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ABSTRACT

Virulence of an Autographa californica nuclear polyhedrosis
virus to Chrysodeixis includens (Walker) and Rachiplusia nu
(Guenée) , after its seguencial passage through
C. includens (Lep.: Noctuidae).

The virulence of isolates of an A. culifornica nuclear po-
lyhedrosis virus (AcNPV),obtained through five sequential pas-
sage by C. includens, was evaluated on C. includens and R. nuun-
der laboratory conditions. The results showed that the AcNPV
was as infective to C. includens as the NPV of this species, when
passed once through the insect. This isolate was also highly vi-
rulent to R. nu, indicating that its utilization as a viral in-
setcticide could result in the control of both pest especies,
which occur simultaneously in soybean in Southern Brazil. The
lethal median concentration {LCgqg) of the C. includens NPV to
this species was 1,124 polyhedron inclusion bodies (PIB)/ml of
diet compared to a LCsg of 1,120 PIB/ ml of diet for the AcPNV
isolate resulted from one passage through C. includens. To R. nu
this AcNPV isolate resulted in a LCgg of 1,198 PIB/ ml of diet.
The serial passage of the AcNPV through C. includens selected
variants with increased virulence to this species; however,
the isolates obtained in the third and fifth passages through
C. includens became less infective to R. nu. KEYWORDS: NPV, se-
quential passages, A. californica. C. includens, R. nu.
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RESUMO

0 objetive do trabalho foi avaliar, em laboratdrio, a
viruléncia em C. includens e R. nu(Guenée) de isolados do virus
de poliedrose nuclear (VPN) de A. californica, obtidos atraveés de
cinco passagens seriadas por C. includens. Os resultados demons-
traram gque o virus de poliedrose nuclear de A. cdlifornica (VPNAc),
quando passado apenas uma vez por C. includens, foi tao infec-
tivo a este inseto quando o VPN da propria espécie. Os dados
demonstraram, ainda, que esse isolado foi igualmente virulento
i R. nu, o gque possibilitaria sua utilizacdo como inseticida
biolégico para o controle das duas especies. A  concentragao
letal média (CLgg) do VPN de C. includens,para esta espécie, fol
de 1124 corpos poliédricos de inclusdo (CPI)/ml de dieta e a
CLgp do VPN de A. californicapassado uma vez por C. includens, para
esta mesma espécie, foi de 1120 CPI/ml de dieta. Para R. nu, o
isolado obtido na primeira passagem por C. includens apresentou
uma CLgg de 1198 CPI/ml de dieta. A passagem seriada do VPNAc
por C. includens selecionou variantes mais virulentos a esta es-
pécie; entretanto, os isolados obtidos na terceira e guinta
passagem tornaram-se menos infectivos a R. nu. PALAVRAS-CHAVE:
VPN, passagem seriada, A. californica, C. includens, R. nu.

INTRODUGAO

A cultura da soja, especialmente no sul do Brasil,é ata-
cada por Pseudoplusia includens [C. includens](Walker, 1857) e Ra-
chiplusia nu (Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae) , dois des-
folhadores da Subfamilia Plusiinae (LINK & COSTA, 1986 e MO-
RAES et al., 1989), controlados principalmente por insetici-
das gquimicos de largo espectro. Estas duas espécies. aléem da
lagarta da soja. Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818, (Lep.: Noc-—
tuidae), vem se constituindo nos principais insetos desfolha-
dores da cultura.

A utilizacdao de entomopatogemos como a alternativa de
controle de insetos se constitui numa tatica importantede pro-
gramas Manejo Integrado de Pragas (MIP) (MOSCARDI, 1983). Den-
tre os patégenos, os virus sdo aqueles gue tém apresentado
maior potencial de utilizacgdo, apresentando eficiencia, espe-
cificidade e seguranca no seu manuseio (SMITH, 1976; ALVES 1986;
YOUNG, 1989).

