
VG(i1) 100 74 71.@ a b i8.2 i7.3 - 19.7
IN(i1) e 84 B4.9 a b ¢ 13.7 15.3 - 16.2
VPN(11)-UPN(14) 87 74 8i.6 a b ¢ £7.9 f6.4 - 17.6
IN(41)-IM(14) 93 e 84.9 a b ¢ 13.9 15.9 - 16.3
VG(11)-VG(14) 79 84 84.8 b ¢ i8.4 i8.1 - 18.7
UG(11)-UPN(id) 964 89 92.7 C i7.2 13.9 - 18.7
Ha0 98 8 0.9 - = -

(£) Intervale entre inoculagoes: 3 dias.

{2) Doses: VG 5y 109 cristais de YGDs / larva.

VPN

S ¥ 105 cristais de VPNAg / larva.

¥ (5 x 103 cristais de VGDs + 5 x 10° cristais de UPNAg) / larva.

it

(3) Ds numeros entre parénteses correspondem a idade larval (dias) no momento da inoculaglo

(4) Letras iguais correspondem a tratamentos cujas mortalidades n3o apresentaram diferengas

significativas ao nivel de 5 %.
(2) 1.C. = Intervalo de Confianga do Tlsgp.

Foi substituido por dgua destilada.

o8



A Tabela 11 apresenta os valores das médias utilizadas
na analise de varidancia a gue foram submetidos os  dados  de
mortalidade, apds conversio dos mesmos & arc. sen P, assim  como
s contrastes  sntre estes valores. A partir desta  tabela, &
possivel verificar-gse o arau de significincia gntre A%
mortalidades  Tarvais obtidas para cada tratamento de maneira
gsemelhante ao item anterior. Estes dados encontram-se também na
Tabela 16, onde 2 suséncia de diferenga significativa entre

mortalidades estd representada pela presenga da mesma letra.

Neste egrper imento, da  mesma Forma gue no visto
anteriormente, a mortalidade larval obtida pelos tratamentos com
UWEhe & OPNAg  inoculados isoladamentes em Tagartas de 11 dias
RVICR G I D UPN(iif], nio apresentpu diterengas sianificativas,
Ficando dentro do intervalo de confianga calculado para as doses

ntilizadas que correspondem & Dlgr.

Comparando-se AG mortalidades larvais devidas &

Fiwed:

infecgdo pelo  mesmo  virus inoocalado ama o duas
VBENCLL)Y ve, VUPNOLL)-VUPNCL4); VGOLL)Y vwes. VELLY-VEL4); IMOLL)Y vs.
IMCL4)-IMCidrd, pode-se comprovar a inexisténcia de um  aumento
significativo de lagartas mortas devido & segunda inoculagio. No

#

primeiro caso, porém, existe uma diminuigio no Tlgg, o que ndo
acontece nos dois dlitimos casos. Na Figura 3s pode-se  obserwvar,
pela inclinago da reta, que existe um aumento na velocidade de

agho wviral gquando o Y6Ds € inoculado duas veres. No  entanto,
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Tabela 11: Significancia dos contrastes entre medias de arce sen I_

?
pelo teste de Tukey.
Dados referenies a tabela numerc 19,
VPN I UG - UG | UPH-UPN | IN - IN | UG - UPN| UPN - UG] MNedias
8.78 9,78 12,22 9.95 i1.84 21.12 8.54
UG 57.62
N.S. N.S. H.S. N.S. H.S. * N.S.
18.56 21.08 18.73 19.79 29.88 8.24
UPN 48,84
K.5. * N.S. N.5. % N.S.
2.44 0.1? 1.23 11.32 18.32
] 67.40
N.S. N.S. N.5. K.5. H.S.
2.27 i.24 8.88 12.76
UG - UG £9.84
N.5. N.S. N.S. N.§.
1.06 11.45 18.4%
UPH-UPH 67,57
. N.S. N.S. N.S.
108.89 14,35
N - I $8.63
.5, N.S.
21.64
UG - UPN 78.72
*
UFPN - UG} 57.908
& 5% - 28.48
& 1= 24,49
N.5. = H3o Significative
¥ = Significative ac nfvel de 5 %
¥ = Significative ao nivel de 1 %
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comparando-se  as retas probiticas obtidas para os tratamentos de
inoculacio simples e dupla de VUPNAg (Figura 3b), nlo se obteve
diferencgas na  inclinagio das retas. Este paralelisemo aentre  as
Fetas mostra  que o wmodo de atuaclo dos virus nestes dois

tratamentos £ o mesmo, sendo, porém, o tratamento cinp 1o

claramente de aclo mais rapida, levando um tenpo menor para mabtar
as  lagartas. Nos casos em oque o IM foi inoculado uma  ou duas
veres LIMOL1); IMCL4)~IM(14) ] (Figura 3c), os resultados nRo
apresentaram nenhuma d4iferenga considerdvel no gue diz respeito &
mortalidade, inclinagfo da reta ou intensidade de agRo do virus,
podendo, portanto, estes dois tratamentos,serem considerados

igunis.

Guando o VUPNAg € inoculado trés dias apds o VGDs
CVGOLE ~-UPNCL4) T, A mortalidadg obt ida neste  tratamento i
signiticativamente maior gue aquela obtida pelo teratamento
simples com VGDs CVG(14)1 (Tabela 1€), sendo também a inclinagio
da sua reta probitica maior (Fiagura 3a), demonsirando uama
diterenca no  atuacio viral entre estes tratamentos. Por  outro
lado, a dnica diferenga encontrada entre o tratamento em gquestio
CUGCLEY~UPNOL4Y T & o de dupla inoculacgBo com VGDs DVGELLY-VE(14)])
esbd  na maior intensidade do primeiro no que diz respeito &
velocidade de agio, sem existiv, no entanto, diferenga

consideravel na mortalidade causada em cada caso.

Sendo o VGDs o virus inoculado trés dias apds o VPNAg

CUPNCL1»~-VG(140 1, ogbserva~se que a mortalidade obtida nio ditere



siaganiticat ivamente dos tratamentos que ubtilizam VPNAg en  dose
simples oo duapla Dice.: UPNCLLY, UPNOLLOI-VUPN(L43 1 (Tabela (@), 0
mesmo acontece com a inclinagio das retas apresentadas na Figura

ab.

Quando o VUPNAg ¢ inoculado trés dias apds o VYGDs
CVGCELY-UPNCL4Y T, & mortalidade obtida € significativamentse maior
que  aquela do  tratamento inverso [DVPNLL)Y-VE(L4YT, mostrando
neste  caso, uma alteracio devida i sequéncia de  inoculagio. @
importante ressaltar gque as doses utilizadas 580 As
correspondentes  a  Dlgs para larvas de 1 dias de idade e que,
para cada virus, a dose utilizada, tanto em individuos de 11 como

de 14 dias, Ffoi a mesma.

