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i. INTRODUGCZO

1.4 Baculovirus

05  baculovirus constituem um dos mais conhecidos & bem
estudados grupos de virus. Atacam principalmente espécies de
insetos e, devido a suas propriedades compledas e seu potencial uso
em  controle bioldgico de pragas agricolas, tém sido objeto de
estudo de microbiologistas, virologistas, patologistas &

entomologistas desde o Fim do século passado.

ﬁtualmenté, sabe-se 9ue o0s baculovirus s3o, em geral,
muito especificos e compreendem O MNnico grupo que POSSULT APEnas
artrapodos como  seus  hospedeiros (BENZ, 1986), sendo este um
aspecto muito importante no que diz respeito gquanto 3 seguranga de

HILA utilizagio no controle seletivo de pragas de culbturas

gconomicamnente inportantes.

0 constante interesse em utilizar estes wvirus comno
inseticidas bioldgicos fexr com gque, nesta dltime década, com os
avangos das técnicas de cultura de células, engenharia genédtica e
andalise de proteinas & de DNA, se iniciassem estudos sobre sua
bionlogia molecular (MILLER & MILLER, 1982) com o intuito de se
obter novos agentes de controle de insetos que fossem mais

eficientes (KIRSCHBAUM, 1985).



Em decorréncia desses estudos, o interesse pelos
baculovirus hoje nio se restringe apensas a sua utilizacio em
controle bioldgico de pragas, mas sey  emprego como vetor de
expressio  génica em cédlulas eucaridticas. Estes virus possusm  um
gene nlo essencial a sua replicaglo, o da poliedrina, o sgual, por
sua veER, possui oum promtor muito Forte (RANKIN ¢ cols., 1988).
SMITH e cols. (1983a) foram os primeiros a construairem um virus
deste grupo com uma delegdo no gene da poliedrina e, desde entio,
eles vém sendo utilizados com SUCESS0 para a expressio de genes
estranhos em cultura de cédlulas de insetos (SMITH e cols., 19830
PENNOCK e cols., 1984, COELING e cols., 1987, ESTES & cols., 1987,
INUMARL & ROY, 4987 LUCKOW & SUMMERS, 1988; MILLER, 1988;

SCHMALJOHN e cols., 1988).

1.4.4 Classificac8o e Estrutura Morfoldgica

Baculovirus deriva do latim daculum que significa wvara
o bastdo. Embora muitos virologistas prefiram utilizar o termo
"grupo”  por acharem que género e familia sBo conceitos utilizados
inadequadamente, segundo o Comité Internacional de Taxonomia de
Virus, Saculovirus ¢ um género pertencente & familia Baculoviridae

(MATTHEWS, 198%5).

Fetes virus caracterizam-se por conter DNA circular de

.

Fita dupla com cerca de i@ a 190 mil pares de bases (HBURGESS,



1977 BMITH & SUMMERS, 1978, COCHRAN & cols., i986) dentro de um
capsideo em Fforma de bastBo, o gqual é envolvido por um envelope
lipoprotéico. Podem apresentar-se inclusos ou nfo em wum cristal
protéico & baseado nisto sRo divididos em trés subgrupos

(BILIMORIA, 1984) (Figura 1):

-  subgrupo A ou Virus de Poliedrose Nuclear (VUPN) sBo aqueles que
apresentam muitos nucleocapsideos envelopados (virions) dentro de
cada corpo de inclusBo. Podem apresentar—se, ainda, de duas formas,
com miitos nucleocapsideos dentro de um mesmo envelope (Virkus  de
Poliedrose Nuclear Miltiplo - UPN-M} ou  com Aapenas um
nuc leocapsideo dentro de cada envelope (Virus de Poliedrose Nuclear

Simpleg ~ UPN-S);

- gubgrupo B ou Virus de Granulose (VUG) sEo aqueles que apresentam
apenas  um nucleocapsideo envelopado dentro de cada corpo de

inclusfo.

«  gubgrupo C ou Virus No-Inclusos (NOV - do inglés “non-occluded
virus ) contituem-se apenas do nucleocapsideo envelopado, SEM

apresentar corpo de inclusio.

0 nome de cada baculovirus é dado pelo grupo no qual ele
82 inclui e pelo hospedeiro do qual ele foi primeiramente isolado.
Assim, temos, por exemplo, o Virus de Poliedrose Nuclear de
Anticarsia gemmatalis que possui este noms por pertencer aon  Jrupo

de poliedrose nuclear (subgrupo A) e por ter sido encontrado pela
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primeira wvezr em larvas de Aaticarsia gemmatalis (lLepidoptera:

Noctuidas).

PDevido ao fato de que a maior parte dos baculovirus
apresenta~-se com corpo de inclusio, muita confusio tem sido gerada
quanto & alguns termos utilizados na sua identificagHo, por isgo

vamos definivy aqui a nomenclatura utilizeda neste trabalho:

- capsideo: capa protédica que envolve o DNA;

= nucleocapsiden: capsideo + DNA;

-~ envelope: membrana lipoprotéica que envolve o nucleocapsideo;

= wirion: unidade infectiva;, nucleocapsideo + envelope;

- corpo de inclusfo: matriz protéica que envolve os virions;

- poliedro: corpo de inclusfo do UPN; constitui-se principalmente
de uma proteina chamada poliedrina;

- grinulo: corpo de inclusfo do VG, constitui-se principalmente de
uma proteina chamada granulinai

-~ wirug ou ocristal wviral: unidade viral, corpo de inclusio

{(poliedro ou granulo) contendo no seu interior os virions.

Andliszes ultrasstruturais e bioguimicas tém mostrado que
mais de 9% da massa de um VPN consiste de uma rede macromolecular
de poliedrina na gual os virions esti8o incluidos (CARSTENS ¢ cols.,
1987). Devido a esta grande quantidade de proteina (poliedrina ou
granulinal) gque constituwi os corpos de inclusio dos UPNs & dos VGs,
& possivel observa-los ao microscdpio #tico. Os poliedros

apresentam um didmetro médio de @,46-2,¢ um, enquanto que os UGs, um

i



tamanho madio de 340-380 ¢ {9¢-20¢ nm. O0s nucleocapsideos que se
encontram dentro do corpo de incluslo tém um tamanho aproximado de
TG-149 P 23¢-390 nm. 0s VPNs podem apresentar ate 209

nucleocapsideos por corpo de inclusfo (ACKERMANN & SMIRNOFF, 1983).

1.1.2 Hospedeiros naturais

A ocorréncia dos baculovirus & relatada somente no Filo
Arthropoda, sendo gque sua quase totalidade estd dentro da Classe
Insecta. Segundo a revislo feita por ROHRMANN (198éa), existem mais
de 5@@& espécies diferentes onde ja foi descrita inteccio por

haculovirus & que se encontram assim disteribuidos:

Classe Crustacea

Decapoda 2 VPN-S
Classe Insecta

Trichoptera i UPN-§

Hymenoptera 26 VPN-S

18]
ny

Diptera UPN-G
lL.epidoptera 355 UPN-M ¢ -85

113 VG

P

NOV

Coleoptera i46 NOWV



Obgerva-gse que a maior ocorvéncia € dentro da ordem
Lepidoptera o que somente nesta encontram-se VMirus de Poliedrose

Nuclear Miltiplo (UPN-M) & Virus de Granulose (VUG).

1.1.3 Infecg8o e Replicaglo ia wvivo

Fxistem muitos estudos e ohservagdes feitas sobre a
infecgio e replicagio de baculovirus em seus hpnspedeiros €  boas
revisoes sobre o assunto podem ser encontradas em MAZZONE  (1985),

VAUGHN & DOUGHERTY (4985) e GRANADOS & WILLIAMS (i984).

A infeccﬁo natural por um baculovirus ocorre no estidgio
larval de um inseto hospedeiro e di-se atraveés da  ingestio de
alimento contaminado com o virus. Dentro do intestino da larva, sob
a aglo do pH alcalino (9,9 a 11,5 & provavelmente de enzimas
proteoliticas, ocorre a dissoluglo da matriz protéica do corpo de

inclusio @ a consequente liberagio dos virions do seu interior.

A intfecglo primdaria ocorre no intestino da larva. O
enve lope viral interage com as microvilosidades da celula

intestinal e funde-se A& sua membrana plasmatica permitindo gue o

nucleocapsideo penetre no sed citoplasma. Dentro do ndcleo ocorre a
replicagio do DNA viral e a formagfo de novos virions. Estes

virions (nSo-inclusos) deixam 2a célula intestinal através da

membrana basal e passam & hemocele, onde se da a infecgio



secundar ia.

Atravds da  hemolinta, o virions alcangam o0s varios
tecidos da larva. Ha diferenga na suscetibilidade de cada tecido &
infecgBo viral. A infecglo secunddria por VPN ocorre principalmente

no  corpo gorduroso, traguédia e hemdocitos, engquanto que VG parece

desenvolver—se especialmente em células do corpo gorduroso. Nesta
etapa, também ocorre a replicagio do DNA viral ¢ a formagio de
novos wvirions, mas além disso ocorre a inclusio dos mesmos. Os
cristais wvirais, em grande guantidade, causam um aumento do volunme

da célula e acabam por destrui-la.

Quando wuma larva infecta-se com corpos de inclusio de
bhaculovirus, desenvolve a doenga chamada de polisdrose o1l
granulose, dependendo do tipo de virus que a infectou. Com o
progresso  da  doenga, ela tem seu crescimento reduxido ,  torna-se
flacida e apresenta mudanga de coloraglo. Quando ela morre, seu

corpo facilmentes se rompe, pois a esta altura seus tecidos estiao

totalmente destruidos e completamente tomados pelo virus.

i.1.4 Virus de Poliedrose Nuclear de Autographa californica (VUPNAc)

Fete wvirus tem este nome por ter sido isnlado pela
primeira wvez a partir de lagartas de sSufographa califoraica

(Lepidoptera: Noctuidae), inseto prags de culturas de alfata.



Dentre o0s baculovirus, o UPNAc é o que tem a maior
amplitude de hozspedeiros, mais de 3¢ especies diferentes de
lepidipteros (GRONER , 1984 e, apesar de haver mais de 500

baculovirus relatados na literatura (ROHRMANN, 1984a), este & o que

tem sido mais intensamente estudado.