A infeccdo cruzada pode aumentar a possibilidade do uso
de virus como inseticida biolégice (VAIL et al., 1973), tendo
sido confirmada para o virus de poliedrose nuclear (VPN) de Au-
tographe californica (Speyer) (Lep.: Noctuidae) (VAIL et &1, 19%1).
GRBNER (1986) reporta esse VPN como capaz de infectar 34 espé-
cies da Ordem Lepidoptera, o gue poderia permitir swa wutili-
zacao para o controle de mais de uma espécie. Por outro lado,
a passagem seriada de um virus por um determinado hospedeiro
alternativo pode conduzir a isolados com maior viruléncia a
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este hospedeiro (SMIRNOFF, 1963 e TOMPKINS et al., 1988).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar, em labo-
ratério, a viruléncia de isolados do virus de poliedrose nu-
clear de A. californica (VPNAc), obtidos por passagem seriada em
C. includens, para C. includens e R. nu.

MATERIAIS E METODOS

0 trabalho, efetuado nos laboratériso de patologiadein-
setos do Centro Nacional de Pesquisa de Soja (CNPSao) - EMBRA-
PA, Londrina, PR, utilizou insetos obtidos de colonias ali es-
tabelecidas. Os VPNs de C. includens e A. californica utilizados
gdo originariamente oriundos, respectivamente, da Universida-
de da Florida e da Universidade do Texas, mantidos na colecgao
de entomopatdgenos do CNPSo.

A suspensao original do virus de C. includens foi inicial-
mente diluida em agua esterilizada, obtendo-se uma concentra-
cdo de 2,5 x 106 corpos poliédricos de inclusao (CPI) por ml,
que foi pipetada sobre pequenos pedacos de dieta de GREENE et
al.(1976), omitindo-se o formal (VAIL et al., 1968). A dieta
contaminada foi colocada em placas de petri com papel-filtro
no fundo e, apbs a secagem da superficie, foram ctolocadas 10
lagartas de 3¢ e 49 instares de C. includens por placa, sendo man-
tidas em estufas incubadoras a 25°2C, umidade relativa de 70%
e fotofase de 14 horas. Apos o sexto dia, as lagartas com sin-
tomas de doenca foram separadas e mantidas a temperatura am-
biente até a morte, sendo entic maceradas em agua estéril. A
mistura resultante foi coada e centrifugada a 1.000 rpm (rotor
modelo ss-34) durante dois minutos. O sobrenadante foi nova-
mente centrifugado a 8.000 rpm, por 20 minutos, sendo o "pel-
let" diluido em Agua estéril, homogenizado e armazenado emcon-
gelador, obtendo-se, assim a suspensao estogue. Para o VPN de
A. califernica, provocou-se a infeccao em lagartas do 2¢ instar de
C. includens com uma concentracgao de 1 x 107 CcPI/ml, seguindo-se
os mesmos procedimentos descritos para o VPN de C. includens.

O VPN de A. celifornica, multiplicado apenas uma vez em C.
includens, foi denominado de A. californica F1C. A passagem poste-
rior de F1C em lagartas de C. includens resultou no isolado FC
e, assim, sucessivamente.