& mortalidade larval obtida da inoculagBo simultanesn
com  VOEDs e YPNAg LIMi4ir) n8o diferiu significativaments dagquela
gaperada se cada um dos virus atuasse de mangira independente no

inseto (PX"1 = $.13, G.L. = 4).

4.5 DETERMINAGCAD DO EFEITO DA IDADE LARVAL NA INFECCAQ VIRAL

Lagartas de Do saccharalis tratadas com 11 ou 14 dias
de idade com  os  seguintes  indculos  virais: WYEbhs - igd
cristais/ladgarta; UPNAgG - 109 cristais/lagarta;  IM 0 - (104
cristais de VGDs + 109 cristais de VPNAg)/lagarta, foram

acompanhadas atéd a fase adulta a Fim de se obter informacio zsobrs



o efeito da  idade na infecgio viral ndo sd  das  lagartas  nas
também das pupas. 03 resultados encontram~se nas Tabelas 12 e 13.
Na  Tabela 42, acham-se os valores de mortalidade obtidos nas
fases larval e pupal, isoladamente, assim como a somatdria de
ambos. O calewlos de mortalidade foram feitos considerando-se ©
namero  tetal de  lagartas tratadas, com exceciio dos casos de
mortalidade pupal izoladamente, onde foram considerados  somente
0% individuos que chegaram até essa fase. Portanto, o ndmero de
pupas com o qual foram feitos estes caloculos nSo foi o mesmo pars
todos os tratamentos. No grupo de insetos no qual o indculo viral
Fooi substituido por sdgua destilada, 10@% das lagartas chegaram i

fase adulta.

Das  lagartas tratadas com VGEDs e VUPNAg aos 11 dias de
idade, i@ chegaram & fase pupal em cada um dos  casos, porEm,
destes, g agqueles individuos inoculados com VPNAg passaram para
3 fase adulta na sua totalidade, o gue nio acontecen  gquando o
indculo Foi VGEDs, onde a metade das pupas morren infectada, sendo
que  soments 5 individuos chegaram 3 fase adulta. No  caso  das
lagartas  cujo  indculeo Toi misto DIMOL43, apenas 3 das 49

Tagartas chegaram a Fase pupal & morreram como tal.
= mortalidade Tarval obtida em cada um desses

tratamentons nio apresentoun diferencas signifticativas entre slas,

comg  pode  ser  observado na Tabela 413. Nela também estio

&4



Tabela 12. Mortalidade causada pela infec¢l8o viral nas larvas g
pupas de Diatraea saccharalis inoculadas a diferentes

idades com VGEDe, YPNAg on Indculo Misto (IM). ()

Tratamento Ne de Larvas Larvas Mortas N2 de  Pupas Hortas Larvas + Pupas Mortas

4] Inoculadas Ne A Pupas(2} Ne 4 Ne (§) 1D
VG(11) 60 56 B3.3 ie 5 50.9 35 91.7
UPN(11) 40 36  83.3 ie @ 8.0 50 83.3
IM(i1) 60 57 95.0 3 3 {00.0 69 100.0
UG(1i4) 60 24 40.@ 34 i 13.9 29 48.3
UPN(i4) 60 33 55.9 a7 4 4.8 37 61.7
IN(14} 4@ 36 40.0 24 3 12.5 39 65.0
HaD 6@ ¢ 0.0 60 2 6.0 ® 0.9

(=

(1) Doses: V6 = 104 cristais de VGDs / larva.
UPN = 10° cristais de UPNAg / larva.
I8 = (407 cristais de VGDs + 108 cristais de VPNAG) / larva.
(2) Ds numeros entre parénteses correspondem a idade larval (dias) no momento da inoculagdo.
(3} Larvas de Diatraea saccharalis inoculadas gque chegaram a fase pupal.
(4) Soma dos individuos mortos nas fases larval e pupal.

(5) Porcentagens obtidas considerando numero total de larvas inoculadas em cada tratamento.



Tabels (3. Mortalidade & Tempo Letal 59 (TLge) em larvas de Dia~
traca saccharalis inoculadas a diferentes idades com

UiEhs, YPNAg ou Indculo Misto (IM). (£),(Q)

Tratamento Idade das Larvas Mortalidade Larval Significdncia LT5e .. ()
Inoculadas (dias) PR3] 4) (dias) (dias)

Ut it 83.3 a f4.6 i4.2 - 15.90

VG 14 40.9 b e
VPN it 83.3 a ii.6 1.9 - 12.3
UPN 14 33.0 b 18.4 17.2 - 19.8
iyl it 75.9 a 10.3 2.8 - 10.8
IN i4 49.0 b i7.9 i7.1 - 18.7

(f) Dados referentes a Tabela i2.
(2) Doses: UG = 194 crictais de UGDs / larva.

UPN = 109 cristais de VPNAg / larva.

M

(109 cristais de VGDs + 106 cristais de VPNAG) / larva.

(2) Nimero de larvas inoculadas em cada tratamento: 46.

(4) Letras iguais correspondem a tratamentos cujas mortalidades ndo apresentaram diferengas
significativas ao nivel de $ Z.

(3} 1.C. = Intervalo de Confianga do Tlsp.

&



apresentados os valores de Thgg com seus respectivos  intervalos
de confianga (I.C.). 0O wvalor de Thyge do IMOLL)Y foi o menor,
segido pelo VPNAg(LL), sendo o MGDsdi4) o tratamento que bteve um
maior valor de Thegg. No entanto, como pode ser visto na Figura 4
pela inclinagio da reta, (valor de b na equacio), este dltimo
tratamento & aquele gue aprezsenta maior nortalidade por  unidade
de tempo. & comparacio dos valores de inclinagfo das retas dos
trds tratamentos CVGCLd ) VPNOLL) = IMC1id1 indica LLm
comportamento  intermedidario na velocidade de aglo do  imdculo

misto.

Guando os mesnos trés indculos utilizados anteriormente
5350 administrados &sm lagartas com 14 dias de idade (42 instar), a
mortalidade larval cai significativamente, enquanto se observa um
aumento nos valores de Theg auando comparados aos indeculos aos 14

dias de idads, como mostrado na Tabela 13.

& Figura 4 mostra a semelhanca de  comportamento dos
tratamentos VPNC(L4) e IM(14). Por outro lado, 3 analize do tipo
de interacio wviral existente entre 0% dois virus inoculados no
tratamentso  IMO14)  demonstrou ser do tipo aditivo. Assim  sendo,
verifica~se que o efeito do VUPNAg em lagartas de 44 dias € mais

evidente do gue no caso do VGhs.