Este virus & um VPN do tipo miltiplo (VPN-M) e possui um
DNA  circular de dupla fita que apresenta em torno de 128000 pares
de bases, com um peso molecular de 82 x 10% daltons, = seu genoma
Ja foi extensivamente mapeado utilizando-se védrias enzimas de
restrigio  (SMITH & SUMMERS, 1979 SUMMERS e cols., 1980; VLAK,

1980 COCHRAN e cols., 1982; VLAK & SMITH, 1982).

Através da técnica de purificacio de placa em cultura de
células de insetos, muitas variantes gendmicas do VUPNac~tipo
selvagem tém sido isoiadas g caracterizadas. LEE & MILLER (19738) e
GHMITH & SUMMERS (1978) identificaram, respectivamente, 5 & 8
diferentes variantes généticas do UPNAc. Algum tempo depois, MILLER
2 cols. (1i98e) isolaram mais uma variante deste wvirus. Estes
autores comprovam que estas variantes ocorrem naturalmente na
populagio selvagem € nRo s&80 induzidas pela manipulagio em

laboratdrio.

Além disso, padrfes de restrigio do DNA do VUPN de
Frichoplusia ni & VPN de Rachkiplusia ou, ambos isolados de espécies
pertencentes a Familia Noctuidae, mostram que estes virus sio muito

semelhantes ao VUPNac (MILLER & DAWES, 1978, SUMMERS e cols., 1{980).



1.2 Siatrava saccharalis (Fabr., 1794)

Diatraca saccharalis ¢é um inseto pertencente & Ordem
l.epidoptera, Familia Pyralidaes. & uma das pragas mais importantes
da cultuwra de cana~de-agicar no Brasil. Conhecida como broca da
cana-de-agdocar, este inseto, na sua fase larval, cava galerias no
interior dos colmos da cana, provocando grandes prejuizos

gcondmicos (MACEDRDO & BOTELHMO, 1988).

1.3 Inoculag8o de baculovirus em hospedeiros alternativos

Devido ao interesse de utlizar-se os baculovirus comno
inseticida bioldgico, tornou-se necessdrio definir exatamente quais
os hospedeiros de cada um deles para ter-se uma avaliagio do
impacto ambiental que sus aplicagio no campo pudesse causar. Além
disso, este conhecimento €& importante para estudos basicos de
patogenicidade e viruléncia destes microrganismos (GRONER, 19841 .
Em termos praticos, o uso de um virus, para um controle de pragas,
altamente especifico & que multiplica~-se em um Unico hospedeiro @&
desvantajoso porgue o virus ndo infectaria uma outra populacio-
prags  que pudesse estar presente na cultuwra. Sendo assim, indmeros
trabalhos Jja foram e continuam sendo realizados sobre patologia de
insetos gquando inocula~se VUPNz em hospedeiros alternativos, tendo

como um de seus objetivos a obtencfo de virus polivalentes.

ie



Dentre estudos desse tipo, utilizando-se o Virus de
Polisdrose Nuclear de Autographa califoronica para infectar

hospedeiros alternativos, est8o os de VAIL e cols. (1971), VAIL &

SJAY O (49730, VAIL e cols. (4973), FALCON & HESS (1977), TOMPKINS e
cols. (49810, WOOD e colzs. (4981), VAIL & cols. (1982), BELLONCIK =
cols. (19846 & RODRIGUES & PAVAN (1988a).

Hd também wviarios outros trabalhos onde estudou-se a

suscetibilidade de hospedeiros alternativos a outros VPNs gque nio o
VP Nac, como por exemplo: SMIRNIOFF (19243), VAIL & cols. (1974,
FALCON & HESS (41977), PAVAN e cols. (4984), STAIRS e cols. (1i981),

Vall. & cols. (1982), HAMM & STYER (198%9), RIBEIRD (198%), BELLONCIK

1]

e cols. (198646), MARTIGNONI & IWAI (41986), GARCIA-CANEDD & PAVAN

(1788) .

0s resultados desses estudos mostram que, em geral, 0s
UPNs n3o s50 restritos a uma espécie hospedeira mas a uma PEqQuLENS
gama de insetos hospedeiros que, na maioria das vezes, 350 muito

pravimos taxonomicanente.

Continuando nesta mesma linha, varias pesquisas tém sido
feitas na tentativa de adaptar alguns virus a hospedeiros
alternativos através do método de passagem seriada. 0 resultado &
que, muitas veres, apds pelo menos uma passagem do virus pelo novo
hospedeiro, consegue-se uma linhagem mais virulenta para o mesmo ouU

uma producio de virus /o vivo mais eficaz.
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Em relag80 ao VPNAc, TOMPKINS € cols. (4984), apds
passarem este virus I3 vezes em larvas de Spodoptera exigua e
passarem-no por 2 wvexes em Trichoplusia ni, verificaram que a
viruléncia deste tinha aumentado em 1@ veses para  larvas recém-

nascidas de Te af.

WOOD e cols. (4984) obtiveram, em cultura de células de
e nadi, uma linhagem de VPNAC gque apresentava uma alta producio de
cristais virais por célula e que mostrou-se 2 veses mais infectiva

para lagartas de T. aAd do que o isolado selvagem.

Em resultados preliminares, RODRIGUES & PAVAN (41988a)
também obtiveram uma maior viruléncia para o VUPNac apds este ter

sido passado por 5 vezes em larvas de Diafraca saccharalis.

Quanto a outros VPNs submetidos & Passagen &m
hospedeiros alternativos, SMIRNOFF (1i963) observou um aumentso de
i.8 vezes na viruléncia do Virus de Poliedrose Nuclear de

frichiocampus viminalis para larvas de T. frregularis depois de 32

passagens seriadas.

STAIRS e cols. (4984) e MARTIGNONI & IwAal (i9846)
obtiveram resultados aemeihantes apds passarem, respectivamente, 1§
vezx o VPN de CLhoristonsura fumiferana em lagartas de F. naé e
Salleria wmsgllonslla e 5 vezes o VPN de Orgyia pseudofsugata  em

lagartas de T. ni.



RIBEIRO (i985) conseguiu um grande aumento de viruléncia
quando  inoculow repetidas vezes o VPN de aAnticarsia gemmatalis e o
VPN de T. aé em larvas de &. sacchkaralis. Apds 19 passagens
seriadas do UPNAg = 14 do VUPNTn, a viruléncia aumentou em cerca de

109 & BO® vezes, respectivamente, para as larvas daquela espécie.

Como e383% passagens ser iadas foram feitas com isolados
selvagens de UPNs e n3o com variantes geneticamente homogéneas, &
provavel que esta adaptagBo seja decorréncia de uma selegio de

gendt ipos virais mais infectivos para seus novos hospedeiros.

Algumas wvezes, a adaptacio do virus ao novo hospedeiro
resulta na diminui¢30 da viruléncia para o hospedeiro original
(STAIRS e cols., 1981 TOMPKINS e cols., 1981). Entretanto, ha
outros resultados que mostram que o virus mantém sua infectividade

original (SMIRNOFF, 4963; MARTIGNONI & IWAI, 19864; RIBEIRD, 198%9).

Embora existam wvarios relatos positivos em relagio a
adaptagdo de VPNs a hospedeiros alternativos, ha resultados
contrarios em que nio ocorreu modificagHo na virulénecia de alguns
isolados apds serem submetidos 3 passagem seriada  (MALEKI-MILANI,

1978 PAVAN e cols., 1981 McINTOSH & IGNOFFO, 1986).

Mudangas na  forma e tamanho do  virus apds passagem
SUCESSIVAR  em  um  novo hospedeiro sio fatos também descritos na
literatura. CUNNINGHAM (1979), VAIL e cols. (4974, vall. & Jay

(1973) e TOMPKINS e cols. (1i984) observaram o aparecimento de UPNs

i3



com forma cubica e tamanho bem maior que os poliedros regulares.

A ativagio de wum virus oculto € outro resultado
observado em experimentos desse tipo (MALEKI-MILANI, 1978 PAVAN e
cols. 1781). Paras minimizar os efeitos estressantes gue  um VPN
provoca no hospedeiro alternativo, o que facilita a manifestagio de
m virus latente, GRONER (i984) salienta dois reaquisitos
necessarios para se fazer estudos de infecg8o em hospedeiros
alternativos: 1Y gue os insetoz utilizados venham de populagies
sadias & que as larvas sejam criadas a partir de ovos desintetados
e sobre condigdes que evitem contaminacgio com outros virus;: 2) que
o virus utilizado seja bem caracterizado € suas propriedades
bioguimicas bem conhecidas = que seja confirmado ser o agente
causador da morte das larvas. 0 virus obtido através de purificagio

de placa € o mais indicado para os testes.

Em relaglo & passagem seriada de UPNs em culturas de
células, MILLER & MILLER (1982) afirmaram que sste processo resulta
numa gradual redugBo da capacidade do virus em realizar seu ciclo
bifdsico de crescimento, ou seja, produgio de virus nio-inclusos
seguido pelos virus inclusos no poliedro, dentro do nidcleo da
célula  (infecglo primiria e secunddria, respectivamente). 0s virus

nao-inclusos tornam-se o principal produto de replicagio.

Ja que a forma inclusa do virus ¢ a desejada para uso

CoOmo inseticida bioldgico, pois a matriz protédica do poliedro lhe

confere maior protecio no ambiesnte externo, conclui-se que o uso de
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cultura de células pars a3 produgio =m masss dos mesmos NS0 € o meio
mais vantajoso, além do fato das culturas, em geral, apresentarem

inimeros problemas € um custo elevado (MILLER, 1988).

A continua passagem de UPNs em cultura de células faz
também com que, muitas vezes, swrjam mutantes espontineos que
produzem poucos poliedros por cada célula infectada (FP - do inglés
"few polyhedra®™) quando inocula-se clones do tipo MP (“many
polyhedra™). Isso Ffoi observado por varios pesquisadores, entre
eles HINK & STRAUSS (17763, POTTER e cols. (i974), BURAND & SUMMERS
(19823, MILLER & MILLER (1982), FRASER e cols. (1983), ROBERTS
(1985) & BEAMES & SUMMERS (1988). Além disso, os mutantes FP
aprsentam  uma Dhlgg maior que a dos mutantes MP e seus corpos de
incluslo possuen um  ndmero reduzido de virions no seu interior

(MILLER, 1986).

Padries de restricio do DNA de mutantes FP de VUPNac
feitos com varias endonucleases mostram que hd uma insergio deg  um
elemento genédtico transponivel do tipo "copia-like” quando este ¢é
comparado ao DPNA do isolado viral original (antes da passagem
seriadal. Esse 7¥ato foi observado por BURAND & SUMMERS (41982),
MILLER & MILLER (4982), FRASER e cols. (i983) e BEAMES & SUMMERS
(1988) e, com exce¢lio de FRASER ¢ c¢ols., verificou-se que a

sequéncia inserida no DN& viral provinha da célula hospedeira.

vall. e cols. (4982), apds uma Unica passagem de uma

variante geneticamente homogénes de VPNac em lagsrtas de T. n+d,



detectaram a presenca de um novo fragmento (2,17 » 129 daltons) e a
falta de outro (4,55 3 4106 daltons) no DNA viral. CROIZIER e cols.
(i98%) encontraram resultados senelhantes para VPN de Mamestra
brassicas apds 25 passagens sucessivas do virus em seuw  hospedeiro

natural.

