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1.1- CONSIDERACJOES GERAIS

Os insetos e principalmente os
lepidopteros sdo atacados por uma grande diversidade de
virus patogénicos. A ocorréncia natural de infecgdes
mistas em insetos ¢ um fenémeno comum, porém de modo
geral ocorre a predomindncia de um dos patégenos. Os
fatores determinantes da multiplicacgéao efetiva no
hospedeiro s&o muito complexos, sendo muito dificil a
individualizacdo de cada um desses fatores. A obtencao
de dados mais conclusivos sobre competigao entre
patégenos, padrodes de infecgao e multiplicacgado
diferencial fornecem informacgdes sobre a relaciao

patégeno-hospedeiro.

Pressao seletiva no processo de
competicdo, como por exemplo, a passagem de um virus em
hospedeiro alternativo ou fatores abidéticos como a
inativagao térmica, provocam altera¢des no processo
normal de infeccdo e permitem observac¢des adicionais na
interacdo patégeno-patégeno e patédgeno-hospedeiro. Esses
estudos colaboram, assim, na elucidacd@o dos mecanismos de
multiplicacdo viral importantes para os diferentes usos
dos virus de inseto tais como, agentes de controle
biol6bgico e vetores de expressdo génica (AIZAWA, 1975;
WHITLOCK, 1977; KELLY, 19890; PAVAN et al, 1981;
JAQUES, 1985; GRONER, 1986; RIBEIRO, 1989).



1.2 - Diatraea saccharalis

Dentre as culturas de destaque no Brasil
estd o cultivo da cana-de-acgucar. Esta apresenta uma
grande importancia econbmico-social, pois s3o gerados
cerca de 1.700.000 empregos na producdo de seus derivados
e na industria de manutencgéo e reposigd3o (MACEDO &
BOTELHO, 1988).

Os derivados da cana-de-agucar, o alcool e
principalmente o acgucar, apresentam interesse muito
grande no mercado econdmico exterior e interior. Com o
incentivo governamental as atividades de exportagao, os
agricultores estimulados geram extensas regides de
monocultura. Isto c¢ria condigao para um aumento

assustador do numero de pragas nessas regides.

Uma das mais sérias pragas da cana-de-
acucar na América ¢ o lepidoptero PRiatraea saccharalis
(Fabr., 1794), vulgarmente conhecida como broca da cana-
de-agucar. A fase larval deste inseto é a responsavel
por danos na cana, pois causa prejuizos diretos e
indiretos.

0Os prejuizos diretos principais sao a
abertura de galerias que ocasionam perda de peso da cana,
provocando a morte das gemas e subsequentes falhas na
germinacéao. Quando a broca faz galerias circulares,

seccionando o colmo, provoca o tombamento da cana pelo



vento. Nas plantas jovens provocam o secamento dos
ponteios, fato conhecido, popularmente, como coragao
morto. Indiretamente, os prejuizos sao mais expressivos,
pois através dos orificios e galerias provocados pela
broca ha penetracdo dos fungos, Colletotrichium falcatum
e Fusarium moniliforme que causam a podriddo vermelha
que ocasiona a inversdo da sacarose, diminuindoc a pureza
do caldo e dando menor rendimento em agucar (GALLO et
al, 1978; MACEDO & BOTELHO, 1988).

Devido as lagartas da broca terem a maior
parte do seu desenvolvimento no interior dos colmos, é
notavel a dificuldade do controle quimico destes insetos.
Este dado ¢ bastante relevante na busca de inimigos
naturais eficientes no controle populacional destes
insetos. A utiliza¢cdo de inseticidas biolégicos tem a
vantagem adicional de ndo serem té6xicos aos animais néo
praga (IGNOFFO, 1968; SUMMERS et al, 1975:; CONSIGLI et
al, 1983).

Tém-se utilizado no Brasil como agentes no

controle biolégico da Diatraea saccharalis, o
microhimenéptero Apantales flaviceps e dois dipteros,
Metagonistilum minense e Paratheresia claripalpis,

que sao parasitas da fase larval da broca da cana
(DEGASPARI et al, 1981).

Na tentativa de otimizar 0 controle
biolégico da broca, patégenos vém sendo estudados.
Dentre estes, destacam-se os baculovirus (PAVAN et al,
1981; PAVAN, 1983; PAVAN et al, 1983; PAVAN & ALMEIDA,

L
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1984; RIBEIRO, 1985, 1989; CAVALLARO, 1988; GARCIA-
CANEDO, 1989: PAVAN & RIBEIRO, 1989: RODRIGUES. 1989;

RODRIGUES & PAVAN, 1990).

1.3~ BACULOVIRUS

Os baculovirus, segundo o] Comité
Internacional de Taxonomia de virus pertencem a familia
Baculoviridae (MATTHEWS, 1985) ., e se constituenm,
principalmente, em patdgencs de insetos. sendo um dos
mais bem conhecidos e bem estudados grupos de virus
(STAIRS, 1965; MILLER & DAWES, 1978).

Epizootia natural de baculovirus é
conhecida desde 1920, tanto na Europa comoc nos Estados
Unidos (STEINHAUS. 1949). Estes estudos iniciaram ou
provocaram, no minime, um interesse maior pelos
baculovirus como agentes potenciais no controle bioldégico
de pragas agricolas, devido a sua acdo patogénica sobre

estas pragas.

A necessidade de melhoramento destes virus
como agentes no controle bioldégico foi objeto de estudo
de véarios pesquisadores em varias Aareas. 0 avango de
técnicas na década de 80, tais como cultura de células e
biolocgia molecular contribulu para o desenvolvimento
destes virus (MILLER & MILLER, 1982).



Atualmente, os baculovirus s&o alvo de
estudos em biologia molecular, sendo wutilizados, por
exemplo, como vetores de expressidc génica em células
eucarioédticas. Os baculovirus possuem um gene estrutural
ndo essencial a sua duplicagdo, codificador da proteina
poliedrina, que possui um gene promotor muito forte. 0
gene da poliedrina pode em parte sofrer uma delegido e uma
sequéncia génica desejada pode ser inserida (SMITH et
al, 1983; MILLER, 1988).

1.3.1- Estrutura morfolégica

A identificacdao de baculovirus tem gerado
muita confusd3o em relagao aos termos utilizados e neste

trabalho usaremog a seguinte nomenclatura:

- capsideo : capa proteica Qque envolve o
DNA ;

- nuclecocapsideo : capsideo + DNA;

- envelope : membrana lipoproteica que en-

envolve o nucleocapsideo. Po-
de envolver mais de um nu-
cleocapsideo;

- virion : unidade infectiva, nucleocap-
sideo + envelope;

- corpo de inclusao : matriz proteica que envolve
os virions

- virug ou cristal viral : € a unidade viral natural.
Consiste do corpo de inclusao
contendo os virions em seu
interior.



A familia Baculoviridae ¢ caracterizada
por possuir nucleocapsideo em forma de bastao. contém
em seu interior DNA circular de dupla fita de 50 a 1200 x

195 d. O nucleocapsideoc ¢é envolto em um envelope
lipoproteico (BURGESS, 1977: SMITH & SUMMERS. 1978;
COCHRAN et al. 1986). Possui apenas um género,

Baculovirus, que esta subdividido em trés sub-grupos
(BILIMORIA, 1986} (FIGURA 1).

- SUB-GRUPO A : s30 os Virus de Poliedrose Nuclear (VPN).
Possul como caracteristica a presenca de véarios virjions
oclusos na matriz proteica. O corpo de inclus&o deste
sub-grupo apresenta formato poliédrico e & denominado
poliedro, que tém como componente principal a poliedrina.
H4 dois grupos morfoldégicos: aqueles em que varios
nucleocapsideos estdo dentro de um mesmo envelope (Virus
de Poliedrose Nuclear Multiplo: VPN-M) ou os que tem
apenas um nucleocapsideo dentro de cada envelope (Virus
de Poliedrose Nuclear Simples: VPN-S).

- SUB-GRUPO B : s3dc os Virus de Granulose (VG).
Apresentam um uUnico nuclecocapsidec envelcopado gque esté
ocluso numa matriz proteica. O corpo de incluséao
apresenta estrutura oval e ¢ denominadec de granulc. que
tém como componente principal uma proteina denominada
granulina.



- SUB-GRUPO C : este sub-grupo consiste de virions nao
oclusos em matriz proteica e s3o denominados de Virus n3o
Oclusos (VNO). Estes virus s3o também denominados de
Virus de Qryctes, pois foram primeiramente isolados em
Oryctes rhinoceros (BEDFORD, 1981).

A quantidade das proteinas que compdem Os
critais proteicos dos sub-grupos A e B, poliedrina e
granulina, respectivamente, ¢ bastante grande. No caso
dos VPN constitui mais de 95% (noventa e cinco por cento)
da massa total (CARSTENS et al, 1987). Os poliedros
apresentam um didmetro variando de 1 a 15 pm e os
grénulos, diametro médio de @.5 pm. Estes tamanhos
permitem que este grupo de virus seja visualizado em
microscédpio éptico. 0Os nucleocapsideos presentes no
interior dos corpos de inclusido apresentam tamanhos de 70
a 160 nm de largura e 230 a 292 nm de comprimento
(BILIMORIA, 1986). No caso do VPN encontra-se ate 200
nucleocapsideos por poliedro (ACKERMANN & SMIRNOFF,
1983).

Para o emprego no controle biolégico, séo
o8 virus dos sub-grupos A e B o8 mais utilizados
(CONSIGLI et al, 1983).



VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR (VPN)
Sub—grupo A

VIRUS NAO OCLUSO (VNO)
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Sub-—grupo B

Tipo Mditiplo (VPN—M)

FIGURA 1: Representacao esquematica da estrutura morfold-
gica dos Baculovirus. N3o desenhado em escala
(retirado de BILIMORIA, 1986).



1.3.2- Diversidade e classificacgao

Baculoviridae ¢ uma das familias de virus
de maior diversidade. Foram descritas até hoje mais de

500 (quinhentas) espécies encontradas somente no filo

Arthropoda. Na classe Crustacea, Decapoda, 2 VPN. Na
classe Insecta, Trichoptera: 1 VPN-5; Hymenoptera: 26
VPN-5; Diptera: 22 VPN-5; Coleoptera: 16 VPN-S e

Lepidoptera: 335 VPN (5 e M), 113 VG e 2 VNO (ROHRMANN,
1986). Assim, as espécies deste grupo de virus infectam
preferencialmente Lepidoptera, sendo que os VPN-M e VG
s30 encontrados somente nesta ordem (MAZZONE, 1985).

A denominacg¢do dos baculovirus & dada pelo
sub-grupo no qual ele pertence e pelo hospedeiro do qual
foi primeiramente isolado. Por exemplo, o Virus de
Poliedrose Nuclear de Autographa californica possui este
nome por pertencer ac sub-grupo A (VPN) e por ter sido
primeiramente isolado em lagartas de Autographa
californica ; a abreviatura deste virus é entao, VPNAc.
Esta nomenclatura foi sugerida, por supor-se gque oS
baculovirus eram espécie-especificos (BERGOLD, 1958).