Através da Tabela 12, nota-se gque nAo existe grande
ditferencs entre a mortalidade pupal obtida nos trés btratamentos,

sendo, nos trés casos, relativamente baixa.
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4.6 DETERMINACAD DA PRODUCAD DE VGDs E VPNAg en DRiatraea

saccharalis

Uma  outra maneira de se determinar o tipo de interagHo
viral gxiastente sntre VODe & VPNAg, inoculados em lagartas de D.
saccharalis, e dey atraves da anslise da capacidade de cada  um

destes virus se multiplicar na presencga od auséncia do outro.

A Tabela 14 apresenta o nimero de grinulos de VGDs &
poliedros de YPNAg produzidos por grama de lagartas mortas  &m
diferentes idades, as  gquais  Foram submetidas  a diversos
tratamentos virais. Estes tratamentos consistiram na inoculagio
ieolada  ou simultdnes Cindculo misto) do VGDs & VPNAg em  larwvas
de 11 & 14 dias de idade. Como pode ser constatado, & produgio

r

dos  dois virus em praticamente fodas as repetigt dos  diversos

tratamentos, de maneira independente & idade larval, foi da mesma
Lo] . . . . .
ardem de arandezal 107 cristaissgrama de lagarta. Estes dados

encontram-se na Figura 95 onde se pode acompanhar o produgio viral
obtida a partir de lagartas gue foram morrendo com diferentes
idades. & falta de alguns dados € devida & ausdneoia de lagartas
mortas naguele intervalo de tempo. Pode-se verificar que, &m
praticaments  todos oz casos, existe uma maior producio de  VPNAg

nas  larvas que morrem antes, acontecendo o contrdrio no caso do

VGDs .

£y )"



Tabela 14. ProdogBo  de polisdeos de UPNAg e grinulos de WBDs  (x
L] . . .

f@7 cristais / grama de larvar em larvas de Diatraea

saccharalis mortas a diferentes idades devido 3 infec-

¢Eo viral. (HD,@Q)

Tratamento Virus mmmwmmwm Airal

() Quantificado 19 - 2§ %-27 28-30 3i-33
VB(id) YGDs - 5.85 2.12 2.4 -
UPNCEEY  UPNAg 13,60 8.36 6,25 — —
IN(11) VGDs 0.87 1,23 2.64 2.5 —
UPNAg 4,10 4.30 0.35 {.56 e
UG(11)-UPN(14) VGDs - 2.58 1.26 £.54 -
UPNAg e 2.38 2.30 5.84 —
UPN(i1)-VG(44) VGDs 1.33 2.04 §.44 3.19 -
VPNAg 3.5 7.5 {.78 3.12 -
VG(14) YGDs e 2.15 2.00 3.48 9.89
UPN(14) VPNAg - 8.80 5.72 4,37 2.22
IN(14) YGDs ——m i.50 1.19 2.7 4.06
UPNAg - 7.10 8.92 3.67 {.77

(£} Intervalo entre inoculagdes: 3 dias.

(2) Doses: VG 5 v 103 cristais de VGDs / larva.

UPN = 5 x 109 cristais de VPNAg / larva.
M= (5 x 103 cristais de VGDs + 5 x 109 cristais de UPNAg) / larva.

(3) Valores entre parénteses correspondes a idade larval (dias) no momento da inoculagdo.



L B

il
;)
L

I e

I gy @

[
e o P LG

E

LG

v (1)*

[T |

veN (11"

'-.;’ Frtdeen

L.ompsem ]

ol e
Diatraca saccharalis

preny b ),

Tolaodio Tareal: § o=

cristaia

o
[k

Tedmctem  Lompaem ]

14

et -

v

in!

Yiratrs por

B B A
ll I l"..’;

[RENA)

W s

veN (1a}*

: |‘;; (RS

grama oo bogsgn i

[

LEHIE



14y

e

14

iMm(n*

VG (1) -vPN (14}*

Figura

[ e SO [ . N
G ot iy ED

-

=

)

Uaﬂﬁg

l.';l i '.;A LIFH

b

P

LS

72

14

.
.

(T p—

T vfome b

iM (14

bozorem

14

1

5%
!

VPN (11} - vG (14 *

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL

WEHAg

1ty f"-_:‘r"



»

Na  Tabela 19 encontram-se as produgides virais médiag
ponderadas  para cujo caloculo considerou-ss o ndmero de  lagartas
mortas em cada intervalo de ftempo, e a porcentagem  qgue
corresponde cada valor. Através destes dados Foi possivel se
verificar  uma maior produclo de VPNAg em todos os tratamentos. A
Figura & apressnta o valores de producio viral média de VGDs e
UPNAg, assim como a somatdria do nidmero de cristais virais nos
casos  em gque ambos si3o encontrados. A andlise destes dados
através do teste t-Student indicou gue nio houve diterencas
significativas na  producio de cadsa um dos virus nos  diferentes
tratamentos. dssim  sendo, observa-se claramente auséncia de
inibicio . multiplicagio de gualguer m dos virus,
independentemente da ordem de inoculaglo, havendo em todos os

casns uma alta producio viral.

4.7 ANALISE DE TECIDOS DE |LAGARTAS DE Diatraea saccharalis
INFETADAS COM VGDs E VPNAg

Neste experimento, Foram analisados 0% tecidos
gorduroso & intestinal de lagartas de D. saccharalis mortas pela
infeceio wviral com VGDs e/ou VPNAg. Fsta andlise mostrou que os
dois virus sdo capazes de intectar o tecido gorduroso, enquanto

que s 0 VPNag aparece infectando células do tecido intestinal.



Tabela 19. ProducSo viral média ponderada (cristaissgrama de
larval) em larvas de Diatraea saccharalis mortas pela

infecgio viral. (D), (2, (B

Tratamento UGhs VPN Total (D)
4 NE(x187) 4 N2 (x107) % N2 (x10%)
VG(11) 3.70 100.00 0.00 0.00 3.78
VEN(11) 0.00 0.00 10.50 100. 00 16.50
IN(11) f.22 27.17 3.72 75.30 4.94

VG(11)-UPN(14) 1.93 49.80 2.80 59.20 4,73

UPN(11)-VG(14) 1.69 25.80 4.86 74.20 6.53
VG(14) 3.92 100.00 0.00 0.00 3.92

UPN(14) 0.00 0.00 - 6.11 100.00 6.41
IH(14) 2.06 25.49 6.02 74.51 8.08

({) Valores obtidos considerando a porcentagem de lagartas mortas nas diferentes idades.

(2} Intervalo entre inoculagdes: 3 dias.

(3) Doses: VG 5w 103 cristais de UGDs / larva.

UPN = 5 % 109 cristais de UPNAg / larva.