Os bicensaios foram realizados utilizando-se método de
incorporagdo do virus a dieta (VAIL et al., 1984 e TOMPKINS et
al., 1988). Para a incorporag¢ao,l180 ml de dieta foram resfria-
dos até 50°C, procedendo-se, em sequida, a mistura de 20 mlda
suspensdo viral, previamente calculada para se obter a con-
centracdo desejada. As concentracoes utilizadas se encontram
no Quadro 1. Apos homogeneizacdo, 10ml do alimento contamina-
dos foram colocados em copos plasticos de 45 ml, sendo esta
quantidade de dieta suficiente para alimentar as lagartas-tes-—
temunha até o estigio de prepupa. Em cada recipiente foram co-
locadas duas lagartas em final de 29 instar, que foram manti-
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das nas condigcdes de temperatura, umidade e fotofase ja des-
critas anteriormente. As avaliagoes foram feitas diariamente,
a partir do quinto dia, até a fase de prepupa observada nas la-
gartas-testemunha. A determinacao da concentracdo letal média
(CLgp), para cada isolado, foi feita através de analisede Pro-
bits, sendo a mortalidade corrigida pela formula de Abbott.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A mortalidade de C. includens, provocada pelo seuVPN, fi-
cou entre 12,5% e 92,8% para concentragdes respectivas de 102
e 100 corpos poliédricos de inclusdo (CPI) por ml de dieta,
enquanto o VPN de A. californica, passado apenas uma vVez por es-
ta espécie, provocou mortalidade entre 48,4% e 95,3% para con-
centracgoes de 103 a 107 CPI/ml de dieta (Quadro 2

A concentracdo letal média (CLgg) do VBN de C. includens
para esta espécie, calculada pelo método de Probits, foi de
1124 CPI/ml de dieta de CL50 do VPN de A. californica F1C foi de
1120 CPI/ml de dieta, portanto, similar aguela obtida com o
VPN da propria espécie (gquadro 3). VAIL et al. (1971) confirma-
ram a infecg¢ao cruzada do VPN de A. californica e do VPN de Tri-
choplusia ni (Lep.: Noctuidae), sendo ambos os virus reciproca-
mente infectivos ao hospedeiro original e alternativo. No pre-
sente trabalho, a passagem seriada, conduziu a isolados do VPN
de A. californica com maior viruleéncia a C. includens sendo a
CLgg do isolado A. californica FsC de 295 CPI/ml de dieta. Resul-
tados de aumento da viruléncia, provocada por passagem seria-
da, foram relatados por SMIRNOFF (1963). Da mesma forma, TOM-
PKINS et a/. (1988) relataram aumento da viruléncia do VPN de
A. californica passado por T.ni e Spodoptera exigua (Lep.: Noctui-
dae) .

Para R. nu foram utilizados os isolados A. californica F1C,
F3C e F5C. A mortalidade provocada pelo F1C variou de 14,3%,
para a concentragao de 1 x 102 CPI/ml de dieta, até 100% com
1 x 105 CPI/ml de dieta (guadro 4). Os resultados com este i-
solado foram semelhantes aos obtidos guando o inseto testado
foi C. includens. A CLgqg do isolado FjC para R. nu foi de 1198
CPI/ml de dieta, enquanto a CL50 para o isolado de F3C e FgC
foi de 4143 e 10é CPI/ml de dieta respectivamente (quadro 5),
demonstrando que o VPN de A. californica sofreu perda gradativana
viruléncia a R. nu, guando passado segflencialmente por C. in-
cludens. A CL50 do VPN de A. califernica F1C, entretanto, foli se-
melhante para as espécies C. includens e R. nu,demonstrando que
o VPN de A. cclifernica, quando passado apenas uma vez por C. in-
cludens, foi igualmente infectivo as duas espécies. Issoc de-
mosntra que o VEN de A. californica pode ser desenvolvido como in
seticida biolégico para o controle destes dois Plusiinae, que
ocorrem simultaneamente em lavouras de soja no Sul do Pais.



An. Scc. ent. Brasdif 22(1), 1993, 23

CONCLUSDES

1. O VPN de C. includens € menos virulento a propria es-
pécie do que o VPN de A. californica, quando este Gltimo é pas-
sado sucessivamente por C. includens;

2. 0 virus de A. californica, multiplicande apenas uma vez
em C. includens, € tdo virulento a essa espécie quanto a R.nu,
0 gque poderia permitir sua utilizacao em programas de MIP, em
regides de ocorréncia simultanea desses dois Plusiinae; e

3. O VPN de A. Californicc perde virulencia a R. nu, com a
passagem sucessiva por C. includens.

QUADRO 1. Concentracoes utilizadas para diferentes isolados de VPNs, tes-
tados em lagartas de C. includens e R. nu.