1.4 Caracterizacio protéica de baculovirus através de eletroforese

A necessidade de se identificar e, de alguma forma,
diferenciar os baculovirus para se ter certeza da pureza do produto
a ser ubtilizado no campo como inseticida bioldgico fezx com que
virios estudos sobre composigdo protéica destes wvirus fossem
realizados, wutilizando, entre outras, a técnica de eletroforese em

gel de SDS e poliacrilamidses (CIBULSKY e cols., 1i?77a).

Existem indmeras referéncias sobre eletroforese de
proteinas do virion e do poliedro do UPNAc  (CIBULSKY e cols.,
1977a, Db SUMMERS & SMITH, 1978 MARUNIAK e cols., 1979 WVLAK,
1979 MASKOS & MILTENBURGER, 1981, SINGH e cols., 19895; RODRIGUES &
PAVAN, 1988b) e de outros UPNs e VGs (McCARTHY & LIU, 41976; ZETHNER
e cols., 1979 TWEETEN e cols., 198¢; HOTCHKIM, 1i981; PAVAN ¢ cols.

1981 MONROE & McCARTHY, 41984).

Segundo revisio feita por MARUNIAK (19861}, 0%

baculovirus possuem de 11 3 24 proteinas estruturais, cujos PESOE
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moleculares variam de 1000¢ a 14600¢¢ daltons. 0O principal
componente protéico destes virus do tipo incluso é a proteina do
corpo  de  inclusio, isto €, a polisdrina no caso dos UPNs e a
granulina no caso dos Y0Gs. Ambas sio proteinas conservadas entre os
diferentes baculovirus, possuem um peso molecular em torno de 29000
daltons (ROHRMANN, 41986b) e, como ja foi dito, constituem mais de

5% da massa do corpo de inclus8o (CARSTENS = cols., 1987).

Em relagio ao VPNAc, hd trabalhos que relatam desde 12
(CIBLH.SKY, 1977h) até 24 polipeptideos fazendo parte da  estruturs
dos wvirions com pesos moleculares variando de 14020 a 150000

daltons (SUMMERS & SMITH, 1978).

VLAK  (1979), aliando as tédcnicas de eletroforese e
autoradiografia, observou um total de 35 polipeptideos estruturais
presentes nos virions de VPNAc, enquanto que SINGH & cols. (4985)
encontraran cerca de 192 em gel bi-dimensional, com pesos variando

de 11800 a 1905000 daltons.

1.5 Objetivos

A importancia de se estudar e caracterizar a biologia e
A estrutura dos baculovirus, em diferentes sistemas, por cles serem

fortes candidatos a inseticidas bioldgicos, ja foi bem exposta.
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Dessa forma, o objetivo deste trabalbho foi o de estudar
as consequincias da passagem seriada do Virus de Poliedrose Nuclear
de Autographa califoraica em larvas de um hospedeiro alternativo, a

Giatraca saccharalis.

Para isgso, foi avaliado, apds cada passagem, 0 graus de
viruléncia em relaglo ao hospedeiro, a producio de wvirus pelas
lagartas infectadas, a aparéncia externa do corpo de inclusio e o

padrio eletrofordtico dos polipeptideos estruturais dos virus.

i8



2. MATERIAL E M&TODOS

2.1 Material

2.1.1 lLarvas de insetos

Os ensaios bioldgicos foram realizados com lagartas de
Giatraca saccharalis (lepidoptera: Pyralidasg) com 11 dias de idade
(32 instar). Estas foram fornecidas semanalmente pela Secglo de
Entomologia do Instituto do Agiicar e do Alcool/PLANALSUCAR (Araras—

SP) em tubos de vidro com dieta artificial (+ 10 lagartas/tubo).

Essas  lagartas faziam parte de populacies oriadas  em
laboratdrio e mantidas em dieta artificial como a descrita por

S

HENSLEY & HAMMOND (14948) e modificada por DEGASPARI & cols. (1984i).

Os ovos dos quais esclodiam as lagartas eram inicialmente
desinfetados e depois colocados em tubos com dieta, previamente
esterilizados, e dessa maneira enviados ao laboratdrio para serenmn

utilizados nos ensaios bioldgicos.

1%



0 wvirus inoculado inicialmente nas lagartas Toi o Virus
de Polisdrose Nuclear de Aufogracha californica (UPNAc) - variante
genst ica  EZ2, fornecido pelo Dro Jo E. Maruniak, Departamento de

Entomologia, Universidade da Fldrida.

A variante E2 foi obtida a partir de isolados de VPNac -
tiro selvagem replicados em cultura de células de Trichoplusia ni ~
linhagem TN-3468-1¢ através do método de purificagio de placa (SMITH
& SUMMERS, 1978, SUMMERS & SMITH, 1978). Por este método & possivel
separar wvariantes gendmicas gue tenham pequenas diferengas nos
padries de restrigio do DNA e, dessa forma, obter virus
genet icamente homogéneos (LEE & MILLER, 1978). & estabilidade da
variante EZ do VPNAc foi comprovada por SMITH & SUMMERS (1978)
depois  que esta foi submetida a uma nova purificacio de placa  sem

que o padrio de restrigio de seu DNA tenha sido modificado.
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2.2 Métodos

2.2.4 Puriticacg8o dos cristais virais

2.2.4.4 PuriticacB8o por centrifugacio diferencial

Este protocolo de purificacdo utilizado seguiu 0

descrito por PAVAN e cols. (1981, 1983) com algumas modificacies.

Lagartas mortas por um determinado virus foram mantidas
a ~20°C até o momento da purificaclo. Estas lagartas foram, entfo,
trituradas num liguidificador durante {4 minuto numa solugio de Tris
@, M, EDTA ©@,001i M, 8DS 0,i% com alguns cristais de
feniltiouréia, numa proporgio de 109 ml de solucfo para cads 10 g
de lagarta infectada. 0 uso de feniltiourédia serve para prevenir a
oxidagio do pigmento encontrado nas lagartasz e o consequente
escurecimento do homogeneizado. 0 tratamento com SDS, un detergente
anidnico, & feito para facilitar o rompimento das células & reduszir
o material contaminante aderido & superficie dos cristais. NiZo had
relatos de  que o SDE tenha gualquer efeito sobre a  estrutura  ou

infectividade do virus (MARUNIAK, 19864).

0 homogensizado obtido foi sonicado por alguns segundos
e FTiltrado 2 ou 3 veres para a retirada de restos de tecidos das

lagartas. Este filtrado foi novamente sonicado e  submetido 3

Y
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centrifugagio diferencial. Para ests etapa foi utilizada uma
centrifuga de mesa FANEM, Excelsa Baby, modelo 208N, com cruzeta

horizontal para 8 tubos de 15 ml.

Os passos a seguir podem ser acompanhados na Figura 2. 0
matearial filtrado e sonicado ¥foi primeiro submetido a LLIVE
centrifugacio em baixa velocidade (velocidade #2, aproximadamente
200g9)  por L minuto para precipitar restos de células = material
mais denso. 0 Sobrenadantg foi coletado e reservado para, numa
etapa posterior, ser novamente centrifugado. O precipitado obtido
foi ressuspendido na mesma solugdo de Tris 0,04 M, EDTA @,001 H,
S5 @,4i% e submetido & nova centrifugacio em baixa velocidade por 1
minuto. Esta etapa foi realizada para recuperar parte dos cristais
virais que encontravam-se Junto com o primeiro precipitado. O
sobrenadante obtido =a partir desta segunda centrifugaglo foi
misturado ao primegiro e submetido, entio, a uma velocidade maior de
centrifugagio (velocidade #7), correspondente a 2200g, por 5
minutos. Fate precipitado  Final foi ressuspendido  em Agua
destilada, quant ificado e mantido a ~20°C atéd o momento de ser

utilizado.

2.2.4.2 Purificac8o com 8DS e 2-Mercaptoetanol

Foi avaliada, ainda, outra metodologia para purificagio

dos cristais virais pois a purificagio apenas por centrifugacio

diferencial algumas vezes deixa presente na solugfo final impurezas

1
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lagartas mortas

A

precipitado

4

descartado

Tris 8,084 N/EDIA 9,004 M/
' SDS B,iz / feniltiouréia
homegeneizagio
F sonicagao
filtraggo
{ 2 ou 3 vezes )
r sonicagio
centrifugagio
2089, 1 min,
i
| '
precipitado sobrenadante
Tris 8,84 N/
¢ EDTA 8,801 N/SDS 8,1
" centrifugagdo
2089, 1 min.
]
)
sobrenadante
!
4
centrifugaqio
2200 g, 5 min.
A )
precipitado sobrenadante
‘ dgua destilada i
quantificaqao descartado

Figura 2. Processo de purificagio dos cristais de UPNAc através de centrifugagio diferencial.
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provindas de restos celulares das lagartas (CAVALLARD, 1988).

Amostras dos 5 isolados wvirais purifticados P or
centrifugagio diferencial que seriam analisadas por eletroforese

foram submetidas a esse novo processo de purificagio.

0 processo utilizado foi o descrito por REIGANUM (41984),
que  consiste enm deixar os polisdros virais numa solugio de Tris-
EDTA  ©,05 M, 8DS 1%, 2-mercaptoetanol &,5%, pH 7,2, em banho-maria
a 70°C por 30 minutos. Seguem-se 2 lavagens com dgua destilada e,
ao Ffinal, ressuspende-se o material em Agus destilada para ser

quant i ficado.

2.2.2 Quant ificac8o dos cristais virais

Diluia-se a solugdo de virus purificada 129 ou 500 vezes
g observava-se em  uma  cAmara de  Neubauer (hemacitdmetro) em
fotomicroscdpio de contraste de fase Dialux 20 - Leitz. Fm aumento
de 4¢¢ vezes, contava-se todos os cristais gue encontravam-se nos 4

grandes quadrados de cada canto da ci3mara € nho guadrado central.

Cada soluglo foi guantificada duas vezes e, ao Final,

considerava-se a média das duas repeticres.



2.2.3 Preparo do indculo

Apds  a quantificaglo, as solugfes virais foram diluidas
em #Agua destilada e mantidas em solugies estogque numa concentragio
de 107 cristaiss2,7 Ml. O ajuste da concentragBo foi feito para
2,7u1  pois  este foi o volume de solugio dado a cada lagarta nos

bioensaios.