IN = (5 x 103 cristais de VBDs + 5 x 169 cristais de UPNAg) / larva.

(4) Ds nimeros entre parénteses correspondem a idade larval (dias) no momento da inoculagdo

(3) Somatdria da produgao de VGDs e UPNAg.
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Inicialmente, analisaram-se as particulas dos dois
virus  purificados. Gs Figuras 7 & 8 mosteram o VGDs & o VPNAg,
respect ivamente, em  suspensfo aguosa. A diferenca de  tamanho
gntire wles | ¢  pranunciada, Ffacilitando, sobremansira, B,
reconhecimento, sendo o di@metro médio do primeiro de @.5  um

-

(PAVAN,  1983) = do segundo de aproximadamente 2.9 pm.  Os  VGEDs

7

AP ECEm, vistos em microscapio de contraste de Fase, COomo
particulas refringentes apresentando ripido movimento browniano.
e UPNAg sHo, por suz ves, altamente refringentes e Dbrilhantes,

nio apresentands ssee movimsnto tipico sob a laminula.

# observagio de células do tecido gorduroso ndo
infectadas & mais  Facilitads em lagartas jovens. & Figura %
mostra parte deste tecido, onde podem ser diferenciadas as
celulas  das goticuwlas de gordura ja livees no meio. BEm lagartas
maiores fica dificultada a observagfo de células isoladas devido
A grande quantidade de bolhas de gordura. Na Figura 19, encontra-

se uma célula gordurosa, isolada, n8o infectada.

fi analise do tecido gorduroso de lagartas  infectadas
com VPNAg permitiua veriticar a presenga deste virus replicando-se
no auoleo destas cdlulas, o gque leve a uma hipertrofia do  mesmo
(Figuras 11 e 12). Células apresentandeo varios araus de infec¢io
podem  ser  obesrvadas  mostrando claraments que a3 montagem  dos
poliedros acontece de manegira gradual dentro dos nucleos das

celulas (Figura 11).
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Figura 7. Virus de Granulose de Diatraea saccharalis  (VGDs)
S CSUSPENER0 DOUDEa .
Barra = 1dum.

Fligura B. Uirus de Poliedrose Nuclear de Anticarsia gemmatalis
(P NAG Y em suspensio agquosn.
Barra = 1@um.



Figura 9.

Figura 1@.

Tecido adiposo de Diatraea saccharalis sem infecqsio

viral.
g o Células do tecido adiposo

B o~ Bolhas de gordurs
Barra = 1@um.

adiposs de Diatrasa saccharalis sem infecgio

Célula
viral .
a -~ Cédlula

B o~ Bolhas de gordora
Barra = §1@um.
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Figura 11. Teoido adiposo de Diatraea saccharalis infectado

pelo VPNAY .

A& ~ Nleleos de células adiposas com diversos graus de
infecgio

B - Bolhas de gordura

Barra = 1@um.

Figura 12. Nicleo de uma célula adiposa de Diatraea saccharalis
infectado com VPNAgY.
Barra = 1@um.

e



Jia o oa observagio de células desse tecido infectadas com
o MEDs nBo @ tHo simples como no caso anterior, desde gue, devido
an  tamanho  do  virus, estes apresentam-se  agrupados  formando
manchas sscuras como pode ser visto na Figura 13. & infecgdo por
EﬁtE' virds, no entanto, & facilmente diagnosticada pela grande
quant idade de cristais Fora das células gue Ficam soltos entre as
got fculas de gordura, apresentando a aparéncia e btipo de

movimento tipicos, comentados anter iormente.

A Tabela 16 mostra os resultados da inoculagio dos dois
virus  oem lagartas de D. saccharalis. Pode-se observar que  nos
guatroe  tratamentos obtsve-se  lagartas onde ors um, ora outro
virug, gostavam presentes no tecido examinado, porém, em todos os
tratamentos  também  se encontraram larvas infectadas pelos  dois
virus  an  mesmo Eempw. Neste idltimo caso, como se  observa nas
Figurss 14 & 149, mEs virus  apresentam-se infectandoe odlulas
vizinhas no mesmo tecido, nRo se encontrando qualquer infecgio

mists numa mesms celula.

A dissecagio do tecido intestinal de Tagartas
infectadas (tratamentos descritos na Tabela 1), mostrou  ques
somente o UPNAg foi encontrado infectando os nlcleos desse
tevido. Nos casos em gue a8 lagartas tinham morrido pela infecgio
com YPNAg, este virus apareced claramente nos micleos das células

gordurnsnsg, & nos ndcleos do tecido intestinal (Figuras 11, 12 e

7Y, Do mesmo modo, nos tratamentos em gue foram administrados os

2



Figura 13. Tecido adiposn  de Diatraea saccharalis infectado
pala VEDs.
B o~ Celulas aordurosas contaminadas
B o Bolhas de gordorsa
Barra = 10pm.
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Tabela 14. Andlize de infecglo viral em cédlulas do tecido adiposo
de larvas de Diatraea saccharalis mortas pela infecgio

viral. (£),@)

Tratanento Numero de lipo de virus presente nas células do tecido adiposo
larvas YGDs YPNAg _YBDs + YPNAg
3] anal isadas Ne larvas % Ne larvas 3 Ne larvas
UG (11)-VPN(i4) 48 24 56.0 i3 27.4 i1 22.9
UPN(11)~VG(14}) 38 & ¢.0 34 89.5 4 i8.5
IN(LE)-IM(14) 49 i1 22.5 33 467.3 ) i8.2
IM(i1) 49 b {2.2 34 63.3 i2 24.5

(f} Intervalo entre inoculagdes: 3 dias.

(2} Doses: VG 5 x 103 cristais de VGDs / larva.

VPN

L]

5w 109 cristais de UPNAg / larva.

IH

H

(5 x 103 cristais de VGDs + 5 x 109 cristais de UPNAg) / larva.

(2) Os nimerns entre parénteses correspondem a idade larval (dias) no momento da inoculagdo
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Figura 4. Tecido adiposo de Diatraea saccharalis infectado
com VEDs & UPNAg
A -~ Células infectadas com VGDs
B - GCelulas infectadas com YPNaAg

Barra = {@um.

Figura 15%. Células adiposas de Diatraea saccharalis
infectadas com VEDs & VPNag
d - Célula infectada com VGhs
B o~ Celula infectads com VPNAg

Barra = {@um.
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Tere i di inteat inal e Diatrasa saccharalis sem

infecgio viral
f o~ nueleos ndo
Barra = 1@um.

Figura 1&.
infectados

ole Diatraea saccharalis

Tecido intestinal
infectado pelo VPNAg
Ao~ ndoleos intectados

Barra = id@pm.

Figura 17.