Realmente, os baculovirus tém um namero
limitado de hospedeiros, principal vantagem de seu uso no
controle biolégico. Sd3o0 diferentes dos demais virus de
insetos, como por exemplo o Virus de Poliedrose
Citoplasmatica da familia Reoviridae e Virus Entomopox
da familia Poxviridae, que sao capazes de infectar outros
organismos, como plantas e vertebrados (VLAK & ROHRMANN,
1985).



1.3.3- Multiplicagcdo in vivo

A forma natural e mais comum da entrada
dos baculovirus no hospedeiro ¢ através da ingestao oral
pela lagarta. O cristal proteico & dissolvido na luz do
intestino médio pela acdo de pH alcalino (9,5 a 11,5) e
catalisado por enzimas liberadas pelo virus (protease
alcalina). A infeccdo primaria ocorre quando os virions
liberados entram em contacto com as microvilosidades das
células intestinais através do envelope lipoproteico, que
se fundindo <com a membrana plasmatica permite a entrada
dos nucleocapsideos para dentro da célula do hospedeiro.
Os nucleocapsideos seguem até o nucleo, podendo perder o
capsideo antes de atingi-lo ou no seu interior. Neste
local se da& a multiplicagdo do DNA viral e a formagado de
novos virions, alguns oclusos e outros ndo. Os virions
ndo-oclusos saem da célula intestinal através da membrana
basal, passam a cavidade hemocélica e, através da
hemolinfa atingem varios tecidos larvais. Ocorre, assim,
a infeccdo secundaria, com a formagcdc de corpos de
inclusdo (MAZZONE, 1985; VAUGHN & DOUGHERTY, 1985;
GRANADOS & WILLIAMS, 1986; MASKEL & DiCAPUA, 1988).

Ao nivel citolégico pode-se observar a
primeira mudanga no hospedeiro, uma hipertrofia dos
nucleos, que podem chegar a ocupar totalmente o volume
celular, muitas vezes rompendo a membrana da célula. Os
VPN s3o restritos ao nucleo, enquanto os VG inicialmente
atacam o nucleo provocando a perda de integridade deste;
no entanto, a multiplicacdo viral continua nesta mistura
celular (DA CUNHA et al, 1972; éRANADOS & WILLIAMS,
1986) .

10



O tropismo histolégico é distinto para os
sub-grupos. Os VPN s30 mais versateis, sendo capazes de
infectar praticamente todos oS tecidos. VG,
preferencialmente, ataca o corpo gorduroso (HUGER, 1963).

No processo de infecgdc das lagartas
desenvolve-se uma doenga denominada poliedrose ou
granulose, se infectadas com VPN ou VG, respectivamente.
As lagartas tornam-se esbranquigadas, tém o crescimento
reduzido e perdem o ténus muscular (sintomatologia
grosseira). Quando as lagartas morrem, a flacidez e a
fragilidade consequentes da infecgao facilitam o
rompimento do corpo do inseto provocando a liberagao dos
virus e permitindo a dispers&o destes no meio ambiente
(HOSTETTER & BELL, 1985).

1.3.4- Virus de Poliedrose Nuclear
de Anticarsia gemmatalis

Este virus foi relatado pela primeira vez
por STEINHAUS (1957 em uma mistura de lagartas
desintegradas de Anticarsia gemmatalis e Xyloges sp,
provindas de plantagdo de alfafa no Peru. Foi descrita
como um possivel baculovirus do tipo VPN.
Posteriormente, em 1962, STEINHAUS & MARSH confirmaram o
diagnéstico de um VPN em lagartas de Anticarsia

11



Em 1972, em uma coleta de lagartas de
Anticarsia gemmpatalis de uma cultura de soja na regiéao
de Campinas, SP, verificou-se que estas apresentavam-se

infectadas com um VPN. Varios outros relatos também
mostraram a infecgio de Anticarsia gemmatalis por um

VPN em outras regides do Brasil (CARNER & TURNISPEED,
1977; CORSO et al, 1977; GATTI et al, 1977).

Uma descrigdac mais detalhada deste virus
foi realizada em 1977 por ALLEN & KNELL e CARNER &
TURNISPEED, a partir de lagartas doentes coletadas de uma
plantagd3oc de soja, aqui no Brasil. Verificou-se que os
sintomas externos eram similares aos descritos para
outras lagartas infectadas por VPN. Ao nivel celular,
como nos demais VPN, a infeccadao foi observada somente no
nucleo e, histologicamente, os tecidos mais atingidos
foram o gorduroso e o epidérmico. A ultra-estrutura
mostra serem VPN do tipo multiplo, apresentando no
entanto alguns virions com apenas um nucleocapsideo numa
propor¢3do variando de 25 a 43%.

0 Virus de Poliedrose Nuclear de
Anticarsia gemamatalis apresenta por ser do tipo M um
potencial em técnicas de manipulagdo genética e uma ampla
gama de hospedeiros (GRONER, 1986; MARUNIAK, 1989).

12



1.3.5- Hospedeiros alternativos de
Baculovirus

O fato dos baculovirus infectarem apenas
os artropodes, em especial os insetos, estimulou estudos
que o0s avaliaram como agentes efetivos ao controle
populacional de mais de uma praga. Em termos praticos,
sendo altamente especificos, sd@o desvantajosos e de alto
custo. Varios trabalhos foram e té&m sido desenvolvidos
para avaliar a potencialidade de baculovirus como virus
polivalentes. Alguns baculovirus sdo capazes de infectar
hospedeiros alternativos, principalmente em espécies
correlatas (TANADA & IWAI, 1974).

HUNTER et al (1976) utilizando um VPN de
Cadra cautella obteve uma resposta positiva a infecgao
em lagartas de Plodia interpunctella. No entanto, o
processo de infecgdo foi lento e apenas ocorreu em
lagartas neonatas. Outros VPN foram descritos como
infecciosos em numerosas espécies. VPNAc, por exemplo, é
capaz de infectar pelo menos 32 (trinta e duas) espécies
em 12 (doze) familias (LEWIS et al, 1977; BEER, 1980;
MARTIGNONI et al, 1982; GRANADOS & WILLIAMS, 1986;
RODRIGUES, 1989; RODRIGUES & PAVAN, 1990).

O procedimento de passagens seriadas em
hospedeiro alternativo causa aumento de viruléncia,
principalmente em Virus de Poliedrose Nuclear. Em alguns
casos, a passagem do virus pelo novo hospedeiro produz
uma linhagem mais virulenta ou uma produgao in vivo
mais eficaz (AIZAWA, 1975).

13



0 uso de doses 1inadequadas pode ser
razdo pela qual os virus n3o se torna infeccioso a
hospedeiros alternativos (PAVAN et al, 1981).

Foram relatados casos em gque a passagem
dos virus em um hospedeiro alternativo causou diminuicgao
da viruléncia no hospedeiro original e casos nos Qquais a
infectividade original foi mantida (SMIRNOFF, 1963;
STAIRS et al, 1981; TOMPKINS et al, 1981; RIBEIRO,
1985; MARTIGNONI & IWAI, 1986). A falta de modificacgao
na viruléncia de alguns virus apédés passagem seriada
também foi relatada (MALEKI-MILANI, 1978: PAVAN et al,
1981; McINTOSH & IGNOFFO, 1986).

Dentre as principais contribuigfes de
estudos brasileiros nessa 4area, o Laboratérico de
Virologia de Insetos do Departamento de Genetica e
Evolugao do IB-UNICAMFP tem desenvolvido pesguisas
utilizando varios baculcovirus no combate a principal
praga da cana-de-agucar, Diatraea saccharalis. RIBEIRO
(1985) demonstrou que aumento de viruléncia era obtido
quando o Virus de Poliedrose Nuclear de Anticarsia

gemmatalis e/ou Virus de Poliedrose Nuclear de
Irichoplusia ni eram inoculados en Diatraea
gaccharalis. Apbs dez passagens seriadas do VPNAg e

onze do VPNTn, houve aumento, respectivamente, de 100 e
800 vezes, na viruléncia para as lagartas de Diatraea
saccharalis. O inébculo inicial proveniente de populagao
natural, ou seja, obtido de isolados dos respectivos
hospedeiros originais, tratando-se, portanto, de uma
populagido heterogénea. Foi sugerido que como se tratava
de populagao heterogénea, um ou mais virions com

viruléncia maior foram selecionados.

14



O acréscimo de dez passagens seriadas do
VPNAg em Diatraea saccharalis mostrou aumento da
viruléncia proporcionalmente menor, apenas 12,6 vezes nas
dez ultimas passagens seriadas em contraste com as 100
vezes obtidas nas dez primeiras. Para VPNTn, a redugao
foi mais drastica, ndo havendo aumento significativo da
viruléncia. O aumento da viruléncia foi baseado na
redugdo da DlLsa nas lagartas. Provavelmente uma
estabilidade viral foi obtida (RIBEIRO, 1989).

O procedimento de passagens seriadas
utilizando VPNAg mostra que ocorre uma boa multiplicacdo
deste virus no hospedeiro Diatraea saccharalis. A
confirmagcdo deste virus ser o agente infeccioso ¢é
ratificada pela falta de baculovirus do tipo VPN natural
neste hospedeiro.

RODRIGUES (1989) estudando o Virus de

Poliedrose Nuclear de Autographa <alifornica no

hospedeiro alternativo, Diatraea saccharalis observou
um aumento de viruléncia surpreendentemente maior que o0s

obtidos por RIBEIRO (1985) com o VPNAg. Apbés somente

cinco passagens seriadas do virus em Diatraea
saccharalis obteve-se aumento de 1000 (mil) vezes. 0]

inéculo inicial tratava-se, neste caso, de uma variante,
E2, selecionada em cultura de células, portanto uma
populacao geneticamente homogénea. Neste trabalho
sugere-se que altera¢des tenham ocorrido no material
genético da E2Z2 na 1™ e/ou 2= passagem do virus pelo
hospedeiro alternativo. Como, por exemplo, aumento da
patogenicidade e velocidade de ac¢do do virus sobre o
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hospedeiro alternativo. Tratando-se agora de uma

populagado heterogénea, os virions mais virulentos foram

possivelmente selecionados e/ou novas alteracdes génicas

ocorreranm.
1.4~ VIRUS DE_DENSONUCLEOSE (VDN)
Densovirus €& um género de virus da

familia  Parvoviridae. Estes virus contém uma unica

cadeia de DNA linear de 1,9 x 10® a 2,2 x 10® d, envoltas
por um capsideo de 10 a 24 nm. Os membros desta familia
sdo comumente denominados Virus de Densonucleose (VDN).
Este nome ¢é dado, devido ao fato de durante o processo de
infecgdo, os nucleos da célula do hospedeiro serem
infectados e tornarem-se hipertrofiados, mostrando-se ao
microscépio eletrdnico como estruturas densas (KELLY et
al, 1977; KAWASE, 1985). Estudos em géis de
poliacrilamida das particulas virais de VDN mostram a
presenga de quatro proteinas estruturais (TIJSSEN et al,
1976) .