As  solugtes virais utilizadas nos diferentes bioensaios
realizados Fforam preparadas a partir de diluigfes das solugdes

estoque até chegar-se & dose desejada.

2.2.4 Inoculagdo dos isolados virais

0 indculo dos diferentes isolados virais nas lagartas de
&.  saccharalis foi SEMPre individual e realizado conforme o

descrito por PAVAN e cols. (19841) com algumas modificacres.

Em placas de acrilico, contendo 24 cavidades cada  uma,
foram colocados pequenos discos de dieta artificial (3 mm de
didmetro » 1 mm de espessura) & sobre cada um destes discos, com o
audilio de um microaplicador, uma gota de 2,7 ml de uma solugdo de
virus  com dose conhecida. Para esta etapa foi utilizado ultramaom

para homogeneizar as solugdes de virus e seringas descartdveis para
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a aplicacgio do indoculo.

Apds a inoculaglio do virus sobre a dieta, lagartas de 11
dias de idade (32 instar) de &. saccharalis foram colocadas
individualmente dentro de cada cavidade das placas. Estas foram

fechadas, colocadas em ca&mara idmida € mantidas & temperatura

13

constante (289C+1°0).

Aproximadamente 20 horas depois, as lagartas que haviam
consumido todo o disco de dieta contaminada com o virus  foram
tranaferidas individualmente para tubos de vidro contendo dieta de
real imentacio sem virus e sem formol, pois & sabido que sste possui
atividade antiviral (IGNOFFD & GARCIA, 1968). Deste modo, sabia-se
que a8 mortalidade larval gque viesse a ocorrer seria devido a  uma

inica e conhecida dose de virus inoculada.

Os  tubos contendo as lagartas foram colocados  &m uma
cAdmara de temperatura controlads (289C+19C) & observados em diss
alternados para verificar a mortalidade ocorrids. Para 0
diagnastico da infeccBo foram coletadas amostras de tecidos de
lagartas mortas para a observa¢lo em microscdpio de contraste de

fase & confirmacRo da presenga do virus.



2.2.5 Selegl8o de linhagens

0 método utilizado para selegfo de diferentes linhagens
de  virus a partiv do VPNAc ~ E2 foi o de passagem seriada, o meszno

utilizado por RIBEIRQO (1985, 1989).

Este método consiste em 12) inoculacio de um determinado
virus 2m oum hospedeiro para gque ocorra a sua multiplicacio, 22) sua
posterior recuperacio (puriticaglo) a partivr de lagartas (ou
cultura de células) infectadas ou mortas & 32) reinoculagio do
virus purificado numa nova populagio de hospedeiros de uma mesma
gspecie. Este processo & repetido vidrias wveres sucessivamente
durante quantas vezes forem desejadas. £ um método de selegio
genet ica onde se obtém, ao final do processo, 08 virus gue melhor

se replicam na populagso hospedeira.

Foram realizadas 5 passagens seriadas do  UPNAc  no
hospedeiro alternativo Liatrasa saccharalis ¢ obteve-se 4 isolados
virais designados neste trabalho como IV~-i, IV-2, IV-3 e IVU-4, além
do  VPNAC original (E2). Deste modo, com o indculo do VPNAc-E2, por
exemplo, obteve-se a produclo (através da multiplicacfo dos virus)
da populagio viral produzida apds a primeira passagem do VYPNAc  em

&. saccharalis (IV-1) e assim por diante.



2.2.6 Avaliagio da mortalidade provocada pelos diferentes isolados

virais

Foram real izados bioensaios para se veriticar F:1
mortal idade larval sempre gue um virus com umsd determinada dose foi

inoculado.

Esses Foram montados em blocos conforme as doses de
virus  que  foram inoculadas. As doses utilizadas Toram i@i, 1@2,
103, 104, 105 ¢ @b cristaig/lagarta (2,7 ul). Cada bloco consistia
no  indculo dos 5 isolados virais (E2, IV-1, IV-2, IV-3 e IV~-4) com
a mesma dose. Para cada dose de cada virus foram preparadas 5
placas de acrilico, conforme descrito no item anter ior, &
inoculadas 420 lagartas de £. sacchkaralis. Procurou-se obter cerca
de 10¢ lagartas para cada dose ¢ cada isolado para fazer-se a
andlise da mortalidade. Isto &s vezes nio foi possivel pois  nem
todas as  lagartas ingeriam por completo o disco de dieta

contaminado.

Foi mant ido, em todos os blocos, um grupo controle de
ied lagartas que ingeriam dieta inoculada com dgua destilada, sendo
que  cada bloco do experimento foi montado com 720 lagartas no

total, com cerca de &60¢ sendo utilizadas na analise.



0 experimento, portanto, seguin o modelo abaixo:

Yigk =+ Ry By (AP o+

onde = mé&dia do experimento
A = virus i o= 5
p = dose Jo= &
e = grro do experimento
ko= 5 repetigihes

2.2.7 Avalia¢8o do tamanho dos cristais virais

Foi medido o difimetro dos cristais de E2 e de IV~-4 a
partir de fotos tiradas no mesmo microscodpio uwutilizado para
ohbservagio dos tecidos das lagartas de 0. saccharalis e solughes

virais.

As  Fotos foram tiradas em um aumento de 4080 verzes. A
partir delas Ffoi medido, com uma régua, o didmetro interno  em
milimetros {mm) dos cristais de E2 e IV-4 e calculado o didmetro

medio de cada um deles.

A transformacio da escala de milimetros para micrametros
(m)  Foi Feita através da fotografia de uma ldmina com escala  da

Zeiss ¢ ampliacRo com o mesmo aumento que o das fotos dos virus.

(A
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2.2.8 Avaliag80 da produgfo de virus

Foi avaliads a quantidade de cristais virais produzidos
por grama de peso larval a partir de cada um dos isolados virais

inpculados nas lagartas de . saccharalis.

Com base nos dados de mortalidade, foi escolhida, para
cada um dos isolados virais inoculados, uma dose gque provocasse
pelo menos 994 de mortalidade larval para  que  houvesse  uma
padronizacio dos efeitos de cada isolado . Para E2 e IV-i,

portanto, foi utilizada a dose de 106 cristais/lagarta, para IV-2 a

83

dose de 109 cristais/lagarta e para IV-3 & V-4 a dose de 1@

cristais/lagarta.

As  lagartas mortas foram pesadas e a partir delas foram
purificados os diferentes isolados wvirais produzidos. Apds a
puriticacfo, fazia-se a quantificaclo e calculava~-se a produgio de
cristais wvirais por grama de peso  larval. Por exemplo, inoculava-
se o0 isolado E2 e, apds a purificaglo e gquantificag¢io do virus na
solugio, calculava-se quanto havia sido produzido de IV-1 em  cada

gréma de lagarta infectada.

Foram realizadas 3 repetigies para a produglo de IV-1 e
IV-4 & 4 para a de IV-2 & IV-~3. Com estes dados foi calculada a
produgio média de cristais/grama de peso larval para cada um dos

isnlados virais.
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2.2.9 Comparacfo das proteinas virais por eletroforese em gel de

SDS e poliacrilamida

Através de eletroforese em gel de 8DS ¢ poliacrilamida
foram comparadas amostras protéicas dos 9 isolados virais
utilizados neste trabalho, purificadas pelos dois ditferentes
meétodos, centrifugacio diterencial e centrifugacio diferencial

seguida de tratamento adicional com 8DS & 2-mercaptoetanol.

0 método de andlise eletrofordtica wutilizado Foi

basicamente o descrito por LAEMMLI (4970) com algumas modificaghes.

Empregou-se eletroforese em sistema descont inuo com gel
de separagio em gradiente de 8-18% de acrilamida e gel de
empacotamento de 3,97 de acrilamida. Os géis foram feitos em
aparato vertical e apresentavam dimenstoes de  10x15x2mm. a3

concentragies finais de cade constituinte do gel e as demais

solugdes utilizadas encontram-se no Anexo 1.

0 procedimento seguido para o preparo das  amostras
submet idas as eletroforese pode ser acompanhado na Figura 3.
Partiu-se, inicialmente, de amostras dos diferentes virus com igual
concentragion. Em tubos tipo "eppendorf’, foram colocados 250 pl de
solugHo wviral contendo 5 x 10% cristais/2,7 Pl e estes Foram
aquecidos em banho-maria a ?4°C por 5 minutos. Este aquecimento

preévio wvisava inativar a protease alcalina, ums enzima encontrada
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250 pl de
solugdo viral

¥

258 pl de
solu ao alcallna
B m temp. amb.

¥
centrifugagdo
15600 g, 20 seq.

A ¥

precipitade sobrenadante
¥ l
tescartado ' centrifugagio
15608 g, 15 min.

¥ A 4

precipitado sobrenadante
| |
tanphy o ooost descartad
ampao,.de amostra escartade
94°¢C.5 min,
4
eletroforese

Figura 3. Preparc de amostras de virus para analise através de eletroforese em gel de
SDS e poliacrilamida.
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na matriz protéica do cristal viral gue, guando em pH alcalino,
degrada  as proteinas em polipeptideos menores (EPPSTEIN & THOMA,
1975 EPPSTEIN e cols., 1975; SUMMERS & SMITH, 1975, 1978, MARUNIAK
& SUMMERS, 19278 TWEETEN & cols., 1978, MARUNIAK & cols., 1979

WOOoD, 4198ea)

0s passos seguintes seguem conforme SUMMERS & SMITH
(1987 com algumas modificagies. & soluglo viral, foram adicionados
250 ul de solugdo alcalina de Na-C04 @,3 M, NaCl @,17 M, EDTaA
@,01iM, pH 11,0 e deixados em repouso por 30 minutos & temperatura
ambiente. Esta solugio alcalina solubiliza a matriz protéica do
virus, liberando os virions de dentro do cristal. WHITT & MANNING
(1987) estudaram o potencial de dizsociacio dos constituintes desta
solugio alcalina (NaéCO3, NaCl e EDTA) individualmente e associados
e concluiram gque cada um deles, quando em pH alcalino, tem um papel

importantes na induglo da dissociacio da matriz protdica do VPNAC.

A segiir, os eppendorfs’  contendo o0s wvirus Ja
solubilizados, mas ainda na solug8o alcalina, foram centrifugados a
156009y por 20 segundos em microcentrifuga para precipitar poliedros
que  nao tivessem solubilizado. 0 sobrenadante foi transferido para
outro  Teppendort’ e novamente centrifugado a 15400 g por 15
minutos. Este precipitado foi ressuspendido em 2¢ Wl de tampio de

amostra para eletroforese.