54



¢

dois Wi, s om0 UPNA&ag aparecsy infectando A celulas
intestinais. A infecgio pode ser facilmente reconhecida como pode

s wvisto ocomparando-se as  Figuras 16 & 17 gue apressntam

anostras  do tecido intestinal sem & com infecgio pelo UPNAg
reepect ivamente. No entanto, =n lagartas mortas pela infecglo cowm
YiaDe, nRo toi possivel se observar a sua presenga nas células

intest inais.



b DISCUSSAD

A relagio de um virus com seu hospedeiro implica numa
interagio complexa que pode ser examinada a nivel ecoldgico,
organico, celular ou molecular. A soma de tais investigagoes nos
prové de certo nivel de compresnsio com respeito aos inumeriveis
fatores «gque influem na relagdo virus-hospedeiro. dlém do mais, o
satudo de como os virus interagem com outros virus em hospedeiros
especificos & como esta interagfo afeta tanto o hospedeiro como o
curso  da infecgfo viral, € considerada importante, razio pela

giual foi objeto deste trabalho.

0 estudo comparativo da infec¢io do virus original de
Diatraea saccharalfs (VEDs) & de um virus isolado de am inseto de
outra familia, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
(VPNAg), permitiu conhecer melhor o desenvolvimento de ambos de
maneira independente, suas semelhangas o diferengas, assim Como o
tipo de interaglo que sofrem gquando inoculados juntos na  mesma

lagarta.

9.4 INTERAGCAD VIRAL
0 efeito da inoculacio mista com baculovirus tem sido

investigado por wvarios autores. dssim, o efeito sinergistico,

ocasionado por uma fraciko protéica presente na matriz protédica de
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um virus de granulose, foi extensivamente estudado (TANADA, L95%9;
TanNaDa & HUKUMARA, 1974 TANADA & col., 4973 HARA = col., 1976
OHBA & TaNaDA, 19284 NAKAGAKT e col., 1987). Por outro lado,
exenplos  cldssicos de antagonismo foram apresentados  por  BIRD
(195%9), TANADRA e col. (19262, WHITLOCK (i1977a) & BOUCIAS & NORDIN
(1978). Ja o efeito aditivo foi relatado unicaments por LOWE &
PASCHKE (1968a), o8  quais wverificaram que a mortalidade
ocasionada pelo indculo misto n¥o diferiu daguela obtida quando

qualquer um dos virus era inoculado em dose dupla.

De acordo com e resuultados obtidos de varios
exper imentos, verificou-se que tanto o VGEDs como o VPNAg
conseguem desenvolver—-se em lagartas de D. saccharalis. O tipo de
interagio viral gncontrada quando  ambos s30 inoculados
simtltaneamente #di aditivo. Os valores de mortalidade larval
obtidos, quando o indoulo foi misto, correspondem dquele ssperado
se  cada um dos dois virus agisse de maneira independente, ndo
existindo nenhum  aumento significativo gque levasse a  supor  um
provavel efeito sinergistico. Por sua wvez, =a auséncia de
antagonismo entre sles foi comprovada pela altas producio de ambos
ng virus quando inoculados tanto simultaneamente como quando dada
uma  vantagem de 3 dias entre a inoculagio de um e outro & pelos
valores de mortalidade obtidos com larvas de 3% & 4% instar que

refletem a ag8o independente de cada virus.

Uma dose 19¢ wvezes maior foi necessdria para que  ©

VPNAg causasse uma mortalidade semelhante ao VGDs nas  larvas
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utilizadas. Esta baixa viruléncia observada do VPNAg pode ser
atribuida a0 fato da inoculagio ter sido feita num  hospedeiro

alternativo.

Trabalhos mostrando infec¢lo de virus de poliedrose em

hospedeiros alternativos pertencentes a géneros, familias ou

mesmo  a ordens diferentes tém sido descritos desde 195¢
(IGNOFFO, 19463). Virus de poliedrose nuclear izolados
originalmente de Trichoplusia ni (VPNTn}, Anticarsia
gemmatalis (UPNAag) & Autographa californica (UPNAcC) mostraram

ser capages de infectar lagartas de BD. saccharalis quando
inoculadas em altas doses. No entanto, 2 passagem seriads desses
virus durante varias geragoes no hospedeiro alternativo levou =&
aumentar a viraléncias dos mesmos em ateé 1599 veres (RIBEIRO,
1985, 1989; RODRiGUES, 198%9). Este aumento na atividade wviral
pode ser atribuido 3 sele¢io de isolados mais virulentos para o
hospedeiro alternativeo (VEBER, 19462; SHAPIRD & IGNOFFD, 197@;
PAVAN & col., 1984, STAIRS & col., 19841 RIBEIRD, 1985, {989,

RODRIGUES, 1989).

0 VPNAg demonstrou nlo sd ser capaz de infectar
lagartas de D. saccharalis como de apresentar um tempo  sntre
inoculagio & a morte dos primeiros individuos menor do que o
VGRs. @ andlise de alguns tecidos larvais mostra que @sse  virus
consegue multiplicar-se nas c¢élulas adiposas e intestinais,
produzindo um  grande ondmero de cristais virais, mulitas vezres

maior que o numero obtido com VGDs.

oy
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Dessa maneira verificou-se que, uma vez invadido o
hospedeiro, o VPNAg se multiplica & propaga produzindo oristais
morfologicamente homogéneos. Assim  sendo, a  baix viruléncia
desees  virus nas larvas utilizadas nfo @ devida a fagocitose dos
virions ou inibi¢io quimica dos mesmos na hemolinfa, resisténcia
celular  apds  a  invasfo pelos virions ouw reducio da  taxa  de
replicagio dentro das células, processos estes classificados por
BRIESE (1984) como pertencentes 3 fase pis-invasio. 0 bloqueio
viral deve encontrar-se, portanto, na fase de invasio do
organismo, desde aque s verificouw que as células do  intestino
permitem sua multiplicag8o apds a entrada do virus no  seud

interior.

Progressos significativos na compreensiio dos mecanismnos
de  defess envalviduﬁ na resisténeoia a virus tém sido  feitos
samente com  Bombyx mori, devido ao fato de gque 08 virus, nNesse
caso, representam um sério problema para a sericicultura. As
evidéncias sugerem que o principal obsticulo & infecgdo viral‘
encontra-se na barreira intestinal, embora também possa existir,
de man=ira contrdria ao sncontrado no presente trabalho, inibigio
a nivel de hemolinfa, depois de iniciada a infecclo (BRIESE &

PODGWATITE, 19835).