O primeiro VDN descrito foi 1isolado a
partir de Galleria mellonella, por MEYNADIER et al
(1964) . Posteriormente, varios virus semelhantes foram
descritos e a classe Insecta parece ser a unica atingida,
em Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria e Odonata
(KAWASE, 1985).



A histopatologia ¢é bastante variada, VDN
de Galleria mellonella ndo infecta o intestino meédio,
sendo que o tecido gorduroso, células nervosas, glandula
da seda, membrana muscular, tubulos de Malpighi e gbnadas
sao bastante susceptiveis (AMARGIER et al, 1965). Por
.outro lado, Virus de Densonucleose de Bombyx mori
multiplicam-se nos nucleos das células colunares do
epitélio do intestino médico, sendo que nos demais tecidos
nenhuma mudanca histolégica & observado (WATANABE et al,

1976).

Em 1977, MEYNADIER et al descreveram um

Virus de Densonucleose em lagartas de Piatraea
saccharalis. Este virus, afeta principalmente o tecido

gorduroso, a hipoderme e as glandulas da seda, tornando
as lagartas com colorac¢do branco-acinzentadas e com perda
do ténus muscular. Estudos ao nmicroscopio eletrdnico
revelaram que estes virus possuem nucleocapsideos de 22
nm e que se agrupam formando cristais. 0O processo de

infeccdo deste VDN & mais lento que os descritos para
outros Densovirus.

O mecanismo de multiplicagdo dos VDN nao
est4d completamente esclarecido e mais estudos séao
necessarios em outros VDN além dos j& realizados, com os

virus de Galleria mellonella e Bambyx mari (KAWASE,
1985) .

0 uso destes virus como agentes no controle
bioclégico apresenta duas desvantagens: a auséncia de uma
matriz proteica, o que impede sua estabilidade no campo e
o] fato destes virus serem capazes de crescer em cultura

17



de células de mamiferos, sugerindo avaliacac de sua
patogenicidade a vertebrados (KAWASE, 1985; GRONER,
1986).

1.5- INATIVACAO TERMICA

A pouca persisténcia no campo constitui um
sério problema na aplicacao dos virus como agentes no
controle biolégico (BULLOCK, 1967). Aumento da
persisténcia tanto no campo como na populagao de
insetos, incrementa-os como agentes efetivos no combate
as pragas, incluindo facilidade de estocagem (JAQUES,
1985).

Varios fatores afetam a estabilidade
viral, como a luz ultra-violeta, luz solar e temperaturas
elevadas (GUDAUSKAS & CANERDAY, 1968: BULLOCK et al,
1970; MORRIS, 1971: McLEOD et al, 1977).

Temperaturas anormalmente altas tém um
efeito danoso para a maioria dos patbdégenos (JAQUES,
1978). Apesar de temperaturas altas o suficiente para
inativar virus entomopatogénicos serem raras na natureza,
alguns estudos vém sendo realizados a esse respeito
(LATHIKA & JACOB, 1974; McLEOD et al, 1977; WITT &
HINK, 1979; ALI & SIKOROWSKI, 1986; CASTRO et al,
1989).
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A estabilidade dos entomovirus que possuem
estruturas cristalinas ¢é bastante alta em temperaturas
baixas (TANADA, 1953; DAVID & GARDINER, 1967). No
entanto, a exposicdo a altas temperaturas parece
denaturar a estrutura nucleoproteica (JAQUES, 1985). Ja
og virus desprovidos de matriz proteica parecem tolerar
melhor a agado de temperaturas elevadas (KELLY, 1980).

Exposicao a altas temperaturas por
periodos curtos de tempo sao suficientes para inativar
quase completamente, ou completamente os virus.

Temperaturas entre 75 e B80%®C inativam a populagdo viral

em 15 minutos (DAVID & GARDINER, 1967; GUDAUSKAS &
CANERDAY, 1968; JAQUES, 1978, 1985; RIBEIRO & PAVAN,
1985; RIBEIRO, 1989;). Alguns virus no entanto, fogem

deste limite. Por exemplo, o Virus de Poliedrose Nuclear
de Trichoplusia ni s6 ¢é inativado a 88%9C por dez
minutos, retendo alguma atividade mesmo depois de
submetido & 93,3%9C por trinta minutos (GUDAUSKAS &
CANERDAY, 1968; STUERMERJR. & BULLOCK, 1968). O ponto
de inativacdo térmica do VPN de Spodoptera mauritia e

Spodoptera littoralis € 95%C por dez minutos (LATHIKA &
JACOB, 1974; HARPAZ & RACCAH, 1975).

MARTIGNONI & IWAI (1977) utilizando dois
VPN de Orgvia pseudotsugata, um do tipo multiplo e
outro simples observaram uma maior estabilidade para o
VPN-M. O VPN-M é& inativado a 65°C em 4,5 h., enquanto o
VPN-S & 60%®C em 4 h.
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RIBEIRO (1989) estudando dois VPN,
Anticarsia gemmatalis e Irichoplusia ni no
hospedeirc alternativo Diatraea saccharalis, notou que
a estabilidade térmica n&o se alterou com o decorrer das

passagens seriadas.

WITT & HINK (1979) utilizando cultura de
tecidos de Irichoplusia ni tentaram em v3o, apés cinco
passagens, obter mutantes de VPNAc resistentes a radiagao

térmica.

As diferencas de resisténcia a temperatura
parecem estar relacionadas com a composigdo proteica das
capsulas virais. A resisténcia das proteinas a
inativagdo térmica depende da composicdo de aminoAcidos,
mas, no entanto, quase todas sé&o inativadas ou
denaturadas a 10@®C (KLIBANOV & AHERN, 1987).

Outros virus entomopatogénicos também
apresentam resisténcia a temperatura. A termo-~
resisténcia dos Virus de Densonucleose ¢é alta, sendo
capazes de manter atividade apdés a exposicéo a
temperaturas de 56 a 80®C por 10 minutos (BOEMARE et al,
197@; KURSTAK, 1972).
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1.6- LATENCIA VIRAL

Um dos aspectos mais interessantes da
Virologia é o fendmeno da laténcia viral. Este fendmeno
€ bastante comum em todos os organismos e em especial nos
insetos (SMITH, 1976). A ativagdo de virus latentes é&
causada por estressores. Nos 1insetos, o8 principais
agentes causadores de estresse seriam: super-populagao,
exposicido a raios-X e inoculagd@o oral com um virus
estranho (KRIEG. 1957; STEINHAUS, 1958).

LONGWORTH & CUNNINGHAM (1968) mostraram
que um poliedro estranho ativava um virus latente em
lagartas de  Aglais urticae e Parthetria dispar.
Inoculando VPN de Porthetria dispar em lagartas de Aglais
urticae e VPN de Aglais urticae em lagartas de Parthetria
dispar, observaram uma alta mortalidade das lagartas por
infecgdo viral, provocadas no entanto pela ativagdo de
virus latente. Esta conclusdo foi possivel, pois estes
dois VPN s30 distintos morfolégica e sorologicamenfe,
sendo o poliedro estranho o agente ativador.

Ur trabalho semelhante de ativagdo de
virug oculto com a inoculacdo de VPN reciproco foi
realizado por JURKOVIKOVA (1979) wutilizando lagartas e
virus de  Adoxophves orana e Brathria brassicae. Os
resultados sugerem que o fator de ativagdo nao deve ser,
neste caso, devido a um componente do poliedro estranho e
sim a substancia(s) de lagartas sadias.



McKINLEY et al (1981) estudando VPN de
trés espécies de Spodoptera e uma espécie de Heliothis
submetidos a bicensaios em infectividade cruzada,
obgservaram que a ativacdo de virus latente é nmuito mais
comum que a infectividade cruzada. No entante, nao

sugerem qual seria o mecanismo de ativagéao.

RELLY et al (1981) observaram a indugéao
de um baculovirus n&o ocluso (baculovirus X) presente
persistentemente em cultura de células. Alguns
baculovirus eram capazes de induzir o baculovirus X: VPN-
S de Heliothis zea e Heliothis armigera e VPN-M de
Irichoplusia ni, Spodoptera frugiperda e Spodoptera
littoralis. Utilizando inibidores metabélicos e virus

indutores inativados, mostrou-se que, provavelmente uma
proteina do virus indutor & responsavel pela ativagao do

baculovirus X.

MALEKI-MILANI (1978) e PAVAN et al (1981)
sugerem que o0 efeito de passagens seriadas de um virus
estranho permitem a um virus oculto do hospedeiro
alternativo se revelar, manifestando assim o processo de
infeccgao. '

GRONER(1986) propds dois requisitos
basicos para minimizar os efeitos estressantes provocados
pelo virus estranho em um. hospedeiro alternativo.
Primeiro, que os insetos provenham de populagsbes sadias e
que as larvas tenham sido c¢riadas a partir de ovos

desinfetados e s8ob condigbes que evitem contaminagao com
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outros virus. 0O outro requisito necessirioco & que o0s
virus a serem utilizados sejam bem caracterizados e com
as propriedades bioquimicas bem conhecidas e que sejam

confirmados como o agente causador da morte das larvas.

Infecgbes latentes ativadas por virus do

hospedeiro original também foram narrados.

AMARGIER et al (1968) detectaram Virus de

Densonucleose em lagartas de Galleria mellonella que
haviam sido inoculadas c¢om VPNGm. A caracterizacao

morfolégica e proteica do virus detectado levou ao VDN de

Galleria mellonella.

No procedimento de purificagdo de virus a
partir de lagartas de Diatraea saccharalis que haviam
sido inoculadas com um Virus de Granulose de DPDiatraea
saccharalis e que aparentemente, por sintomatologia
grosseira e anélise ao microscépio 6ptico morreram de
infecgdo com VG, encontrou-se particulas que foram
sugeridas serem de Virus de Densonucleose (CAVALLARO,
1988) .

1.7~ INFECCAO MISTA

Nos insetos, as infecg¢gOes geralmente né&o
s80 produzidas exclusivamente pela acd3o0 de um unico
microrganismo, e sim ocasionada pelos efeitos multiplos
de diversos patogenos (ODIER, 1977).
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Os resultados obtidos atraveés de infec¢oes
mistas com virus demonstram que o3 insetos podem ser
infectados simultaneamente por mais de um virus, mas que
o8 sitios especificos de duplica¢ao sdo divididos entre

os patdgenos envolvidos.

A infecgdo mista entre dois virus de
inseto pode manifestar-se de duas maneiras: 1) =a
duplicagdo dos virions em células de tecidos diferentes
ou em celulas do mesmo tecido, mas adjacentes e 2)
duplicacdo na mesma célula, mas em organelas diferentes
(LOWE & PASCHKE, 1968; TANADA et al, 1969; KURSTAK &
GARZON, 1975; ODIER, 1977; GARCIA-CANEDO, 1989).