Foram aplicados no gel 2% ul de cada amostra e este foi

submetido a 50 volts, enquanto as amostras estavan no gel de
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gmpacotamento, & 100 volts, por aproximadamente 3 horas, quando as
mesmas encontravam-se no gel de separagfo.

D paderdes de peso molecular utilizados foram albumina
bovina (646008 d), ovalbumina (45000 d), pepsina (34700 d),
tripsinogénio (24008 d), @mlactoglobulina (12400 d) = lisozima
(14300 d) e Toram preparados conforme instrugdes do Boletim Técnico

MWS 877 da Sigma Chemical Compand.

NDs géis FToram corados por 2 horas e descorados por 24

horas aproximadamente.

s presos moleculares relativos Foram determinados

conforme o método de WEBER & OSBORN (1946%9).

2.2.12 Andlise estatistica dos resultados

Para wverificar se os 5 isolados virais de VPNAC tiveram
efeitos significativamente diferentes sobre as lagartas de £.
sacchkaralis foi aplicado o Teste de Friedman de relagfes miltiplas.
0 Teste de Friedman é um teste nAo-paramétrico através do qual
pode~se var i Ficar s2 diferentes amostras (tratamentos) s30
provenientes de uma mesma populacio (ou de populagies andalogas) ou

s provém de populagdes distintas (CAMPOS, (979).
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Foi realizado o cdlculo da Dose Letal 50 (DLgp), através
do  Método Probit descrito por BLISS (1935a,b) & FINNEY (i947), dos
% isolados para se comparar quantitativamente o grau de viruléncia
de cada um. A Dlgp ¢ @ dose de uma toxina ou patdgenn necessaria

para matar %50% dos individuos da populag@io em estudo.

0 Tempo letal 5 (TLSQ) foi caloculads, através do mesmo
Métoado Probit, para se fazer uma comparagio da velocidade de  agdo
de cada um dos 9 isolados de VPNAc. O Thge ¢ o tempo quE  una

determinada toxina ou patdgeno leva para matar 90X dos individuos

de uma populagio em analise.

O didmetros médios calculados para os cristais de E2 e
V-4 g as produches medias de cristais de cada um dos izolados de

UPNAc foram comparadas através do teste t-Student.



3. RESULTADOS

3.4 Alteragies dos isolados de UPNAc apds as passagens seriadas

3.4.14 ModificacBo da atividade bioldgica

fs  lagartas de fiaéraga sacchkaralis infectadas com v}
UPNAc-EZ e com s isolados virais obtidos apds as quatro passagens
seriadas (IV-1, IV-2, IV-3 2 IV-4) apresentaram oz sintomas tipicos
de poliedrose, ou seja, pouca mobilidade, Fflacidez, falta de
apetite e coloracgio eshranguicada. Dependendo da dose e do isolado
viral inoculado, essas lagartas comegavam a morrer entre o 82 ¢ o

12e dia apds o tratamento.

Nao se observou mortalidade das lagartas do grupo

controle, todas atingindo a fase de pupa.

A Tabela I mostra o redmero & a porcentagem de individuos

mortos para cada dose de cada isolado viral inoculado.

é partir dos dados dessa tabela, observa-se que, para

todos  os isnlados, a mortalidade larval € maior 4 medida que se

-~

aumenta a dose. Além disso, para uma mesma dose, a mortalidade &

pEH

diferente para cada um dos izsolados virais inoculados. Observa-se
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Tabela I. Mortalidade de larvas de 0. saccharalis inoculadas com 5 isolados de
UVPNAc e seis doses diferentes. (N) numero total de individuos analisados; (M)
nimero de individuos mortos; (%) porcentagem de mortalidade larval ocorrida para

cada dose inoculada (cristais/lagarta)l.
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que a cada passagem do VPNAC em &, saccharalis, obtém-se um aumento
gradual da mortalidade larval, indicando a obtengio de isolados
mais patogénicos. Nota-se, por exemplo, gque os isolados E2 ¢ IV-i

w

provocaram uma mortalidade em torno de &7 com uma dose de 169

cristais/lagarta, enquanto que  IV-3 e IV-4 provocaram uma



. . . e . . . .
mortalidade prosgima com uma dose de 10~ cristais/lagarta. Ja o V-2
causon  a mesma mortalidade com uma dose intermediaria entre estas

duas, 103 cristais/lagarta.

Com base nos dados da Tabela I, foram c¢alculados os
valores para o Teste de Friedman gue est3o na Figura 4. Ds
resultados mostram que o UPNAc -~ E2 ndo diferiu significativamente
dio IV-1 & do IV-2, mas com relagdo a IV-3 ¢ IV-4 teve difersnga
considerada altamente gsignificativa. 0 IV-3 & o 1IVU-4 nao

apresentaram diferenga significativa entre si e nem com o IV-2.

0 Iy~

28]

foi o dnico que nao foi considerado
significativamente diferente de nenhum dos outros isolados,
mostrando que ele apresenta um comportamento intermedidrio entre os
isnlados obtidos nas primegiras passagens (E2 & IV-1) & 0s obtidos

nas dltimas (IV-3 & IV-4).

Como os valores calculados para o Teste de Friedman s@o
obtidos a partir dos "rankings” gque cada isolado viral ocupa & que
esses dependem da mortalidade que ele provoca, podemos afirmar que
o IV-3 ¢ o IV~-4 possuemn uma viraldncia maior do que o isolado EZ2 em
relagio as lagartas de 0. sacchkaralis. Além disso, como os isolados
foram obtidos através do método de passagem seriada, ou seja, cada
i foi produzido 3 partir do indculo do isolado anterior, podemos

atirmar também gue esta modificacio da viruléncia desde o ER2 até o

IV-4 Ffoi gradual & progressiva, como mostra a Figura 4.
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Cal

Ch>

1W-1 1y-2 -3 V-4 R,
' l o ] | | !
WY §2q3 1§:2 250 7.8
V-1 6.8 3,5 17,5 11,5
ey oS :
V-2 7.5 145 17,5
N & N5 Y
10-3 4,0 25,8
NIS.
1v-4 29,0
RJ
B2 * X
W1 a b 11,5
V-2 a, b, ¢ 17,5
1v-3 b, ¢ 25,0
5% = 14,9
V-4 ¢ 29,8 1% = 17,8

Figura 4. Conparat;io entre a mortalidade de larvas de Diatraea

saccharxralis provocada pelos 35

isolades virais de UPNic.

Valores calculados para o Teste de Friedman - relagoes multiplas.

Ca)> diferenga entre os isolados virais: (N.5.) nBo-significativa;

(%) significativa - p { 0,85; (%) altamente significativa - p ( 0,81;
(RJ) soma total dos ™rankings”. ( bD> (¥ letras diferentes indicam

diferengas significativas - p { 6,05,
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Os valores calculados para Dhlgg s8o  apenas uma
est imativa da mesma (Tabela II). D intervalo de confiangs nio  foi
determinado porque a distribui¢io dos dados foi muito irregular,
isto €, os dados nBo se ajustaram a uma curva de distribuigio
normal devido ao excessivo intervalo utilizado entre as doses.

Embora os dados ndo se ajustem, o Método Probit e=stims bem a QLSQ,

dando resultados confidveis (PIEDRABUENA, 19795).

Pelos resultados observados na Tabela II verifica-se a
modificagio  9que ocorrel na Dlgp do VPN&c no transcorrer das cinco
passageEne  seriadas em L. sacckaralis. Enquanto que para o  isolado
E2  a Dlhge para uma populacio de lagartas de 11 dias de idade de &,
saccharalis & de 7,15 x 109 cristais/lagarta, para IV-4 esse valor
se  reduz para 7,31 x 10! cristais/lagarta. Conforme o que pudemos
observar pela Tabela I a viruléncia do YWN&ac foi  aumentada  em

aproximadamente 1000 vezes apds as CIiNnco Passagens sucessivas. Essa

i

redugio da Dlsg desde o E2 até o IV-4 para &. saccharalis pode
tambeém ser vista mais claramente na Figura 5, que mostra um grafico
contendo as  retas e egquagses de  regressio da porcentasgem  de

mortalidade em fun¢io da dose inoculada para cada isolado viral.

0 efeito dos varios isolados sobre o valor de Thsp podem
ser vistos na Tabela III. Para a dose 109 cristais/lagarta observa-
se  que 0% Thye de E2Z2 e de IV-1, em torno de 17 ~ 18 dias, foram
maiores do que os Thge de IV-2, IV-3 e IV-4, em torno de 12 dias.
Para as doses 10% e 103 cristais/lagarta nSo foram calculados os

TL5® de E2 ¢ IV~1, pois, nestas doses, a mortalidade nio atingiu o
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Tabela II. Estimativa da DLgg (cristaisa/lagarta) dos 9 isolados

virais de VPNAc para lagartas de 1{ dias de f/atrara saccharalis.
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Figura 5 Retas e equacmes de regressio da porcentagem de

mortalidade larval em fun¢fo do log dij/dg dos 5 isolados virais de
UPNAC . 0Os pontos assinalados nas retas € 08 mimeros eatre

parénteses correspondem a Dlgp em cristais/lagarta.
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Tabela

isolados

III. Tempo

virais d

lLetal

e VPNAc

Giatraca saccharalis.

%% (dias) para as varias

inoculados enm

Dose: i@2 cristais/lagarta

v

IV-3

Iy-—-4

Tl

i7,44

18,19

i2,3%

lagartas de

doses

it

Intervalo de Confianga

14,33
15,00
i1,72
11,47

ii,82

18,43

iz, 0@

Dose:

Iv

I lvl ..'2

IV-3

IV-4

Thso

2¢,46

104 cristais/lagarta

Intervalo de Confianga

21,65
19,70

19,83

23,58
20,405

a0, 5

Dose: 103 cristais/lagarta

v

T2

V-3

IV-4

Th50
17,44
14,32

14,97

Intervalo de Confianga

16,41
14,314

i2,78

18,53
14,33

17,39

Dose: 102 cristais/lagarta

v

IV-3

V-4

Thse

28,2

19,59

Intervalo de Confianga

i7,1i8

18,468
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valor minimo de S0%. Quanto aos outros trés isolados, o TL5® de
-2 Foi um pouco maior que o de IV~3 & IV-4. Para todas as doses,

0% TLge de IV-3 & IV~-4 mostraram~se muito semelhantes.

Uma analise conjunta de todas as doses mostra que V-3 e
IV-4 agem mais rapidamente que IV-2 e este, por suz vez, mais oue
E2 e IV~-i. A posigRo intermedidria de IV-2 é notada principalmente

para as doses 10% e 103 cristaiss/lagarta.