0 alto valor de DlLgg obtido para o VPNAg em lagartas de
D. saccharalis, a falta de incompatibilidade entre este virus & o
hospedeiro aphs iniciada a infecglo e o conhecimento da

existéncia de um aumsnto acentuado de viruléncia apds passagens
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seriadasg neste inseto representam fortes evidéncias de gque, no
indculo inicial, existiram somente algumas particulas virais
adaptadas para o processo de invasio, as  quais  podem  ser

selecionadas.

5.2 COMPETICAO POR SITIOS DE REPLICACAO

A infecglo por ambos os virus pode ser facilmente
observada analisando-se o tecido adiposo das lagartas. Como  Foi
mencionado anteriormente, o VGDs infecta preferencialmente o
tecido adiposo de D. saccharalis. 5S4 apds a infecedo deste & que
o virus  invade outros tecidos (PAVAN & col., 1983). Por outro
lado, o VPNAg, mesmo sendo poliorganotrdfico, infecta também de
MANE |1 a8 prefer@nciél cesse  tecido. MUGHES (1972 gstudando  os
tecidos de larvas infectadas com virus de poliedrose observou

oLLe , mesmo  apresentando infecolio em outros tecidos, esta nunca

foi encontrada sem ocorrer também no tecido adiposo.

Geralmente, gquando mais de um virus infecta o mEsmo
hospedeiro, pode existir competigio pelos sitios de replicagio,
sspecialmente nos  casos em gue estes s8o0 comuns para  ambos  os
patihgenos (HARPER, 1988). Neste caso, no entanto, mesmo sendo o
tecido gorduroso infectado pelo VMGDs e VPNAg, ndo houve bhlogueio
na multiplicacBo de nenhum deles, nem observou-se efeito
antagdnico na mortalidade larval gue mostrasse inter feréncia

entre eles. A maior producio de um virus, quando somente esle Toi
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inoculado, é compreensivel, desde gque ambos 0% virus compartilham
sitios de replicacio. Pordm, nio existe uma queda drdstica na
producio de nenhum deles quando os dois gan inoculados juntos ou

quando um deles & pré-inoculado 3 dias antes.

Infecegio viral simultfnea num mesmo tecido larval j&
tinha =ido relatada por outros autores em diferentes hospedeiros
(BIRD,1959; LOWE & PASCHKE, 1948b; WATANABE & KOBAYASHI, 1970).
Nee  caso do presente trabalho, nfo foi observada a presenga  dos
dois virus infectando a mesma célula, enquanto KURSTAK & GARZON
(49753,  KIMURA & McINTOSH (4974), ODIER (4977) e HESS = col.
(1978) encontraram infec¢io simultdnea de dois ou mais virus numa

meama, celula do inseto.

A infeccﬁd de células adjacentes do mesmo tecido (neste
casn adiposo) pelos VGDs e UPNAg, tanto quando eles eram
inoculados aimdltaneamente como quando existia um intervalo entre
as  inoculacdes, sugere que a existéncia de uma substdncia tipo
“interferon”, proposta por LOWE & PASCHKE (1948b), nio ocorreria
neste rcaso. Segundo esses autores, a substincis ssria produzida
pelo inseto, o 9qual, uma vez infectado por um virus, nao
permitiria =2 invasio do segundo. Por outro lado, a presens dos
dois virus sempre em células diferentes sugere a existéncia de um
mecanismo  semelhantes a0 proposto por RITTER &  TANADA  (1972),
segundo o0os guais um virus entrando numa célula a transformaria de

maneira a impedir a infecgio por um segundo VRN TE-



5.3 SEQUENCIA DE INFECCAD

Guando 0 VPNAg, qise infecta varios tecidos
simpltancamente, & inoculado com 3 dias de vantagem sobre o ViEDs,
a maioria das lagartas aparecem infectadas sd com VPNAg e algumas
com  ambos os virus. Quando a sequéncia de inoculagfo &  inversa,
sendo o WYGDs inoculado anteriormente, encontram-se individuos
apresentando infecgio  por oum ou outro virus ou ambos (infecgio
mistad). Isto indica uma maior velocidade de propagar a infecgio

por  parte do  VPNAg, o aual, uma ver dentro  das células, nio

permitivia & invasio pelo VGDs

HESS e col. (1978) observaram uma diminuigHo no ndmero
de poliedros nos ndcleos de células infectadas, tratadas com  um
indculo wmisto, em Felacﬁo a quant idade encontrada nos micleos de
individuos infectados somente com VPN.  De maneira oposta,
pbservou-se no presente trabalho gue a guant idade de VPNAg  no
miiclen  de células tratadss com o indculo misto ndo difere da

quant idade encontrada quando o indculo foi simples.

0 YPNAg, comd comentado anteriormente, ¢ capaz de
invadir, multiplicar-se e formar poliedros nos mlcleos das
cédlulas  intestinais, permitindo assim a utilizacio deste tecido
no reconhecimento da infecgBo. 0 desenvolvimento de poliedros nas
celiylas intestinais foi um assunto discutido, havendo autores qus
relataram a presenc¢a de cristais virais nestas células (BERGOLD,

19593 TANADRS, 19945 LAUDEHD & AMARGIER, 1943; HEIMPEL & ADAME,
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196&4; MaT.MARIANI, cominicacio pessoal) e aqueles que nunca oS
encontraram, mesmo quando a infecgfo foi constatada em VaKFios

outros tecidos (BIRD & WHALEN, 1934 BENZ, 1963).

Mesmo existindo semelhangas entre o VGDs e UPNAg, no
que =& refere 3 tecido preferencialmente  atacado e produgio
viral, ha diferengas a respeito da velocidade de agio de cada um,
o aque leva a nudangas na mortalidade larval e pupal dos
individuos inoculados com cada um desses virus isoladamente ou

Jjuntos na mesma lagsrta.

0 periodo de incuba¢fo (tempo entre a inoculagio e
morts  larval) (BRIESE, 1984 do VGEDs & maior aque o do VPNAg
devido =ao fato de gue o VGDs infecta primeiro o tecido gorduroso
(PAVAN & col.,1983), que ¢ basicamente um tecido de reserva, & sd
depois de algum tempo afeta os outros tecidos vitais, cuja
destruicio por causa da infeccfo causa 2 morte do individuo. 0
YPNAg, por outro lado, infecta védrios tecidos ao mesmo tempo,
sendo  assim mais rapida a destruiglo de tecidos vitais e,
consequentenente, a morte do individuo. M. T. MARTANT
(comunicacio pessoal) encontrou esse virus infectando virios
tecidos de D. saccharalis 24 horas apds a inoculagRo viral. Essa
diferencga de etiologia no processo infeccioso entre virus  de
poliedrose e granulose também foi verificada por outros autores
(BIRD, 4195%; SHVETSOVA & TSAI, 1962 LOWE & PASCHKE, 1%68a;
RIBEIRD, 1i785).
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A inoculagio de D. saccharalis com doses inferiores a
104 cristais/lagarta, em larvas do 32 instar, produziu  uma
mortalidade pupal de tal Formse elevada que, guando se considerou
a mortalidade total (larval + pupal) em vex de somente a
mortalidade larval, observou-se uma reducio de 49 verss no valor
da Dlsp. Devido & aglo mais rdpida do VPNAg, a mortalidade pupal
& reduzida em condigdes semelhantes. Da mesma forma, tanto para o
VGe como  pars o VPNAg, individuns inocculados no 42 instar ndo

apresentam uma taxa de mortalidade elevada na fase pupal.