Na infecgdo mista envolvendo baculovirus e
densovirus, dois casos s&o relatados. RURSTAK & GARZON
(1975) estudando Galleria mellonella submetida a
infecgdo com VPN, VDN e um virus iridescente; mostrou que
estes trés virus podem se multiplicar simultaneamente no
mesmo hospedeiro. Na infecgdo envolvendo dois destes
virus, VPN e VDN, foi observada a presenga deles em um
mesmo tecido, mas em células adjacentes e nunca na mesma
célula. Isto ¢ facilmente explicavel, pois ambos sé&o0
agentes infecciosos do nicleo celular. AQuando o VPN era
inoculada de 24 a 36 h. antes do VDN, havia uma certa
interferéncia na infecgdo do Densovirus. Foi sugerido
que uma substancia do tipo interferon seria a
responsavel, ou que a interferéncia viral nao seria
mediada por um fator qQuimico mas sim, pela competigdoc ao
nivel da integridade nucleolar. Afinal, o VDN depende do
nucléolo no processo de infecgdo e este é rapidamente
destruido durante multiplicacdo do VPN.
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J& ODIER (1977), num estudo de infeccgéao
mista utilizando estes mesmos virus., ndoc observou efeito
de interferéncia. Considerando a infeccgéao no
hospedeiro, obteve resultados semelhantes aos de KURSTAK
& GARZON (1975).

O efeito da interferéncia viral entre
virus iridescente e baculovirus foi observado por
WHITLOCK (1977) e KRELLY (1980) em cultura de células.
Em ambos os casos, a inativacgao dos virus pelo calor
inibiu a acdo da interferéncia mostrando que é a
duplicagdo viral o fator de inibigdo e ndaoc a simples

presenga da particula viral.

1.8- OBJETIVOS

Teve-se como objetivo neste trabalho
estudar o efeito de passagens seriadas e interagdo entre

passagens seriadas e tratamento térmico no Virus de

Poliedrose Nuclear de Anticarsia gemmatalis no
hospedeiro Diatraea saccharalis. Para isso, os

isolados virais foram testados em duas condigOes
experimentais, a primeira onde o virus & inoculado ativo
e a segunda na qual o virus é inativado parcialmente por
tratamento térmico.

A avaliacdo dos resultados foi realizada
através da mortalidade larval consequente da infecgdo e a

producao de virus nas lagartas infectadas.



Z. MATERIAL E_METODOS

2.1. MATERIAL

2.1.1- Lagartas de Diatraea
saccharalis

As lagartas foram obtidas de populagdes de
laboratério da secgdo de Entomologia do IAA/PLANALSUCAR,

Araras, S3c Paulo, enviadas semanalmente.

Estas lagartas foram mantidas em tubos
contendo dieta artificial preparada segundo o¢ método
descrito por HENSLEY & HAMMOND (1968) com as modificagdes
introduzidas por DEGASPARI et al (1981). Da composicéao
da dieta foi excluido o formol devido & sua acdo anti-
viral (VAIL et al, 1968).

Og ovos dos quais eclodiram as lagartas
foram inicialmente desinfectados com solug¢gdao de sulfato
de cobre e posteriormente colocados nos tubos contendo a
dieta devidamente esterilizada e enviados ao laboratério
para os ensaios. 0Os ensaios biolégicos foram realizados
em lagartas de 11 (onze) dias (3% instar). Este instar
foi escolhido pelas facilidades técnicas.



2.1.2- Virus de Poliedrose Nuclear
de Anticarsia gemmatalis
(VPNAg)

Os Virus de Poliedrose Nuclear de
Anticarsia gemmatalis foram inicialmente obtidos de
cadaveres de lagartas de Anticarsia gemmatalis
infectadas pelo virus. As lagartas foram cedidas pelo
pesquisador Jod3o Batista, do Instituto Biolégico de
Campinas, Sao Paulo. Posteriormente, foram
multiplicados em Diatraea saccharalis em passagens
seriadas segundo o método descrito_por RIBEIRO (1985).

Estes virus fazem parte da colecdo do
Laboratério de Virus de Inseto do Departamento de
Genética e Evolugdo do Instituto de Bioclogia da UNICAMP e
830 estocadas a - 209 C.
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2.2. METODOS

2.2.1- Purificacgao dos critais
virais
A purificacgao é feita segundo o

procedimento descrito por PAVAN et al (1983) com
modificacdes (Esquema 1).

Lagartas mortas por infecgdo viral sao
maceradas com dodecil sulfato de soédio (SDS) 0,17 e
alguns cristais de feniltiouréia, na proporcac de 1 g de
lagarta para 10 ml de SDS 0,1%. QO SD5 é um detergente
iénico que rompe as células e reduz material
contaminante, néo possuindo efeitos danosos nem na
estrutura nem na infectividade dos virus (MARUNIAK,
1986). A feniltiouréia previne a melanizac¢ao dos tecidos
larvais (PAVAN et al, 1983).

QO macerado ¢é sonicado e filtrado em uma
tela de organza de nylon. A sonicacao favorece uma boa
homogeneizagdo do material e permite a remogado de restos
celulares maiores.

28



O filtrado ¢é submetido a centrifugacao
diferencial, em ciclos alternados de baixa e alta
velocidade, em centrifuga refrigerada Beckman J2-21,
com rotor JA-20 a 42 (. O ciclo de baixa velocidade
consiste de centrifugagdo a 500 g por 5 minutos, que é

feito duas vezes. O precipitado, que contém restos
celulares e particulas maiores, & descartadeo e o
sobrenadante centrifugado a 800@ g por 50 minutos. 0

ciclo de alta velocidade precipita os cristais virais e
no sobrenadante, que €& desprezado, s30 encontrados poucos
cristais e gordura provenientes das lagartas. 0]
precipitado & ressuspendido em agua destilada e preparado
para quantificacgé&o.



ESQUEMA 1: Processo de purificagao do VPNAg a partir de

lagartas de Diatraea saccharalis mortas pela
infecgao com o virus.

rLc:gc:rfc:s mortas
e infectadas

~ SDS 0,1 %
MACERACAQ feniltioureia
Material |
macerado i
- sonica¢do e filtracdo em tela
FILTRAGAQ de organza de nylon
Material |
filtrado
CENTRIFUGAGAOQ 500 g, 5'
( S-1) P—1
CENTRIFUGAGAO 500 g, 5' descartado
(S-2) P-2
CENTRIFUGAGAO 8000 g, 50 descartado
descartado ressuspendido em

cfguo destilada para

posterior quantificagao

UNICAMP
BIBLICTECA CEINTRAL
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2.2.2. Quantificacao dos cristais

virais

A solucédo purificada ¢ homogeneizada,

sonicada e submetida a diluicd@oc seriada.

A quantificagao & feita wutilizando o
hematimetro de Neubauer em microscé)pio de contraste de
fase LEITZ (DIALUX 20). num aumento de 400 vezes. A
contagem é& feita pela regra de Neubauer, belos 4

gquadrantes dos cantos e no quadrante central.

As solugbes sao estocadas a -20° C en

frascos de vidro de 10 ml contendo 5 ml de solugdo viral.

Este método permite a dosagem viral. Esta
¢ feita para um volume de 2,7 pl. Este foi escolhido,
pois corresponde ao volume de solucd@o viral graduado pelo

microaplicador a qual é inoculada nas dietas.

2.2.3. Preparacdao do inéculo

Apbs a quantificagado, as solucgbes virais
foram diluidas em agua destilada e mantidas em solugao

estoque numa concentragio de 10 7 cristais/2,7 Pl'



As solugdes virais utilizadas nos
biocensaios foram preparadas a partir de diluicgdo da
solugao estoque até chegar a concentragac de 19®
cristais/2,7 Fl’ que equivalem a dose 10=
cristais/larva.

2.2.4- Bioensaio

O méteodo foi descrito por PAVAN et al
(1981), onde se utiliza placas de acrilico com 24
cavidades contendo cada uma, um pequeno disco de dieta
artificial ( 3 mm de di&metro x 1 mm de espessura). Em
cada disco e inoculada uma gota 'de suspensao viral de
dose conhecida com auxilio de um micrecaplicador. Para
esta etapa foi utilizado um sonicador para homogeneizar
as solucgses virais e seringas descartaveis para a
aplicagao do inéculo.

Em cada cavidade é colocada uma lagarta de
Diatraea saccharalis de 11 dias (3% instar) e as

placas sdo fechadas de modo Qque cada cavidade fique
isolada. As placas sao entdo, colocadas em caixas
plasticas que simulam uma c&mara uUmida, para evitar
regssecamento da dieta, por 24 h a 28 + 22 cC num
fotoperiodo de 12 horas.

32



Apbés esse periodo as lagartas que
consumiram toda a dieta sdo transferidas individualmente,
a tubos de dieta esterilizada. Sao levadas a camaras
de 28 + 2P C com fotoperiodo de 12 horas e cobservadas em
dias alternados até a morte. As lagartas sao
consideradas mortas devido & infecg¢do viral observando-se
a sintomatologia grosseira. Algumas destas, ac acaso,
tém o tecido gorduroso analisado em microscépio de

contraste de fase para a confirmacgdo do diagnéstico.

As lagartas mortas sao estocadas a -20¢ C
para posterior purificacgao.

Os biocensaios foram realizados para
determinar a mortalidade larval e a produgio de virus nas

lagartas infectadas.

2.2.5- Passagens seriadas dos virus

A seleg3o genética atravées deste meétodo,
descrito por RIBEIRO (1985,1989) e RODRIGUES (1989),
consiste em inocular o virus no hospedeiro alternativo em
uma concentragdo que permita sua multiplicacgdo. A
recuperacaoc do material viral é& feita atraveées de
purificagéo das lagartas mortas pela infecgdo e a
posterior inoculac&c do entdo material purificado em
hospedeiros procedentes da mesma populagdo. Uma das
vantagens do processo &€ a possibilidade de realizar-se
inimeras repeticgoes.
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Os estudos foram realizados inicialmente
com o Virus de Poliedrose Nuclear de Anticarsia
gemmatalis adaptado as lagartas de Diatraea saccharalis

ap6bés duas passagens seriadas (VPNAgF2). Com este
inéculo, obteve-se através da multiplicagao dos virus em
Diatraea saccharalis a populagdo viral denominada
VPNAgF3.

Este procedimento foi repetido mais 2
(duas) vezes, cbtendo-se assim os isolados designados por
VPNAgF4 e VPNAgFS (Esquema 2, grupo I).