Oz resultados do Teste de Friedman & oz valores de Dlggy
g Thgp sugerem @ sxisténcia de trés grupos distintos no  que se

refere a sua atividade bioldgica em relagfo As lagartas de H/iafraca

saccharalis: E2/IV-1, V-2 & IV-3/IV-4,

3.1.2 Alterag¢gdes mortoldgicas do cristal viral

Todos os cristais de E2 apresentaram forma poliddrica.
SBabe-se que 05 cristais virais, ou corpos de inclusio, doz UPNs té&m
na sua maioria forma poliddrica, como visto através de microscopia

atica & eletrdnica (FEDRDERICI, 41986), maz, i

H

VETEE, aquando em
soluglRo aquosa, estes poliedros observados ao microscopio atico
parecem apresentar forma esférica, como visto para o isolado E2 na

Figura da.
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(a)

(h)

Figura &. Micrografia dos isolados virais de VUPNAc E2 (a) e IV-4
(b). As setas em (b)) indicam cristais que apresentam forma cdbica.

Barra = Sum.
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Em IY-4 Foi notada a presen¢ga de muitos cristais com

forma cubica, guando observado 30 microscdpio dtico (Figura &b).

Para veriticar a propor¢io de cristais cubicos e
poliddricos que ocorrew em IV-4, foram contados um total de 11460
cristais wvirais a partir de fotos tiradas no microscdpio Stico de
diferentes solughes de IV-4. Estes resultados podem ser vistos na
Tabela IV. Foram encontrados 19,6% de cristais cubicos & 80,4%

policédricos.

Nos outros isolados (IV-1, IV-2 & IV-33, Apareceram

alguns cristais cubicos, porém de modo menos regular.

Além da mudanga de forma observada, o0s cristais de IV-~4
parecsram  relativamente maiores que os de E2. Para verificar se
isto realmente ocorreu, foram feitas medidas de difmetro, também a
partir de fotogratias tiradas ao microscdpio dtico, de diferentes
solugies de E2 ¢ IV-4, 0Os resultados encontram-se na Tabela V  (os

valores utilizados para este cialoulo estio no Anexo 2).

Foram medidos 835 cristais de E2 ¢ 1160 de IV-4. O0Os
didmetros médios encontrados foram de 1,224,246 um para E2 e
1,984,229 pm para os cristais poligdricos de IUW4; Segundo  estes
valores, os cristais poliéddricos de IV-4 foram cerca de 2 vezes

maiores em volume do que o0s de E2.
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Tabela IV. Porcentagem (X)) de virus cibicos e poliddricos de IV-4.

obe ssem nese ets mave 4es eiss Sore Sare heve Sase 44 Sere bees LSS 5es Pres Sie Fobe Dese SRes Sves Saes Sees Tere Sate Sbee eee Sare aoes

FORMA N -
Cibica 2R7 19,4
Poliédrica P33 8¢,4

TOTAL 1149 1e¢,0

wmta vese seep Bevs ased Sees cose aes Sees beeb Bees ems Sere Gete Beme Abms enss Serh BUes F000 Uied VMY 4vey sRes TeN Bede Sese mese sess bue

Tabela V. Didmetro médio (micrdmetros) dos isolados virais E2 e

IVv-4.

I N didmetro %
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¥ fetras diferentes indicam diferengas altamente significativas

(pd2,d1) de acordo com o teste t-Student.
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De cristais oibicos de IV-4 apresentaram 1,91{+0,246 um de

lado, sendo, portanto, maiores que os polisdros de E2 e de IV-4.

3.4.3 Diminuigio da produgio de cristais virais

Pelos resultados de producio média de virus vistos na
Tabela VI (os valores utilizados para o cileulo estio no Anexo 3}
observa-se que, no decorrer das passagens seriadas, ocorre  uma
diminuigio gradual da producgio de cristais virais nas lagartas. O
indculo de E2 resultou numa producio média de IV-1 de 2,57 x 109
cristais/g de peso larval engquanto que o indculo de IV-3 resulton
numa  producio média de IV-4 de 2,20 x 102 cristais/g de peso
larval, ou seja, cerca de 1é veres menor. Considerando-se que cada
lagarta , quando morta por infecglo viral, pesou em mddia @,49, =a
producio média de virus por  lagarta foi de 2,57 % 1¢98

cristais/lagarts de IV-4 & de 2,2 = 167 cristais/lagarta de V-4,

Comparando-se as médias de produglo através do teste
t-Student, wverifica-se que a produgio de IV-1 & significativamente
diferente da produglio de IV-3 e IV-4. A produgfo de IV-2 nHo
apresentou-se significativamente diferente de nenhum dos outro trés
isolados wvirais produzidos e, entre IV-3 e IVU~4, também nio

houveram diferengas significativas.
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Tabela VI. Produgio média de cristais virais (c/g de peso larwval)
em lagartas de O7/atraea sacchkaralis (32 instar) inoculadas com 4

diferentes isolados de VPNaAc.

IV inoculado IV produzido prodiigso L *
2 V-1 35,7 x 108 3
V-1 V-2 17,3 = 108 4, b
V-2 IV-3 9,1 x 108 b
V-3 V-4 2,2 x 108 b

¥letras diferentes indicam diferengas significativas (p{@,0%) de

acordo com o teste t-Student.

N30 foi possivel calcular a producio média de cristais
de IV-5, a qual seria obtida a partir do indculo de IV-4. Todas as
lagartas que morriam apds terem sido inoculadas com V-4
apresentavam o0s sintomas tfﬁicos de poliedrose. Quando amostras de
tecidos e hemolinfta dessas lagartas eram observadas ao microscdpio
dtico, as células nlo apresentavam poliedros em seu interior, mas

Ao mesmd  tempo  ndo  tinham  uma  aparéncia de célula normal,

encontrando~se miiitas veres destruidas.

Quando fazisa~se o procedimento normal de purificagio dos

virus a partir dessas lagartas, tanto os precipitados quanto os



sobrenadantes obtidos apds a centrifugaglo apresentavam Uma

gquant idade extremamente peqguena de cristais virais.

3.2 Anadlise comparativa das proteinas dos diferentes isolados de

VPNAC

fis proteinas dos cinco isolados de VPNAcC, E2, Iv-1,
Iy-2, V-3 & IV-4, foram submetidas & eletroforese em gel de
agradiente de 8 -~ 4i8% de acrilamida, conforme descrito em Material e

Metodos.

Na Figura 7 encontra-se a fotografia de uma das corridas
eletroforéticas realizadas, mostrando a mobilidade relativa dos
polipeptideos estruturais dos 5 isolados, tanto purificados apenas
por  centrifugacio diferencial cmmo‘palm tratamento adicional com

SRS e 2-mercaptoetanol.

Foram analisados varios géis como esse da Figura 7 e,
apds a4 colorag8o dos  mesmos, pode-~se detectar até 23 bandas
polipeptidicas diferentes, cujos pesos mnolecdlares aparentes
variaram de 14620¢ a 846700 daltons (Tabela VIIY). A& néddia dos pesos
moleculares foi obtida a partir dos pesos encontrados em trés géis

(s valores obtidos encontram-se no aAnexo 4).
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(a) (b)
P E2 Iv-1 Iv-2 Iv-3 Iv-4 E2 V-1 V-2 IVv-3 IV-4 2

Figurs 7. Padrioes eletroforédticos dos 9 isolados virais de VENAc
puriticados apenas por  centrifugacio diferencial (a) e pelo

tratamento adicional com 8DS e R-mercaptoetanol (b). 08 nudmeros ao

lado da foto retferem-se ao padrio de peso molecular (P).
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Figura 8. Representaglo esquemdtica

0o
FNA)

das

a— P‘1
ST P_2
Sraannanssvs p_3
L P"S
WA ASIAR AN P-6
sntrcommamene 7

v
I

i
v
'
a

P-15
A———— P_la
e - {7
svsmenaew P .- 18

e P23

bandas

polipeptidicas

encontradas para o5 5 isolados virais de VPNAc purificados apenas

por centrifugaglo diferencial.

(P) padrio de peso molecular.

e



Tabela VII. Pesos moleculares (PM) das 23 bandas polipeptidicas
encontradas para 0o 5 isolados virais de VPNAc obtidos a partir de

3 corridas eletroforédticas.
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polipeptiden PM (daltons?
Pq BATQQ & 5700
P o 82000 + 5300
p-3a 74709 & 5500
p-4C 79700 + 3800
P -t 63700 + 1200
p b 503090 + 1500
P 57700 % 2300
P 54300 + 3800
p-9C 52000 + R600
p-1i@a 49300 + 1500
p-4C A7200 + 1800
p-i0d A3000 + 1700
P13 41209 + 1300
P14 37300 + 2000
P15 31300 + 1200
P14 29500 + 900
pP-q7 25000 + 1000
P-18 23300 + 800
Po-q5 22200 +  B00
P20 20000 + 1300
P21 159000 + 1000
p-22 1680¢ + 1500
P2 146200 + 1800

& gncontradas somente em  IV-2, IV-3 e IV~-4 purificados apenas por
centrifugacio diferencial;

b encontrada somente enm V-3 e IV~-4 purificados apenas por
centrifugasio diferencial;

C encontradas somente em E2, IV-1 e IV-2 purificados apenas por
centr i fugagio diferencial e em todos os purificados com 503 =
2-mercaptoetanol;

d em IV-2, V-3 e IV-4 puriticados apenas por centrifugagio

diferencial apresentou um peso médio de 44000 d.
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Comparando-se os padroes de cada um dos isolados, que
podem  ser melhor vistos no esgquema da Figura 8, nota-se gque E2 e
IRVES ] apresentaram o mesmo padr8o eletroforético de 20 bandas
polipeptidicas com 03 mesmos pesos moleculares. Ja, os  outros 3

isolados, IV-2, IV-3 ¢ IV~4, apresentaram padries distintos.

0% isnlados IV-3 & IV~4 mostraram padries idénticos

entre si, mas diferentes de E2, IV-{ e IV-2. ‘Apenas estes &

isolados apresentaram a banda P-é.

0 isolado IV-2 apresentou um padrio onde apareceram
bandas gque 53 existiram em E2 & IV-1 & outras oue 59 existiram =m
V-3 e IV-4,. As bandas P-4, P-9 & P-{i ocorreram em E2, IV-{ g IVU-2

bandas P-3 ¢ P-1{@, em IV-2, IV-3 & IV-4.

i

a

]

&4 banda P-12 parece ser a mesma em todos os  isolados,
mas com sey peso molecular um pouco alterado em IV-2, IV-3 & IV-4.
Enquanto que nestes 3 isolados ela apresentod um  peso mnolecular
médio de 4400¢ d, nos outros foi de 4300¢ d. Além disso, ela sempre
parecey  estar em maior quantidade em IV-3 e, principalmente, e

IV~4.