Durante a metamor fose, na  Tase pupal, o tecido
gorduroso é totalmente consumido & os virus nio se desenvolvem em
tecidos de adultos. PAVAN & col. 49830 verificaram gue adultos
sobreviventes de individuos que tinham sido inoculados com VGDs
nao apresentaram ﬂfnaia de infecgdo viral. Desta maneira, sugers-—
HE que larvas de D. saccharalis (que apresentam wuama grande
quant idade de tecido gorduroso) inoculadas numa idade mais
avangada, poderiam empupar apresentando infecgio viral somsnte no
tecido gorduroso, conseguindo assim emergivr como adultos normais.
Pordgm, st outros tecidos j3 tivessem sido infectados, como
provavelmente acontece gquando se inoculam larvas mais novas, a
possibhilidade de morte no estagio pupal ¢ muito grande, havendo,
em alguns casos, adultos que energem defeituosos. Assin sendo,
larvas mais velhas inoculadas com VYGDs teriam uma maior chance de
empupar e chegar & fase adulta que agquelas inoculadas em estagios
anteriores, =as  guais podem chegar a empupar, apresentando, no

entanto, uma alta mortalidade nesta fase. Isto aconteceria
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simplesmente pelo fato do virus ter ou nao o tempo necessario

para infectar outros tecidos além do gorduroso.

Estes fatos indicam a importdncia de se analisar =a
mortalidade pupal. Geralmente, os dados de Dlgp s8o calculados
com base apenas no numero de larvas mortas. Pordm, desde que  os
virus de granulose apresentam um periodo de incubagio prolongado,
oz resialtados, considerando-se somente s mortalidade  larval,
podem nio estar refletindo o efeito real do virus na populagio de
insetos. g proposto, portanto, para fins de uso pratico,

considerar-se com atenglo o comportamento das pupas.

5.4 EFEITO DA IDADE LARVAL NA INFECCAD VIRAL

dumento  da resisténcia & infecgio viral foi  observado
guando comparadas as mortelidades de individuos do 3% & 42 instar
tratados com o mesmo indculo. Esta “imunidade de maturacBo”, que
nada mais € do que uma maior resisténcia do inseto com o aumento
da maturidade larval, foi verificada para os dois virus. No
gntanto, o fato deste sfeito ser mais acentuado quando o indculo
foi VBDs pode ser explicado pela diferenga na dindmica de

infecgio que este virus apresenta com respeito ao VPNAg.

WHITLOCK (4977b) mencionou que a aparente resisténcia
das  lagartas mais velhas poderia estar relacionads com o Fato

destas empuparem antes que o virus pudesse causar sua morte. Fste



conportamento, comg foi discutido anteriormente, acontece com

maior frequéncia em virus de granuloss.

BOUCTIAS & NORDIN (1977 observaram, de mane ira
semelhante  a0s resultados obtidos neste trabalho, gue larvas dos
11t imos instares eram menos susceptiveis a virus de granulose que

’

a virus de poliedrose.

Feses dados permitem compreender a diferenga encontrada
nos valores de mortalidade larval gquando a sequéncia de
inoculacio do VGDs & VUPNAg € alterada entre larvas de 32 e 42
inetar. Um aumento significativo na mortalidade foi  encontrado
quando  se compara o tratamento no qual inocula-se VGDs em larvas
do 3@ instar (11 dias) e VPNAg quando chegam ao 42 instar (14
dias) EUG(ii)mUPN(£4)] em relagio ao tratamento inverso DUPNLL)Y -
VECL4) T, 0D UPNAg, possuindo um espectro de  atuagio ma s
prolongado, ol seja, apresentando maior capacidade de infectar
larvas mais idosas, foi o responsivel pelo aumento da mortalidade
gquando  inoculado em individuns mais velhos. Este efeito nao  foi
ohservado  quando o segundo indoulo foi o VGDs, o aqual ndo  Fol
capaz de aumentar, de maneira significativa, a mortalidade
orasionada pelo YPNAg devido & idade avangada das lagartas. & por
{as0 quE , quando  um  experimento semelhante  foi feito ocom

individuons do mesmo instar, nio se observou essa diferenga.

Fose aumento na mortalidade n8o pode ser abtribuido

unicamente ao fato de terem sido feitas duns inoculaghes, Ji que
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0 mEsme virus inoculado duas VETEE naon aumentou
significat ivamente a mortalidade gquando comparada Aauels

oeasionada pels dose simples.

Seria eaperado que duas doses iguais do virus,
inoculado com um certo intervalo de tempo, matassem mais lagartas
que & dose simples. Isto, porém, nio aconteceu. Uma das hipdteses
gque  explicaria este fato seria que, 3 medida  gque  as  larvas
amadurecen, Ficam mais resistentes & infecgdo viral, como foi
discutido anteriormente e observado por varios outros autores
(TAaNADA, 1959 STAIRS, 1965 BIRD, 4194%: BOUCIAS & col., 198¢;
EVANS, 4981 PAYNE & col., ${984; MOSCARDI, 4283 SHAPIRD & col.,
19846). Esses resultados explicam bem 0 caso onde a diferenca de
idade larval entre as  inoculagdes foi de 3 dias, havendo,

inclusive, passagem de um instar para outro.

GRANADDS & WILLIAMS (1984), estudando 3 cinética de
infecglo wviral, mostraram que 14 horas apds a ingestio do virus,
a “progénie”  wviral i se encontrava  totalmente desenvolvida,
exist indo representantes nlo oclusos ¢ alguns oclusos. Estudos
detalhados  das diferentes fases de expressio génica de virus  de
poliedrose demonstram que a expressio do gene da poliedrina
comega  aproximadamente 48 horas apds a inoculaclo, sendo esta  a
Hitima fase da expressfo génica dos VPN (MILLER, 1988). Estes
dados  servem como base para uma segunda hipdtese, a2 qual sxplica
melhor o caso onde o intervalo entre as duas inoculagdes foi  de

apsnas o oum dia. M. T. MARIANI observou que o UPNAg  produas



polisdros 24 horas apds a infec¢gio do mesmo em lagartas de  D.
saccharalis (comunicagio pessoal). Assim, devido ao processo  de
miultiplicaclo ser muito ativo nesse periodo, quando fosse feita a
segunda  inoculagio, Ja haveria, no prdprio sistema do  inseto,
grande guantidade de unidades infecciosas que wnascarariam o

efeito da segunda dose.