2.2.6- Inativacido térmica

Solugdes virais (2 ml) de VPNAgFZ com dose
suficiente para matar 190% das lagartas (19® cristais/
2,7 Pl ) foram colocadas separadamente em temperaturas
constantes de 6@, 70, 80 e 90 + 1°C por 5 minutos em
banho-maria. Apbs este tempo eram retiradas do banho-
maria e entdo, aguardava-se que atingissem a temperatura
ambiente e na segquéncia procedeu-se a quantificagado dos
critais virais (item 2.2.2). As solucgbes foram enté&o,
individualmente inoculadas nos discos de dieta e foi
realizado o procedimento de bioensaio utilizando-se 6@
lagartas para cada temperatura. Os resultados definiram
a temperatura que reduzisse em cerca de 95% (noventa e

cinco por cento) a atividade da populacdc viral.
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A medida de redugdo da atividade viral foi
feita indiretamente, através da mortalidade larval.
Portanto, 5% (cinco por <centc) de lagartas mortas por
infecgdo viral representam 95% (noventa e cinco por
cento) de reducado de atividade viral ( estas lagartas

sobrevivem até o periodo de pupa).

A temperatura capaz de reduzir a atividade
em 95% (noventa e cinco por cento) da populagdo viral do
VPNAgF2 foi wutilizada também para as demais geragodes
estudadas.

2.2.7- Avaliaca@ao da temperatura de

80® C nos isolados virais

Foli avaliado o efeito da temperatura de
80® C por 5 minutos nos inb6éculos obtidos no item 2.2.5:
VPNAgF2, VPNAgF3, VPNAgF4 e VPNAgF5. Apbs a
incubacdo os indéculos foram retirados e entao, procedeu-
se como no item 2.2.4. A denominagdc dos inécules
submetidos a temperatura foi alterada para VPNAgF2aT,
VPNAgF3T, VPNAgF4T e VPNAgFST (Esquema 2, grupo II).
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2.2.8- Passagens seriadas dos virus
submetido ao tratamento
térmico de 80<C

O procedimento ¢ basicamente o mesmo
utilizado no item 2.2.4., mas neste caso 08 virus sao
submetidos a4 agado da temperatura, antes da realizagao do

biocensaio.

A dencminagdo dos virus obtidos também é
modificada. O VPNAgF2 submetido a temperatura e
designado por VPNAgF2T. Com este 1inéculo obteve-se
através da multiplicagao dos virus em Diatraea

saccharalis a populacgdc viral denominada VPNAgF3RT.

Este procedimento fol repetido mais 2
(duas) vezes obtendo-se assim, os isclados designados por
VPNAgF4RT e VPNAgF5RT (Esquema 2, grupo III).
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Esquema 2. Processo de obtencao dos isolados virais

! ! ! [ !
!OVIRUS ! ! ! VIRUS !
! | TRATAMENTO ! HOSPEDEIRO ! !
! INOCULADO ! ! ! OBTIDO !
! ! ! ! !
! ! ! [ !
L VPNAg b ''A. gemmatalis ! VPNAg !
! ! ! ! !
! VPNAg P ' D. saccharalis ! VPNAgF1 !
! ! ! ! !
! VPNAFl ! ---- 1D, saccharalis ! VPNAgF2 !
! ! ! ! !
! VPMAF2 ! ---- ! D, saccharalig ! VPNAGF3 !
! ! ! ! ! GRUPO I
! VPNAF3 ! --—- VD saccharalis ! VPNAgF4 !
! ! ! ! !
| VPNAgF4 ! --—— 1D, saccharalis ! VPNAgFS !
! ! ! ! !
D VPNAgFS ! ---- ! D, saccharalig ! VPNAF6 !
! ! ! ! !
! ! ! ! !
! ! ! ! !
! VPNAGF2T ! 80%,5' ! D. saccharalis ! VPNAF3RT !
! ! ! ! !
! VPNAG3T ! 88%,5' ! D. saccharalis ! VPNAgF4(86°C)!
! ! ! ! ! GRUPO II
! VPNAGRAT ! 80%,5" ! D, gaccharalis ! VPNAGFS(80°C)!
! ! ! ! !
! VPNAGFST ! 88%,5" ! D. saccharalis ! VPNAgF6(80°C)!
! ! ! ! !
! ! ! ! !
! ! [ ! [
! VPNAgF2T ! 80°C,5' ! . saccharalis ! VPNAgF3RT !
! ! ! ! !
! VPNAGF3RT ! 88%C,5' ! . saccharalis ! VPNAGF4RT !
! ! ! ! ! GRUPO III
! VPNAGP4RT ! 80%,5' ! D, saccharalis ! VPNAGFSRT !
! ! ! ! !
! ! ! ! !




2.2.9- Avaliacao da mortalidade
provocada pelos isolados

virais

Foram realizados bioensaios para a

verificacdo da mortalidade larval sob acdoc viral.

Trés Erupos experimentais foram
analisados, os virus obtidos nos itens 2.2.5. 2.2.7 e
2.2.8.

Para as diferentes geracgdes de cada tratamento:

- GRUPO 1 .  VPNAgF2, VPNAgF3, VPNAgF4 e VPNAgF5.

- GRUPO II : VPNAg2T, VPNAgF3T, VPNAgF4T e VPNAgFST.

- GRUPO III : VPNAg2T, VPNAgF3RT e VPNAgF4RT.

foram preparadas 5 (cinco) placas de acrilico conforme
item 2.2.4 e inoculadas 120 (cento e vinte) lagartas de
Diatraea saccharalis. Das 5 (cinco) placas inoculadas
foram escolhidas 3 (trés) de tal forma que totalizasse 60
(sessenta) lagartas de cada geragdo e tratamento para

anadlise da mortalidade.
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Foi realizado também um grupo controcle de
60 (sessenta) lagartas que ingeriram dieta inoculada com
agua destilada.

2.2.10- Avaliacd3o da producdao de
virus

Foi avaliada a quantidade de cristais
produzidos, por grama de peso larval e por lagarta, a
partir de cada um dos isolados inoculados em Diatraea
saccharalis.

As lagartas mortas por infeccao foram
pesadas e a partir delas os virus foram purificados,
quantificados e calculou-se a producdo de cristais virais
por grama de peso larval. O célculo da produgao por
lagarta foi realizado baseado no numero de lagartas
mortas utilizadas para a purificagdo viral. Assim, por
exemplo, inoculando-se VPNAgF2 calculou-se quanto foi
produzido de VPNAgF3 por grama de peso larval ou por
lagarta.
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2.2.11- Analise ao Microscoédpio
Eletrdédnico

As solugOes virais obtidas nos itens 2.2.5
e 2.2.8 foram colocadas individualmente sobre telinhas de
microscopia eletrdnica e observadas em Microscoépio
Eletrénico ZEISS EM-10 apdés contrastagdo negativa com
acido fosfotungstico (PTA) 2% numa magnificagao de 32000
vezes.

2.2.12- Analise estatistica dos

resultados
Para verificacgao da significancia
estatistica da mortalidade entre os diferentes

tratamentos e entre as diferentes gera¢bes de cada
tratamento foi realizada analise de varidncia. As
producdes médias de cada um dos isolados de VPNAg foram
comparadas através do teste t-Student (STEEL & TORRIE,
1980) .
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3 — RESUL.TADOQOS
3.1- PASSAGENS SERIADAS
08 dados de mortalidade dos isclados
VPNAgF2., VPNAgF3, VPNAgF4 e VPNAgFS5 encontram-se na
tabela I, onde s30 mostrados o numero de lagartas
analisadas. o numero de individuos mortos e a porcentagem
de lagartas mortas para cada isolado viral. A
mortalidade observada foi de 100% (cem por cento) para
todos os isolados.
TABELA 1 MORTALIDADE LARVAL CAUSADA POR VNPAg SUBMETI-

DOS A PASSAGENS SERIADAS EM D. saccharalis
(N) numero total de lagartas analisadas: (M)
numeroc de lagartas mortas; (%) taxa de morta-

lidade larval. Dose: 10¢ cristais/larva.
! T ! ] T !
! VIRUS ! ' ! !
! ! ! ! !
t INOCULADO * ! N ! M ! % H
' !
! ! ! ! !
1 VPNAgF2 ! 100 H 100 ! 100 !
] !
! ! 1 ' !
! VPNAgF3 ! 98 ! 98 ! i@ !
! !
' T 1 v ! !
! VPNAgF4 ! 100 ' 100 ! 100 !
! !
! ! ! ! !
! VPNAgFS ! 100 f 100 ' i2¢ !
! !

x

As abreviacdes se referem ao Esquema 2.
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3.2 - INATIVACAO 'TﬁBMICM\

A tabela II mostra o efeito das
temperaturas de 6@, 70, 80 e 990® C no virus VPNAgF2
durante 5 minutos. E mostrado também o numero de
individuos analisados., o numero de individuos mortos, a
porcentagem de mortalidade larval e a porcentagem de
reducdo de atividade viral, que foi considerada igual a
redugdo da mortalidade larval.

Na figura 2 & apresentado o grafico da
porcentagem de mortalidade larval provocada pelec virus
sob efeito das temperaturas de 60 a 99® C. A regressao
linear mostra que a mortalidade larval de 5% (cinco por
cento) & obtida quando os virus sdo submetidos a
temperatura de 80,25 ®C. .

TABELA II :EFEITO DAS TEMPERATURAS DE 60, 70, 80 E S0@%® C
POR S MINUTOS EM VPNAgF2 (VPNAgF2T), NA MORTA-
LIDADE DE D. saccharalis NUMA DOSE DE
10® CRISTAIS/LARVA (N) numero total de lagar-
tas analisadas; (M) numero de lagartas mor-
tas; ML(%) taxa de mortalidade larval; IV(%)
taxa de reducdo da atividade viral.

! ! ! ! ! !
! TEMPERATURA ! ' ! ' 1
! (® Q) ! N ! M ! OML(%) ! IV(%) !
' ! ! ! ! !
' ' ' ! ! '
! 60 ! 60 ! 59 t 98,3 ! 1,7 !
' ! ! ! ! '
' ! ! ' ! !
! 70 ! 60 ! 8 ! 13,3 !t 86,7 !
' ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
! 80 ! 60 ! 3 1 5,0 ! 950 !
' ' ! ! ' '
! ' ' ! ! !
' 90 ! 59 ! @ ! 0,0 ! 100,0 !
! ! ! ! ! !
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FIGURA 2: Efeito da temperatura de 6@ a 9@9C por 5

minutos no virus VPNAgF2 na mortalidade de
Diatraea saccharalis. Na projegdo com a linha
determina-se a temperatura capaz de reduzir 95%
da atividade viral ou 5% de mortalidade larval
(a seta mostra a intersecgdo da mortalidade X
temperatural.



3.3- AVALIACAO DA TEMPERATURA DE
80°C NOS ISOLADOS VIRAIS

A tabela III revela os dados da
mortalidade larval causada pelos indbculos virais:
VPNAgF2T. VPNAgF3T, VPNAgF4T e VPNAgFS5T, Qque sa@o os
indculos submetidos a 8@® C por S minutos (Esquema 2).
Este grupo experimental foi wutilizade como controle da
acao da temperatura sobre as diferentes geracgdes virais,
para verificar se a selecdo genética por si s6 nac
causaria uma alteracd@o na resposta do tratamentc termico.
A anadlise dos resultadeos revela que nao ha& diferenca
estatistica significante da mortalidade larval entre as
diferentes geracdes.