= poliedrina, principal componente protéico dos
barulovirus do  subgrupo &, correspondente 3 banda P-1%, nZo
apresentoy diferenga na sua mobilidade para nenhum dos isolados,

sendo que seu peso molecular médio foi de 3143@0 daltons.

53



Pela andlise eletroforética, E2 e IV-1i apresentam o

mesmo  padrio de  bandas, o mesmo acantecendo com  IV-3 & IV-4,

enquanto que  IV-2 apresents um padr8o distinto de todos e

intermedisrio entre o de E2/IV~1 ¢ IV-3/IV-4.

Os 5 isolados de VPNAc purificados com o ftratamento
adicional de SPS e 2-mercaptostanol ndo apresentaram diferengas nos

padrioes de bandas observados nos géis de 8D8 e poliacrilamida.

3 padrioc obtido foi D mesmo gques o de E2 e V-4

puritficados apenas por centrifugagio diferencial (Figura 8).
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4. DISCUSSAD

a] infectividade da maioria dos UPNs @&, em  geral,
restrita @ membros do género ou da Familia do hospedegiro original

(GRANADDS & WILLIAMS, 1986).

Dentre os VUPNs, é¢ relatado que os do tipo miltiplo
(UPN-M)  tém uma maior amplitude de hospedeiros que oz do tipo
simples (VPN-5) (HARPER, 1976). 0 Virus de Poliedrose Nuclear de
Autographa californica & do tipo miltiplo e, dentre os baculovirus,
¢ descrito como o que infecta um maior numero de espécies: pelo

menos 37 distribuidas em 42 familias de Lepidoptera (GRONER, 1984).

Neste trabalhko, observou—-se que o VPNac Toi capaz de
infectar & desenvolver-se em Siaéraga sacchkaralis =, alem disso,
apresentar  um pronunciado aumento de virwléncia apds sua  passagen

sUCessiva nesta espéecie.

VAIL & JAY (4973) Fizeram estudos de citopatologia e
replicacio de VPNAc em seis diferentes hospedeiros alternativos e
concluiram que o desenvolvimento da infecgHo nos véarios tecidos nfo
modificow significativamente naquelas espécies, apresentando  um

processo semelhante ao que ocorre em sed hospedeivro original.

Segundo revisio feita por GRONER (19863, o VPNAc infecta

pelo menos trés espécies da Ffamilia Pyralidae, sendo uma delas



Diatraca grandiosella. Além desse fato, RIBEIRDO (498%) conseguiu
infectar 0. saccharalis com dois virus, o VPN de Frichoplusia ni e
o YPN de Anticarsia gemmatalis, obtendo também wum  aumento de
viruléncia para ambos apds passagem seriada naquela espécie. Face a

CHEES resultados, além de considerar gue VPNTn & um  virus

i

extremnamente semelhante ao  VPNAc (MILLLER & DAWES, 1978), gra

geperado que o VPNAo se desenvolvesse bem em &. saccharalis.

Excetuando-se RIBEIRD CL985%), dentre 05 valores

descritos na literatura para aumento de viruléncia de VUPNs apds

e

passagem  sucessiva em  hospedeiros alternativos, O maior & 0
encontrado por TOMPKINS & cols. (4981} que relatam um aumento de 10

vErzeEs na capacidade de VPNAc infectar larwvas de Te ad apos passa-lo

2 wveress por ssta espécie.

0 aumento obtido por RIBEIRO (4985) para VPNAg & VPNTn
apds 10 = 11 passagens por 8. saccharalis foi de 12¢ = 800 veres,
respect ivamente, wvaloress extremamesntes altos comparados aos outros
encontrados na literatura. Na continuaglo deste trabalho, RIBEIRD
(4989 conseguiu um aumento total de 1500 vezes para VPNAg apds 20

passagens deste virus nagquela mesma espécie.

Surpreendentemente, o VPNAC apresentou um aumento maior
ainda, cerca de 1000 veszes, apds somente 5  passagens do virus
naguela espécie, mostrando, portanto, uma velocidade muito maior de
adaptagdo ao novo hospedeiro. Além disso, a Dlgg do dltimo isolado

obtido (IV-4) foi 22 vezes menor do que a Dhsg para lagartas de O
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saccharalis de mesma idade apresentada pelo wvirus original da
gespecie, g Virus de Granulose de figbraca  saccharalis (GARCIA-

CANEDRD, 1929).

Neste trabalho como no de RIBEIRO (41983), considerou-se
como  aumento de virwléncia a reducio proporcional da Dlsa.  Apesar
de ambos  apresentarem  uma  grande alteracgio deste wvalor, a
verificada por aquela autora foi bem mais gradual do que a
constatada  neste caso. Aqui, apenas entre a 22 & a 3% passagem do

VPNAac em £. saccharalis houve uma redugio de quase 1390 veres na

Moz n
A explicagio para esse aumento de patogenicidade de
alguns baculovirus paras  noveos  hospedeiros  dada por alguns

pesquisadores € que, a partir de uma alta dose inicial do virus,
acorre uma selegio efetiva de genomas virais infectivos para  os
hospedeiros durante as passagens (8TAIRS e cols., 1981i; RIBEIRO,
198%), sendao talver esta a justificativa do aumento ser  lento e

gradual.

Ao contrario do que ocorred nNessSes Casos, ®’/qui o
primeiro indculo de VPNAc em &, saccharalis foi de E2, uma variante
genet icamente  homogénea  (SMITH & SUMMERS, 1978). Neste caso, 2
explicagio mais provdavel para essa brusca modificaglo da viruléncia
&  que tenham ocorrido mudangas a nivel de material genético de EZ
na 1 e/ou 22 passagem do virus em 0. saccharalis. Uma dessas

alteragoes estarisa relacionada ao aumentn da  patogenicidade e



velocidade de agBo do virus sobre as lagartas de 0. saccharalis. i

partir dai, Aagora com uma populagio heterogénea, o0s virions ocujo

DNA capacitasse-os a SErem mais infecciosos teriam sido
selec ionados durante a5 outras passagens €/ou  poderiam ter

cont inuado a sofrer alteraghies.

Isso & possivel pois j& foram descritos varios casos de
alteracgio do DNA viral apds passagem em hospedeiros alternativos ou
mesmo no hospedeiro original (VAIL e cols., 1982, CROIZIER e cols.,
1985), sendo gue em alguns delesg wverificou-se que havia uma
gsequéncia inserida no DNA do virus que provinha da célula
h&awed@ira (BURAND & SUMMERS, 1982; MILLER & MILLER, 1983;

CARSTENS, 41987 BEAMES & SUMMERS, 1988).

WOOD & cols. (1981) sugeriram gque 80 necessdrias apenas
sutis mudangas no genoma viral para que ocorra alteraglo da
virulénecia. Eles obtiveram isolados de UPNac com virwléncias
signiticativamente diferentes mas nXo observaram mudangas nos
padries  de restrigio do DNA viral. Este mesmo resultado foi obtido

por MARTIGNONTI & IWAI (1986) para VPN de Orgyia pseudolsugata.

A fTorma cubica dos cristais virais que surgiu durante as
passagens seriadas dificilmente deve ser a causa do aumento de 1099
veres da viruléncia, pois em IV-4 essa perfazia apenas cerca de 20%

do total de virus.



Essas formas cibicas provavelmente devem ser devidas a
mutagdes no  gene da poliedrina 3 semelhanga do  encontrado por
CARSTENS e cols. (1984). Estes autores comprovaram que a aparéncia
cibica  de um mutants de VPNAc obtido por BROWN e cols. (1989¢) que
produzia  apenas um dnico e enorme (15um de lado) corpo de inclusio
eRuly cédlula era devida a uma mutagio puntual  que causou A
substituigio de prolina por leucina no aminodacido 58 da poliedrina.
Esta dnica mutagio foi a responsavel pela aparéncia cibica do virus
e pela mobilidade alterada do polipeptideo em gel de 8D e

poliacrilamida.

Em relaglo ao aumento de virul@ncia acompanhado de
aumento de  tamanho dos cristais wvirais, obtivemos resultados
semnelhantes aos de TOMPKINS e cols. (198i). Seus isolados virais,
apds passarem 2 vezes por larvas de T. né, apresentaram poliedroz 9
veres maior em volume, além de 1,24 verzes mais virions por poliedro
e 1,3 vezes mais nucleocapsideons por virion. Esse maior ndmero de
virions g nucleocapsideos poderia explicar, em parte, o aumento de

10 vezes na viruléncia obtido para larvas daquels espécie.

Mo nosso caso, o aumento de volume dos cristais wvirais
#n cerca de 2 9 vezes pode, comdo no caso anterior, ter sido
acompanhado  por um aumento do mimero de virions & nucleocapsideos,
mas certamente ndo explica o aumento de 1000 veres da viruléncia do

VP NAc

i
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Da mesma maneira, neste trabalho € no de TOMPKINS e
cols., observou-se a redugio da produgdo de cristais virais pelos
respectivos  hospedeiros utilizados. Enguanto gque esses autores,
apds 2 passagens seriadas, observaram uma redugio de 2 vezes na
produgio de virus, nods obtivemos uma diminuigRo progressiva gque,
apds 4 passagens, foi 14 vezes menor £ na 92 passagem (IV-4 2 IV-5)

Correl uma guase auséncia de cristais virais.

Os dados sugerem que ocorred  algo semelhante aos
mutantes FP, que produzem poucos poliedros por célula como ja foi
descrito anter iorments, o, mais  provavelmentes, ao miutante
morfoldgico que nio produz corpo de inclusio, como o encontrado por
DUNCAN & FAULKNER (1982) & DUNCAN e cols. (19832). Esses autores
obtiveram um mutanté de VPNAc que produzia quantidades normais de
virions e que sintetizava poliedrina normalmente, mas gue nio
formava corpo de inclusBo. CARSTENS e cols. (1987) constataram que
2 incapacidade de formar o corpo de inclusio era devida a  uma
mutacio puntual no gene da poliedrina desse mutante gue CaMsSOL UMA
substituicio de fenilalanina por leucinag na posicio B4 da cadeia de

aminoacidos.