Ao longo dos varios experimentos, uma grande quant idade
de  lagartas Foi  submetida o inoculagdes mistas. Em todos  os
casos, a agldo independente dos dois virus demonstrou uma auséncia
de antagonismo entre eles, podendo ambos infectar simultaneaments
larvas de Diatraea saccharalis ¢ até compartilhar um mesmo tecido

nessa infecgio.

A observaglo dos cristais formados apds a  infecgio
mista ndo revelow diferengas morfoldgicas ou numédricas  que
pudessen  sugerir o aparecimento de recombinantes virais. No
entanto, investigacdes detalhadas precisariam ser feitas antes de
poder afirmar a falta de recombinagio "in wviveo™ destes dois

VIrus.
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& RESUMO E CONCLUSSES

Doies baculovirus diferentes, o Virus de Granuloss de
Diatraea saccharalis (VUGDs) e o Virus de Poliedrose Nuclear de
Anticarsia gemmatalis (UPNAag?Y, foram inoculados em lagartas de

D.saccharalis. s efeitos d=a infecgBo dos dois virus  foram

eatudadas inoculando-~os de maneira isolada, similtidnea &
alternada. A dose utilizada para ocasionar uama mortalidade
semelhante foi 100 wvezes maior para o VPNAg cuijo hospedegiro

original pertence a outra familia de Lepidoptera.

& alta produgio de poliedros & arinulos dos dois virus,
abhtide tanto guando ambos foram inocdalados simultaneamente  cono
gquando um deles & pré~inoculado, demonstra a inexisténcia de

gqual quer tipo de inter feréncia na miltiplicagan L

desenvolvimento dos virus no mesmo hospedeiro.

0 estudo comparativo da infecgio desses dois virus nos
tecidos gorduroso e intestinal, através da utilizaglo de
microscopia de contraste de fasze, mostrou que ambos s8o capazes
de se multiplicar ¢ formar uma grande gquantidade de cristais
virais em células diferentes do tecido gorduroso, o gue  indica
que a infecgfo por um virus modifica a célula de mangira )8 deixa-
i1a incapax die permitir uma segunda  infecgdEo.  No tecido

intestinal, no entanto, somente foram encontrados poliedros.
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A presenga do VPNAg em mais de um tecido, e a alta

L

gquant idade de oristais  formados, muitas veses maior que a  do
YEDs, demonstra a sua capacidade de propagar a infecglo dentro do
inssto uma vex fniciada. sgim sendo, 2 baixa viruléncia do VPNAg
(verificada pelo alto valor de Dlug), parece dever-se A
existéncia de somente alguns variantes gensticos com capacidade

para a invasio na populaglo originalmente utilizada.

0 UGks e o VPNAg apresentam diferentes periodos  de
incubag¢8o & o periodo mais curto conferiu  uma vantagem, 1o
desenvolvimento, ac  MPNAg gquando inoculado em individuos mais

velhos.

0 tipo de interacio obtido, analisando~se os valores de
mortalidade 1arvﬁl quando oz dois  virus  Foram inoculados
gsimuiltaneamente, foi do tipo aditivo, nido sendo encontrado efeito
sinergistico ouw antagdnico, o que sugere a acio independente de

cada virus.

A multiplicagdo viral no organismo da lagarta parece
ser suficientementse velox de tal forma a evitar que uma  segunda
inoculagio, aplicada 24 horas apds a primgira, aumente de maneira
significativa a mortalidade larval. Assim sendo, 3 quantidade de

virus formados mascararia o efeito da segunda dose viral.
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0 desenvolvimento concomitante dos dois virus  em
células  do mesmo  tecido, quue poderia gerar o surgimento  de
recombinantes agenédticos, nio Toi investigado wmais detalhadamente,
porEm, Ao se observod o aparesinento de oristais, morfologica
o numer icanente diferentes dos utilizados originalmente, que

pudesese indicar tal acontecimento.
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rd SUMMARY AND CONCLUSIONS

Two bacoloviruses, the Diatraea saccharalis Granulosis
Vivas (DsBV) and the Anticarsia gemmatalis Nuclesopolyhedrosis
Virus (AghPVYY, were studisd infFecting the sugarcans borer (SCH),
D. saccharalis. The effects of the infection of these two viruses
were analysed by their inoocalation simpltaneously, sequencially
and individually. Being 2 original virus of the SCB, the DsGY was
inopculated in a dose 1@ told smaller than the AgNPY  whose

original host belongs to a different family of Lepidoptera.

Regardless of the inoculation timing being simultaneous
o segquencial in one order or the other, a high inclusion body
product ion was observed for both viruwses. This type of result
disoards the possibility of  interference betwssn Che L

pathogens.

A comparative sbtudy of the infection process of both
Viruses in the fat body and intestinal tissue, in phase-contrast
microscopy, showed their ability to replicate and produce normal
inclusion bodiss in high amounts in difFferent fat body cells. In
Fhe intestinal  cells, only the AgNPY was able to develop and

producs  polghedra while no sign of  the granules of  DsBV 0 were

observed.



In the Ffat boby, even thouagh neighboring cells were
Found infected, sach with one type of virus, in no case the same
cell was found to bear both tipes, thus, suggesting some type of

inhibitory mechanism.

Despite the Ffact that the AghNPV i developing in  an
alternate  host, thus, having a high Lbgg value, once it  infects
the larvas it is able to develop in a typical infection process.
The AgNPY  develops in several tissues, producing regular
palyhedra in grast amounts, in most cases, more than the capsule
production by DsGY. These observations suggest a barrier in host
at invasion level being determined by a low frequency of genetic

variants being able to start infTection in the population.

The DBsGV and  AgNPY in the SCB present different
infection processes being the AgNPV faster in killing the insect,

thus, showing more effectivensss in older larvae.

The interaction observed between the two baculoviruses
was OfF the aditive type while no synergism or inter ference  types
of effect was observed sugaesting independent and non competitive

Behaviouwr between the two pathogens.

As  suggested by previous data, the viral rveplication
s2emis to be Fast enough as to eliminate ang significant mortality
increase by a second inopculation performed after 24 hours

following the Ffirst inoculum.
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The
in the sameg individual and same body tissue oould
genet ic recombinant forms. No morfoloaical or
alterations WEK R Found indicating the presence

recombinants. However,

confirm these preliminary observations.

104

gimiltaneous development of the two different virus

reslt in
numerical

of Hch

further studies should be conducted to
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