TABELA III : MORTALIDADE LARVAL CAUSADA PELOS INOCULOS
VPNAgF2T, VPNAgF3T, VPNAgF4T e VPNAgFST,
NUMA DOSE DE 19® CRISTAIS/LARVA. (N) numero

total de lagartas analisadas; (M) numeroc de
lagartas mortas: ML(%) taxa de mortalidade
larval.

!
!VIRUS SUBMETIDOS *

1 ! ! !

{ 1 ! 1
A 80®C POR 5 MIN. ! N ! M t ML(%) !
] ! 1 ! 1
v T v ! T
! VPNAgF2T ' 60 ! 3 ! 5,0 !
! ' ! ! !
! B ' ! ! !
! VPNAgEF3T ! 60 ! 2 ' 3,3 !
! ! ' ' !
! B v ' ' N !
' VPNAEF4T ! 60 ! 4 ' 6,7 !
! ! ! ! !
! ! ! ! '
! VPNAgFST ! 60 ! 3 ! 5,0 !
f ] 1 ] 1

* As abreviagOes se referem ao Esquema 2.
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3.4- PASSAGENS SERIADAS DOS _VIRUS
SUBMETIDOS AQ TRATAMENTO
TERMICO DE 80°C

A Tabela 1IV mostra os dados dos virus
submetidos as passagens seriadas e temperatura, com o
numerco de lagartas analisadas, o numero de lagartas

mortas e a porcentagem de mortalidade larval.

Estas passagens seriadas foram realizadas
com um numero maior de repetigdes (1@ a 20) devido a
baixa mortalidade 1larval. Istoi foi necessario para
permitir a obtengdo de quantidades suficiente de inéculos
para as passagens seriadas subsequentes e para a
avaliacao da mortalidade total.

Observou-se um aumento na mortalidade
larval no decorrer das passégens seriadas. As lagartas
mortas apb6és a inoculagd@o do VPNAgF4RT n&o apresentaram
poliedros. A observagdc do material obtido das lagartas
ao Microscépio Eletrdnico ndc revelou a presenca nem de
poliedros nem de nucleocapsideos caracteristicos de

Baculovirus.
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TABELA IV : MORTALIDADE LARVAL CAUSADA PELO VPNAg NUMA
DOSE DE 1@ CRISTAIS/LARVA, SUBMETIDOS A
PASSAGENS SERIADAS E TRATAMENTO TERMICO.
(N) numero total de lagartas analisadas;
(M) numero de lagartas mortas; ML(%) taxa
de mortalidade larval.

! ' T ! '
! VIRUS  * ! ! ! !
! INOCULADO ! N ! M ! ML(%) !
' ! ! : '
! B B v T !
! VENAgF2T ! 769 ! 31 ! 4,03 !
! ! ' ' !
! T ! T v I
' VPNAgF3RT ! 390 ! 26 ! 6,67 !
z ! ! ! '
v T v v !
' VPNAgF4RT ! 1238 ! 101 ! 8,16 !
! v ' ’ ! !

]
|
|
|
|
|
|

x  As abreviacBes se referem ao Esquema 2.

3.5- AVALIACAO DA MORTALIDADE PROVO-
CADA PELOS ISOLADOS _VIRAIS

A avaliacdo da mortalidade provocada pelos
diferentes isolados virais foi realizada em blocos ao
acaso. A Tabela V mostra o numero de lagartas
.analisadas, o numero de lagartas mortas e a porcentagem

de mortalidade larval.
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As lagartas infectadas com os virus
submetidos a passagens seriadas: VPNAgF2, VPNAgF3,
VPNAgF4 e VPNAgF5; apresentaram os sintomas tipicos de
poliedrose, ou seja, pouca mobilidade, flacidez, falta de
apetite e coloracadao esbranquigada e verificou-se que

comegavam a morrer entre o 6 e 8% dia apés o tratamento.

Quando estes isolados foram submetidos &

acdo da temperatura: VPNAgPF2T, VPNAgF2T VENAgF4T e
VPNAgFST (dados 3j& mostrados na tabela 1I11); as
lagartas infectadas apresentavam sintomatologia

semelhante aoc 1? grupo, mas a mortalidade iniciou entre o
7% e 10% dia.

No ultimo grupo, virus submetidos a
passagens seriadas e ac tratamento térmico: VPNAgF2T,
VPNAgF3RT e VPNAgF4RT observou-se como nos demais,
mortalidade larval com o5 sintomas tipicos de poliedrose
e como no segundo grupo, o periodo entre a infecgd@o e a
morte era maior, entre o 82 e 1909 dia. As lagartas, no
entanto, rapidamente apresentavam melanizacao apédés a
morte, dificultando a purificagd3o e a quantificacdo dos
cristais virais.

Verificou-se ainda que os dois (ltimos
grupos exigiram um tempo maior (em dias) de observacao,
uma vez que as lagartas demoravam mais para empupar ou
morrer.
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N3o se observou mortalidade das lagartas
do grupo controle, nos quais havia sido inoculado &gua
destilada, todas atingindo a fase de pupa.

A partir dos dados da tabela S observa-se
a maior mortalidade para as lagartas infectadas com os
virus submetidos a passagens seriadas. Os outros dois
grupos provocaram mortalidade semelhantes. A partir dos
dados dessa tabela foi feita a anélise de variancia e
notou-se que s6 o primeirc grupo se diferenciou dos
demais, mostrando uma agac efetiva de temperatura sobre a

infectividade dos virus.

Os virus submetidos simultaneamente a
passagem seriada e temperatura provocaram mortalidades
progressivamente maiores, o que poderia levar a populacdo
mais resistentes a altas temperaturas. No entanto, este
aumento nao ¢ significante estatisticamente Qquando
analisados em blocos ao acaso. Muitas vezes, apesar das
lagartas apresentarenm sintomas de poliedrose elas
empupavam e sofriam metamorfose até mariposas (dados nao

mostrados).
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TABELA V MORTALIDADE LQRVAL DE D. saccharalis CAU-

SADA PELOS INCOCULOS DOS GRUPOS I, II E III,
NUMA DOSE DE 1@° CRISTAIS/LARVA. (N) nume-
ro total de lagartas analisadas; (M} nu-
mero de lagartas mortas e ML(%) taxa de
mortalidade larval.

1T T T v T

! VIRUS ¥ 1 N ! M ! ML(%) !

! INOCULADO ! ! ! !

| ! o _ v !

! VPNAgF2 ! 59 ! 59 ! 100,0 !

! _ ! L ! !

! VPNAgF3 ! 60 ! 60 ! 100,0 !

! L ! 1 _ 1 .

! VPNAgF4 ! 58 ! 58 ! 100,0 !

! _ Mt ! l !

! VPNAgFS ! 60 ! 60 ! 100,09 !

r ! ! Mt !

! ! T Ty

H VPNAgF2T ! 60 ! 3 ! 5,0 !

! 1 ! b !

! VPNAgF3T ! 60 ! 2 ! 3,3 !

[ ! ! ! !

! VPNAgF4T ! 60 ! 4 ! 6,7 !

! ! ! M _ !

! VPNAgFST ! 69 ! 3 ! 5,0 !

! ! ! ! !

?—__ ! __-_T—-— _——! __T

! VPNAgF2T ! 60 ! 3 ! 5.0 !

! ! Mt ' !

! VPNAgF3RT ! 60 1 4 ' 6,7 !

1 1 { ' !

! VPNAgF4RT ! 60 ! 5 ! 8,3 !

! 1 | { 1

! H=0 T o o .0

! 60 ! 2 ! 2,90 !

* As abreviacdes se referem ao Esquema 2.
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3.6- AVALIACAO DA PRODUCAO DE VIRUS

A tabela VI mostra a produgdoc de cristais
virais nas lagartas mortas por infecgao com VPNAg nas
diferentes gera¢des, submetidas a passagens seriadas e

a passagens seriadas e tratamento térmico.

Os dados (tabela VI} mostram que houve
diminuicdo da produgdo de cristais virais por peso larval
(g) dos virus submetidos a passagens seriadas e
temperatura: VPNAg2T. VPNAgF3RT e VPNAgF4RT, quando
comparados com ©0s nadao submetidos ao tratamento térmico:
VPNAgF2, VPNAgF3 e VPNAgF4.

A produgao foli realizada wutilizando uma
unica dose. No entanto, no grupo submetido ao
tratamento térmico ndo foi considerado a porcentagem da
reducao da atividade viral.

O inéculo de VPNAgF2 resultou numa
producac média (de VPNAgF3) de 1,7 x 10® cristais/g de
peso larval, enquanto VPNAgF2T resultou numa producdo
média (de VPNAgF3RT) de 2,2 x 10® cristais/g de peso
larval, ou geja, cerca de 8 vezes menor.

O inéculo de VPNAgF3 resultou numa
producao média (de VPNAgF4) de 1,6 % 102 cristais/g de
pesc larval, enguanto VPNAgF3RT resultou uma produgdo
média (de VPNAgF4RT) de 1,0 x 10®, ou seja, 16 vezes
menor.
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O indéculo de VPNAgF4 resultou riuma
producaoc media (de VPNAgFS) de 1.4 x 102 cristais/g de
peso larval, enquanto gque a avaliacdo da producd3c de
VPNAgFSRT a partir de lagartas infectadas com VPNAgF4RT
nac foi possivel. As lagartas qQue morriam apresentavam
sintomas tipicos de poliedrose. Embora a anélise dos
tecidos 1larvais e da hemolinfa dessas lagartas ac
microscopic éptico ndoc tenham revelado a presenca de
poliedros em seu interior. as ceélulas ndc possuiam
aspecto normal. encontrando-se na maioria das vezes.

destruidas.

Qutra diferenca observada entre os dois
grupos experimentais foi em ‘relacace a remocao de
contaminantes (restos celulares, bactérias. etc.)
através do processo de centrifugagdo diferencial. Este
procedimento foi bastante eficiente para o grupo
experimental submetido a passagens seriadas. pois a
observacdc ao microscdépio é6ptico revelou a presenca de
cristais virais purificados (FIGURA 3). Para ¢ grupo
submetido a passagens seriadas e tratamento térmico o
processc de remogido por centrifugacgdc nac resultou na
limpeza do material. A observacdo ao microscépio optico
revela isto para os 1isolados VPNAgF3RT e VPNAgF4RT
(FIGURAS 4 e 5).