Concentracoes (CPI/ml de dieta)

Isolado
(VPN) Insetos - Teste
C. includens R. nu R

C. includens 102 a 100 NTl/
A. californica 103 a 107 102 a 102
A. californica 103 a 107 NT
A. californica 102 a 106 103 a 106
A. californica 102 a 106 NT
A. californica 102 a 106 103 a 106

1/ NT = Nao Testado
4 F1,2,3,4,5 = Numero de passagens do VPN por C. includens.



24 MORALES & MOSCARDTI

QUADRO 2. Mortalidade (%) de lagartas de C. includens (final do 20 ins-
tar) provocada pelo VPN de C. includens e pelo VPN de A. cali-
fornica, passado por C. includens.

Concentracao Isolados

em CPI/ml de
dieta C. ine. Fp 1/ Fy F3 ¥y Fs
' 0 0 0 0 2,27 0
102 12,50 00,00 00,00 14,63 22,92 28,95
103 51.22 48,84 55,88 63,64 35,42 70,17
104 75,61 67,44 78,79 91,30 75,00 87,50
103 91711 95,55 91,18 90,70 79,49 92,59
106 92,86 92,50 91,67 90,70 88,09 94,44
107 - 95,35 91,18 = = -

1/ F1,2,3,4,5 = Numero de passagens do VPN por C. includens.

QUADRO 3. Concentracao letal media (CLgg), calculada pelo metodo de Pro-
bits, do VPN de C. includens e do VPN de A, californica, passa-
do por C. includens para lagartas (final do 20 instar) de C.

includens.
F oo Vs N¢ de pol. Intervalo de x
(VEN) por ml de dieta Confianca Equacao
(CLsp) (957)

C. inc. 1124 742 - 1667 Yl/ = 2,22 + 5,73 log x?/
A. eal. By €37 1120 535 - 2010 Y = 2,46 + 5,24 log x
A. cal. Fp C 364 107 - 876 Y = 3,48 + 3,70 log x
A. cal. ¥y C 590 384 - 878 Y = 2,59 + 5,43 log x
A. cal. Fy C 1464 864 - 2413 Y = 2,84 4 4,31 log x
A. cal. F5 C 295 180 - 455 Y = 3,10 + 4,81 log x

/Y = Mortalidade expressa em Probits
2/%x = Log. da concentracao

3/F1.2'3,4,5 = Numero de passagens do VPN por C. includens.
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QUADRD 4. Mortalidade (%) de lagartas de R. nu (final do 29 instar) pro-
vocada pelo VPN de A. californica, passado por C. includens.

Concentracgao Isolados

em CPI/ml de
dieta Fp L Fy Fs
i 0 0 0
102 14,29 0 =
103 35,48 16,13 6,06
104 79,41 69,70 3,33
103 100,00 100,00 12,12
106 - 100,00 15,81

1/F1,3,5 = Numero de passagens no VEN por C. includens.

QUADRO 5. Concentracao letal media (CLsg), calculada pelo metodo de Pro-
bits, do VPN de A. californica passado por C. Includens, para
lagartas (final do 29 instar) de R. nu.

N2 de pol. Intervalo de
lso%ado por ml de dieta Confianca Equacao
(VPN) (CLsgp) (95%)
A. cal.Fy cl/ 1198 851 - 1676 Y3/ = 1,20 + 7,52 log x3/
A. cal.F3 C 4143 3209 - 5327 Y = 3,41 + 15,06 log x
A. cal.Fs5 C 109 107 - 1014 Y = 0,48 + 4,74 log x

1/F1’3,5 = Niumero de passagens no VPN por C. includens.
2/ Y = Mortalidade expressa em Probits

3/ x = Log. da concentracao
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