Os virus submetidos ao tratamento térmico
e passagens seriadas provocam mortalidade larval num
tempo maior que os submetidos a passagens seriadas: o
gque obviamente resulta em lagartas maiores e nmais
pesadas, no entanto, o numero de lagartas mortas por

infecgcdo viral & bem mencr em relag3d3o ao segundo grupo.
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da
peso larval,

de
apresenta

Uma avaliacéo producao cristais

virais por grama de diferenca

entre dois
lado,
produg3do por lagarta infectada ndo apresenta

(TABELA VI).

estatistica significante os Erupos

experimentais. Por outro pelos motivos acima

expostos, a

diferencas estatisticas significantes

TABELA VI PRODUCAO MEDIA DE CRISTAIS VIRAIS, POR GRA-
MA DE PESO LARVAL E POR LAGARTA MORTA POR
INFECCAO DOS ISOLADOS DE VPNAg EM
D. saccharalis.
] T !
! ! ! PRODUCAO DE CRISTAIS VIRAIS !
! VIRUS ! VIRUS !
! ! ! GRAMA DE PE- ! LAGARTA !
! INOCULADO ! OBTIDO ! S50 LARVAL t ! t*!
Y 1 - ! !
! ! ! ! |
! VPNAgF2 ! VPNAgF3 ! 1,7 x 10° a! 3,5x 107 ¢ !
! ! ! ! !
e b ' _t _ !
t  VPNAgF3 ! VPNAgF4 ! 1,6 x 10° a ! 4,1 x 107 ¢ !
! ! ! ! !
' 'y ! _ ! !
!  VPNAgF4 ! VPNAgF5 | 1,4 x 10% a! 3,8 x 107 c !
! ! ! ! !
Y I | i !
! VPNAgF2T ! VPNAgF3RT! 2,2 x 10° b ! 2,5 x 107 ¢ !
' ! ! ! !
! Mt ! | |
t  VPNAgF3RT! VPNAgF4RT! 1,0 x 10%® b! 2,5 x 107 ¢ !
! ! ! ! 1
! ! ! _ ! L !
!  VPNAgF4RT! VPNAgFSRT!  ----- I !
! ! ! !
! ! !

»*

letras diferentes indicam diferengas significativas

(p « 2,05) de acordo com o teste t-Student.



FIGURA 3: Micrografia do isocladoc VPNAgF2 (barra = 5 Pm).
A seta indica um cristal viral.



FIGURA 4:Micrografia do isolado VPNAgF3RT (barra = 5 Fm).
A seta indica um cristal viral.



FIGURA 5: Micrografia do isolado VPNAgF4RT (barra =5 Pm).
A seta indica um cristal viral.
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3.7 - APARECIMENTO DO __VIRUS DE DEN-
SONUCLEOSE

Observacgoes das solugdes virais ao
microscopio eletrdénico revelaram a presengca de outras
particulas virais gque por caracteristicas morfolégicas

foram classificadas como Densovirus.

As solucdes virais utilizadas nas
passagens seriadas, submetidas ou nao ao tratamento
térmico foram avaliadas e as particulas de Densovirus
foram detectadas em todos os inédculos. Estas particulas
ndo foram detectadas na solugdo viral de VPNAg obtida das
lagartas de Anticarsia gemmatalis. Na solucdo obtida
ap6és a terceira passagem seriada e submetidos ao
tratamento teérmico (VPNAgFSRT), encontrou-se apenas
particulas de Denggovirus sendo que nem poliedros nem
nucleocapsideos caracteristicos foram observados (FIGURA
6).
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FIGURA ©

Micrografia eletrénica do material obtido apés
purificagcdo das lagartas submetidas a 3® pas-
sagem seriada e ao tratamento térmico (barra =
@,5 Pm). A seta indica particulas semelhan -
tes a Densovirus.
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A mortalidade larval provocada pelos
isolados VPNAgF2. VPNAgF3, VPNAgF4 e VPNAgF5 difere das
encontradas por RIBEIRO (1985). Com uma dose viral de
10® cristais/larva., RIBEIRO (1985) encontrou mortalidades
larvais crescentes, no decorrer das passagens seriadas,
que variaram de 59,2% a 93% enquanto no presente trabalho
a mortalidade foi 100% em todos os casos. Tanto neste
trabalho como no de RIBEIRO (1985) a populagaoc original
de VPNAg foi obtida de lagartas de Anticarsia
gemmatalis infectadas com este virus, tratando-se
portanto de populagbes virais geneticamente heterogéneas.
Popula¢Oes heterogéneas caracterizam-se por apresentar
alguns nucleocapsideos com sequéncias génicas distintas.
No caso do VPNAg h& varios tipos de nucleccapsideos, que
apesar de nao apresentarem variacado geogréafica, formam
durante o processo de infecgao varias combinacgdes e
produzen produtos finais distintos geneticamente
(MARUNIAK, 1989). Uma vez que as populagdes virais aqui
utilizadas diferem das utilizadas por RIBEIRO (1985),
possivelmente a usada neste trabalho €& mais eficaz para
provocar mortalidade em Diatraea saccharalis. Esta

suposicdo é reforcada pelos dados de mortalidade larval
obtidos por GARCIA-CANEDO (1989) que usou em seu trabalho
a mesma populagd@o viral deste e também relatou resultados
com mortalidades larvais mais elevadas que os obtidos por
RIBEIRO (1985). Uma vez que nos 3 (trés) trabalhos foi
utilizada a mesma populacgido de insetos parece improvavel
gue esta tenha se tornado mais susceptivel ao virus, jé&
que alteragdes genéticas enm eucariotos sao mais

complexas.



A exposigao de entomovirus, que possuen
estruturas cristalinas a temperaturas elevadas por poucos
minutos provoca sua 1inativacac (JAQUES, 1985). A
temperatura de 802 C por S minutos no indéculo VPNAgF2
mostrou alguma retencgdo da atividade viral, parecendo ser
a temperatura que causa reducdo da atividade viral entre
92 e 95% nos Virus de Poliedrose Nuclear (GUDAUSEAS &
CANNERDAY, 1968;: STUERMER & BULLOCK 1968; RIBEIRO &
PAVAN 1985; RIBEIRO, 1989).

Outro fator que pode prejudicar a
viruléncia &€ o aquecimento e resfriamento rapido dos
virus. A queda até a temperatura ambiente ocorreu num
periodo aproximado de 1@ minutos, bem mais brusca da que

ocorreria naturalmente no campo.

O efeito da temperatura de 80® (C por 5
minutos nos isolados VPNAgF2, VPNAgF3, VPNAgF4 e VPNAgF5
provocou inativacgdo com niveis semelhantes, mostrando que
as modificagdes biclégicas sofridas durante as passagens
nac causaram alteragdo significativa na tolerancia a
temperatura, comoc o8 resultados obtidos per RIBEIRO
(1989).

O grupo experimental de virus submetido a
passagens seriadas e ao tratamento térmico também nao
mostrou aumento significativo na mortalidade larval. A
pressadac seletiva da temperatura nao selecionou virus
termoresistentes. A obtencgdo de virus resistentes a

temperaturas elevadas ¢ dificil, pois s3o0 necessarias
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mudangcas no complexo enzimadtico e na sequéncia de
aminoacidos das proteinas estruturais (WITT & HINK, 1979:
KLIBANOV & AHERN, 1987).

Quando se compara o tempo (em dias)
necessario para observar a mortalidade dos insetos entre
os dois grupos exXperimentais, virus submetidos a
passagens serjiadas e virus submetidos a passagens
seriadas e ao tratamento térmico, nota-se Qque para o
ultimo grupo era maior. Doses reduzidas aumentam o tempo
de mortalidade larval (RIBEIRO, 1985, 1989: RODRIGUES,
1989) . A quantificacao do material apos a
exposicdo ao tratamento térmicc nao mostrou diminuicgao
significativa dos cristais virais, portanto o numero de
poliedros inoculados nas lagartas ndo se diferenciou do
grupo controle. No entanto, provavelmente o numero de
particulas virais realmente infectivas era menor que o
numero de particulas quantificadas, representando
portanto, uma dose menor. Além disso, muitas lagartas
que apresentaram sintomas de poliedrose acabaram
empupando e somente algumas sofreram metamorfose ate
mariposas, mostrando que oS virus submetidos ao
tratamento térmico, conseguiam desenvolver o processo de
infeccdo, mas n&o suficiente para provocar mortalidade
larval. Porém, um numero menor de emergéncias de
adultos corrobora dados de mortalidade pupal
caracteristicos da inoculacdo de doses menores (GARCIA-
CANEDO, 1989).



O processo de purificacéo levou a
resultados distintos nos diferentes grupos experimentails
mostrando Qque a centrifugacdo diferencial foi mais
eficiente para remocdo de contaminantes no grupo de virus
submetidos a passagens seriadas. 0O outro grupo

apresentou uma maior concentragdo de contaminantes mesmo

ap6ts a centrifugacao. A eficiéncia deve ter sido menor
devido a concentragao maior de contaminantes deste
Erupo. Esta concentracao maior pode estar relacionada

com o tempo necessario para o8 virus provocarem a
mortalidade larval. Q processo mais lento facilitaria a
acdo de patégenos oportunistas, devido a fragilidade das
lagartas decorrente da infeccgédo viral. A auséncia destes
contaminantes no isolado VPNAgF2T pode ser explicado,
pois ele foi obtido a partir do isolado VPNAgF2 submetido

ao tratamento térmico.

Para a comparagdo da produgdoc de virus, o
mais adequado & escolher doses que provoguem mortalidades
semelhantes permitindo assim uma padronizacao dos efeitos
de cada isclado, a fim de evitar as discrepancias
causadas pela diferenca no tempo de mortalidade larval
(RODRIGUES, 1989). Entretanto, neste trabalho foi
utilizada uma unica dose (10® cristais/larva) para os
diferentes isolados e Que provocaram mortalidades
distintas devida a diferenca dos tratamentos (submetidos
ou nao &ao tratamento térmico). Como o objetivo foi
observar o efeito da temperatura, a avaliacao da
producdc de cristais do virus inoculado foi feita

utilizando-se uma uUnica dose.
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Assim. observa-se nos resultados que a
producao de virus, quando avaliada por grama de peso
larval mostrou ser mais eficiente no grupo submetido a
passagens seriadas e semelhante em ambos o0s grupos,

quando avaliadas por numero de lagartas.

A grande diferenga de peso das lagartas
mortas por infecgao viral nos doils grupos mostra
claramente um grau mencr de infecgao do grupo de virus
submetidos a passagens seriadas e tratamentco térmico;
assim a avaliagdc de produgcdoc de cristais virais por
grama de lagarta ¢é uma medida mais apropriada do
desenvolvimento da infeccgéao.

Uma outra observagao da produgdo de
cristais virais foi a tendéncia & diminuicgdoc no grupo de
vVirus submetidos a passagens seriadas e tratamento
térmico. Esta diminuicgdc chegou ao extremo, quando a
inoculagdc de VPNAgF4RT nao produziu poliedros. No
entanto, a inoculacgao deste virus provocou mortalidade
larval com sintomatologia externa tipica de poliedrose,
porém nem na andlise dos tecidos larvais aoc microscoépio
6ptico nem no processo de purificagao foram observados
poliedros. Resultados semelhantes foram obtidos por
RODRIGUES (1989) pois apd¢s 5 passagens seriadas do VPNAc

no hospedeiro alternativo, Diatraea saccharalis, notou

que poliedros naoc podiam ser mais encontrados.
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A diminuigao da produgadac de cristais
virais no decorrer das passagens seriadas em hospedeiro
alternativo e tratamento térmico como agentes seletivos,
poderiam resultar na diminuigdo da capacidade dos virus
em realizar seu ciclo biféasico de crescimento ou seja,
produgdo de virus nao-oclusos seguida pelos virus oclusos
ou poliedros dentro do nucleo da célula hospedeira
(infecgcdo primaéria e secundaria, respectivamente). Os
virus ndo ocluscs passariam a ser o principal produtc da
multiplicacao. Isto 3j& fol observado em relagac a
passagens seriadas de VPNs em cultura de células por
MILLER & MILLER (1982). Com virus nao oclusos como
principal produto da multiplicagdo, a desvantagem destes
como inseticidas biolégicos é clara, pois sendo a matriz
proteica do poliedro um agente maior de protegdo ao
ambiente externo, inumeros problemas ocorreriam,
principalmente elevagao de custo do bioinseticida
(MILLER., 1988).

O numero reduzido de cristais virais pode
estar relacionado com oS mutantes espontaneos que
produzem poucos poliedros (FP - do inglés "few
polyhedra') como resultado de continuas passagens
seriadas quando inocula-se virus do tipo MP (do inglés
"many polyvhedra™). Isto j& foi descrito por muitos
autores em culturas de células e o aparecimento destes
mutantes (FP) parece estar relacionado com a insercgdo de
um elemento genético transponivel do tipo ''copia-like"
proveniente das células hospedeiras (BURAND & SUMMERS,
1982; MILLER & MILLER, 1982; BEAMES & SUMMERS, 1988). A

observaciao do material obtido das lagartas inoculadas com



VPNAgF4RT em microscépio eletrdnico ndc mostrou a
presenga de nucleocapsideos tipicos de Baculovirus
descartandc assim, a possibilidade de tratar-se de

mutantes semelhantes a FP.

Outra razdo para diminuig¢do de produgédo de
cristais poderia ser a ativagdo de um virus oculto que
resulte na inibigéao da multiplicacgao dos virus
inoculados. O processo de passagens seriadas com um virus
estranho permite ao virus oculto se desenvolver,
transformando-se numa infecgdoc caracteristica. O fator

capaz de ativar o virus latente poderia ser uma proteina

do virus estranhc ou alguma(s) substéancia(s) do
hospedeiro (MALEKI-MILANI, 1978; JURKOVICOVA, 1979;
PAVAN et al, 1981; KELLY et al, 1981). 0

tratamento térmico provoca a reducdo da atividade viral,
no entanto ndo ocorreu diminuicdo da quantidade de
proteinas. A baixa concentragao de VPN ativo
facilitaria eliminacgao deste virus num processo

tipicamente competitivo.

Anadlise ao microscépio eletrdnico revelou
a presenca de particulas nas solugbes virais que por
morfologia caracteristica foram identificadas como Virus
de Densonucleose (VDN) . Estas particulas foram
observadas nas solucdes virais de VPNAg obtidas apés as
passagens seriadas, submetidas ou na&o ao tratamento

térmico.
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Parece tratar-se. portanto. de ativacac

de um virus latente (VDN) provocada pela inoculacao no

hospedeirc de um virus estranhe (VNPAg). incrementada
pelo efeito das passagens seriadas (KRIEG, 1957;
LONGWORTH & CUNNINGHAM., 1968; MAKELI-MILANI. 1978;:

JURKOVICOVA, 1979; KELLY et al. 1981: McKINLEY et al.

1981: PAVAN et al, 1981).

Entretanto, CAVALLARO {(1988) também
detectou particulas de VDN durante o processc de
purificacdo de lagartas de Diatraea  saccharalis que
haviam sido 1inoculadas com VGDs, tratando-se portante de
ativagao de virus oculte., provavelmente proveocada por

virus dc préoprico hospedeiro.

Apesar de ter-se usado uma populacgaoc de
insetos na Qqual as lagartas eclodiram a partir de cvos
desinfetados, evitando a contamina¢do com outros virus
(GRONER, 1986), a inoculag&o oral de virus. estranhos ou
n&o as lagartas, parece ter favorecido a ativacdoc de um
virus oculto. Trabalhos utilizando a mesma populagdo de
insetos corroboram a hipétese da presengca de virus
latente na populacd@c agui utilizada (CAVALLARO., 1988:
RCDRIGUES, dados nao publicados: RIBEIRO, dados néo
publicados) .

Uma vez Qque caracterizacgdo mais detalhada
do VDN aqui encontrado nao foi realizada. poder-se-ia
pensar gque o proprio virus original (VPNAg)} proveniente
de uma populacgac de lagartas de Apnticarsia gemmatalis
centivesse o VDN. Porém a auséncia destes em observagao
ao microscépio eletrdnico descarta esta hipédtese.
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A presenca simultdnea dos dois virus, VDN
e VPNAg nos inéculos evidencia uma infecgdo mista nas

lagartas de Diatraea saccharalis.

Quando as populacbes virais de VPNAg foram
submetidas a passagens seriadas, a infecgdo mista entre
VDN e VPNAg parece ter apresentade o fenébmeno de
interferéncia favorecendo a multiplicacdo do VPNAg. O
processo de multiplicacao dos VPN é& mais réapido que o de
VDN e sendo ambos agentes infecciosos do nucleo celular a
competicao por esta estrutura favorece o primeiro. Além
disso, durante o desenvolvimento da infec¢do viral dos
VPN, os nucléclos das células hospedeiras sa@o rapidamente
destruidos e estes s30 essenciais a multiplicacdo dos VDN
(KURSTAK & GARZON, 1975).

J&. quando VPNAg foi submetido a passagens
seriadas e tratamento térmico, os VDN parecem ter ganho a
competigao. A agdo do tratamento térmico talvez seja o
fator de diferencga, porque virus sem estruturas de matriz
proteica, como sao os VDN, toleram melhor a ag¢do de
temperaturas elevadas (KELLY, 1980). A inativacao pelo
calor de solugdes virais realmente reduz a acdo de
interferéncia favorecendo o desenvolvimentc dos VDN e
preijudicando os VPN (WHITLOCK, 1977; KELLY, 198@).

Parece, portanto, que o VDN, durante o
processo de infecgdo mista com VPN, foi menos eficiente.
No entanto, quando os inéculos foram submetidos ao
tratamento térmico ocorreu uma vantagem para os VDN
evidenciando uma maior termoresisténcia.
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S. RESUMO E CONCILUSOERES

Foi analisada a multiplicagdo de virus
patogénicos de insetc no hospedeiro Diatraea

saccharalis, sendo um deles inoculado e o outro latente.

0 Virus de Poliedrose Nuclear de

Anticarsia gemmatalis foi inoculado no hospedeiro
alternativo Diatraea saccharalis e apresentou bom
desenvolvimento neste inseto. No entanto, os VPNAg
induziram a ativagao de um virus latente, VDN,

estabelecendo uma infecc¢i&c mista.

A inoculacdc do VPNAg foi realizada em
duas condicdes experimentais: a) virus ativo e b)

virus parcialmente inativado por tratamento termico.

Primeiramente, foi definido
experimentalmente o tempo de tratamento térmico que
reduzisse a atividade dos virus inoculados ao nivel
desejado. Esses virus foram passados por trés geracgdes

em lagartas de Diatraea saccharalis, analisando-se a

mortalidade para verificar possiveis alteracdes da
resisténcia térmica. Analisou-se ainda, a produgadao de
cristais virais pelos hospedeiros infectados para medida
dos niveis de infecgéao. Foi realizada também, a
observacdo em microscépio eletrénico dos isolados
obtidos, verificando-se a possivel presenca de outros
patégenos.
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0s dados de mortalidade 1larval revelaram
que o grupo inoculado com virus apresentou mortalidade
elevada com alta producadc de VPNAg.

No segundo grupo nao fol observado aumento
da resisténcia do VPN ao tratamento teérmice. medido
através da mortalidade larval. ao longo das passagens
seriadas. Sob este tratamento. ocorreu uma reducgdc
gradual da producdo dos cristais virais. chegando a

auséncia apédés a terceira passagem seriada.

A analise dos isolados virais ao
microscépio eletrdédnico mostrou a presenca de Densovirus
e VPN no grupo inoculado com virus ativo. O grupo no
qual os virus foram parcialmente inativados por
tratamento térmico apresentou resultados semelhantes. com
excecdo do material obtido apdés a terceira passagem
seriada., o qual mostrou apenas a presencga de Densovirus..
Neste caso, também nadc foram observados nucleocapsideos
caracteristicos de Baculovirus.

Estes resultados levaram as seguintes

conclusoes:

a) A infeccdo por VPNAg mostrou-se eficiente

durante as passagens seriadas por Diatraea

b) O tratamento térmico evidenciou uma maior
termoresisténcia do VDN, quando em infecgéo
mista com VPN.



& . SUMMARY.  AND CONCLUSIONS

The development of two pathogenic
entomoviruses was analvsed in the host Diatraea

saccharalis being one inoculated and the other latent.

Anticarsia gemmatalis Nuclear
Polyhedrosis Virus was incculated in the alternate host
Diatraea saccharalis and presented normal development
in this insect. However, AgNPV induced activation of a

latent virus, DNV, setting up a double infection.

AgNPV inoculation was carried out in two
experimental approaches: a) active virus; b) partially

inactived virus by thermal treatment.

Inicially, the time of thermal treatment
was defined experimentally in order to reduce the
activity of inoculated viruses intco the desired level.

These viruses uwere passed through three generations of

Diatraea saccharalis larvae being the mortality
analysed to verify possible alterations of thermal
resistance. The production of viruses by infected hosts
was also analysed to measure infection levels. The

observation in electron microscope was performed to
observe the possible presence of other pathogens.



Mortality data revealed that the group
inoculated with active virus presented high mortality
with high production of AgNPV.

In the second group it was not observed an
increase of resistance of NPV along the serial passages.
Under this treatment occured a gradual decrease of
production of viruses until absence after the third

serial passage.

The analysis of viruses in electron
microscope showed the presence of Densovirus and NPV in
the group inoculated with active virus. The group in
which the viruses were partially inactivated by thermal
treatment presented similar results, except for the
material obtained after the third serial passage which
showed just the presence of Densovirus. In this case it
was not observed typical nucleocapsides of Baculovirus.

These results brought about the following

conclusions:

a) the serial passages by Diatraea
saccharalis show to be efficiency of infection
by AgNPV;

b) the thermal treatment showed a higher
thermoresistance of DNV, when in double
infection with NPV.
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