Outro fato conhecido que pode impedir a formaclo do
corpo de inclusio & a alteracio de proteinas do envelops viral ou a
sua  auséncia (WODD, 1980b). Estudos de microscopia eletrinica
demonstram que virus submetidos a muitas passagens seriadas  em
cultura de células de insetos mostram defeitos nos processos  de

agquisigio do snvelope viral e de inclusio (MILLER, 1984).
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Quanto as proteinas estruturais dos diferentes isolados
de  MVMPNAc, o ndmero de polipeptideos encontrados e seus respectivos
pesos moleculares foram semelhantes a dados ja descritos por outros
autores. Analisando as proteinas dos virions de difersntes isolados
de  VPNAc em gel de SDS e poliacrilamida, SUMMERS & SMITH (1978}
encontraram 2 polipeptidens cujos pesos mnoleculares variaram de
16000 a 150009 daltons, MARUNIAK e cols. (4979), 22 polipept ideos
Com pEesns entre  1460@¢ & 12500¢ daltons, VLAK (1979), 22
polipeptideos com pesos entre 11400 ¢ 93000 daltons e MASKDS &
MILTENBURGER (4981), 22 polipeptideons com pesos entre 12400 & 92500

daltons.

g dificil comparar diretamente esse tipo de resultado
com o de  outros tkabalhoa pois indmeros fatores podem provocar
diferengas na obten¢io dos dados. Dentre esses fatores estlo, por
exemplo, a ndo~-inativagio da protease alcalina, fazendo com que
aumente o numero de bandas encontradas, diferentes tempos de
corrida  eletroforética, diferentes tampfes e concentragies dos
geéis, erros de extrapolagio nos graficos de pesos moleculares em
Fungiio da mobilidade ¢ hospedeiro a partiv do gqual foi isolado o
VIS . Por isso, neste trabalho as comparagdes dos padries
gletroforéticos  Foram feitas no mesmo gel 2 com o mesmo tratamento
para  se evitar erros ja mencionados que ocorrem quando se comparam

geis diferentes.

A poliedrina apresentou um peso molecular médio de 31300

daltons, o qual estd de acordo com outros trabalhos em que  se

&1



utilizow eletroforese para a determinagio do peso molecular desta
proteina. Para a poliedrina de VPNAc, CIBULSKY e cols. (4977a) e
MASKOS & MILTENBURGER (4981) encontraram um peso molesoular de 2704060
daltons, SUMMERS & SMITH (4978), MARUNIAK e cols. (1979), SUMMERS e
cols. (198¢) e MARUNIAK & SUMMERS (1981), 3¢90 daltons e CAVALLARD

(1988), 32000 daltons.

Essa proteina n8o apresentou diferenga entre os 5
isnlados de UPNAg, apoiando a hipdtese de gqus & uma proteina
gspecifica do virus e que ¢ um produto génico estavel, o qual n8o
se modifica apds continuas passagens por um sistema bioldgico

alternativo (MARUNIAK e cols., 1979 MASKOS & MILTENBURGER, 1981).

Esse meamo resultado ndo ocorrew em relacgio ds  outras
proteinas dos mesmos isolados apds a variante genédtica ER de VPNAc
passar sucessivamente em O/afraga saccharalis. Além de ocorrerem
modificagdes 3 nivel protédico, estas foram gradusis, da mesma
maneira que foram as altera¢tes bioldgicas. Guando os virus foram
purificados eXaly centrifugacino diferencial, a eletroforese
identificow os mesmos 3 grupos de virus encontrados guanto &
diferenga na atividade bioldgica em relagBo a Siatrara saccharalis:

E2/7IV~1, IV-2 IV-3/IV~4.

5]

CIBULSKY e cols. (4977b), MARUNIAK e cols. (1979},

HOTCOHKIN (49281 e MASKOS & MILTENBURGER (19841) descreveram ocasns

semelhantes onde foram detectadas diferen¢gas no padrio

eletroforeético de proteinas dos wvirions guando o wvirus  foi



inoeculado em um ontro hospedeiro.

Sabe-se que diferencas na mobilidade eletroforética no
sistema deg S5 & poliacrilamida podem ocorrer ouando  apenas 1
aminoacido € modificado numa proteina (DE JONG e cols., 1978;
CARSTENS = cols., 1986). Isto ¢ o que pode ter ocorrido, por
exenplo, com o polipeptideo P-12, que apresentoun uma diferenga

media de 100 daltons esntre E2/IV-1 & V-2, IV-3/1V~4.

0 tratamento adicional com SDS & 2-mercaptoetanol na
purificacio dos virus ndo permitiv que as diferencas entre os 5
isolados de VPNAc Ffossem evidenciadas. A explicacgio para isso
permansce paras ser melhor sstudada e pode auxiliar na identificagido

dos polipeptideos alferados.

Se ocorrem alteragies na viruléncia de um virus para um
determinado  hospedeiro, € possivel gue estas estejan relacionadas
as proteinas do envelope wviral, pois este & importante na
sepecificidade do virus Jja que interage com a membrana da celula
intestinal do  inseto para dar infcio ao processo de infecglo

(KERDIE & VOLKMAN, 1985 MAZZONE, 1985).

Segundo VLAK (1979), a maioria das proteinas estruturais
dos baculovirus é sintetizada por eles praprios, mas algumas podem
ser derivadas da célula hospedeira como, por exemplo, as do
gnvelope wviral, que podem ser adguividas aguando o nucleocapsideo

sa i da célula carregando proteinas da sua membrana. Além disso, de

o
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acordo  com SMITH & SUMMERS (4978), diferencas polipeptidicas podem
ser  resultado de mecanismos regulatdrios da maturagio do virus, de
polipept ideos precursores incorporados as proteinas estruturais do

virus o de variagio genetica na populagio.

Alteragies & nivel de regulaclo dos varios passos da
infecgio wviral, inclusive de ag8o do wirus sobre o N do
hospedeiro, s3o também hipdteses possiveis para explicar alteraghes

de viruléncia.

Modificagres desse tipo ou de proteinas estruturais
coditicadas pelo virus certamente socontram-se codificadas no  DNA
viral. Entretanto, ressalta-se novamente que apenas sutis mudangas
na  sequéncia génica-do ViFgs 830 Necessdriag para que (580 ocorra

(WOOD e cols., 1981).

A passagem seriada de uma  variante genet icamente
homogénea de  UPNAC em Oiatrasa saccharalis provocou ums s&rie  de
alteragdes bioldgicas e estruturais neste virus, zem  sabernos
exatamente se qualquer uma delas estlo diretamente relacionadas
umas as outras. As evidéncias mais fortes sHo quanto aos 2 grupos
de wvirus, E2/IV-4, IV-2 e IV-3/1V-4, que foram identificados a
nivel de atividade bioldgica & de proteinas estruturais, ns quais
indicam uma possivel relag8o entre estas proteinas e a alteragio de

virulénoia.

64



0s resultados mostraram que, sob diversos aspectos,
alguns dos isnlados Foram considerados signiticat ivamente
diferentes de outros, o gque deve refletir-se também =a nivel
gengtico. Isso, aliado ao fato de que inicialmente partiu-se de um
indculo viral genet icamente homogéneo, indica que houveram
alteragies ou mutagdes no DNA viral durante as passagens do  VPNAco
em Oiatraca saccharalis. Essas alteragtes ou teriam provocado o
surgimento de uma variabilidade genética na populagio e foram sendo
selecionadas ou entfo foram sofrendo continuas modificagdes, as

quais, por sua vesz, traduziram-se em alteragioes fenotipicas.

O primegiro passo a3 s2r dodo para que essa hipdtese ssja
elucidada deve ser a andlise do pertil de restrigfo do DNA dos
varios isolados vifaiﬁ. Izso nos permitird verificar s ocorren
realmente alguma alteragido e se foi do tipo adi¢io e/ou deleglo de
nuclent ideos. Ocorrendo adigfo e/ou delegio, deve-se procurar saber

sua origem € sey efeito sobre a alteragio da viruléncia.

Devido an fato do VPNAC ter passado em &. saccharalis,
gsse  virus teve sua viruléncia aumentada para essa espécie. Dessa
forma, embora sem s conhecer os mecanismos de como isso ocorre,
este trabalho comprovou mais uma ver que a passagem seriada de  um
virus em hospedeiro alternativo € um bom método de manipulagio

gendtica & selegio de isolados virais.



9. RESUMOD

Foram realizadas c¢inco passagens seriadas do Virus de
Poliedrose Nuclear de sufographa californica (VPNac) no hospedeiro
alternative &ffabraga saccharalis, sendo que o indeulo inicial Foi
uma  wvariante gendtica deste virus (E2). GQuatro isolados wvirais
foram obtidos (IV~1, IV-2, IV-3 g IV~-4), além do VUPNAc original
(E2). Foram analisados dados de mortalidade, tempo de a¢ic  do
virus, estrutura morfoladgica do cristal viral, produgfo de virus

por inseto e proteinas estruturais do virus.

Bs principais resultados e conclusdes foram:

ar 0 WVPNAc foi capax de infectar, multiplicar—-se g
produzir cristais infectivos no hospedeiro alternativo LOiafraga

saccharalis.

Iy} A viruléncia do UPNAc para lagartas de &
saccharalis, med ida através da Di.gp, aumentou progressivamente em

cerca de 1009 veres.

¢}y Alguns cristais virais apresentaram forma cldbica ao
invés da poliddrica normal, sendo gque no 111t imo isolado obtido

(IV-4) estes perfizeram 20X do total de cristais.

dY Oz poliedros de IV-4 foram cerca de 2 veses maior &m

volume do que o0s poliedros do primeiro isolado inoculado (E2),

&6



&) Houve uma reduglo gradual da produgio de virus por
larvas infectadas. Esta diminuwicio da produgio foi de 146 vezes apos
a 4% passagem do virus por 0. saccharalis =, apde a 5%  passagen,

CCOFFEN umE quase adséncia de cristais virais.

) Da isolados de VPNAc apresentaram diferengas gquanto a
sens  polipeptideos estruturais guando analisados sm gel de 808 e

poliacrilamida.

g} Dentre o0 cinco isolados virais estudados, foram
identificados trés grupos, E2/IV-1, IV-2 e IV-3/IV-4, quanto &
atividade bioldgica e padries eletroforéticos de suas proteinas
estruturais, observﬁnduwse uma aumento de virwléncia  acompanhado
por  uma progressiva  alterag8o dos peptideos. 0 isolado IV-2
apresentoun  caracter (sticas  intermedidrias entre oz outros dois

griupos, E2/IV-4 ¢ IV-3/1V~4,

h) 0 tratamento adicional com SDS e Z-mercaptostanol na
pur i Ficagio dos  wvirus nio permitia gus se evidenciassem as

diferencas nos padries eletroforéticos dos cinco isolados virais.

i)y As alteragdes gque ocorreram com o VPNAC provavelmente
devem ter sido causadas por moditficagies do DNA viral provocadas
pela  passagem do virus, originalmente uma variante gensticamente

homogénea, em larvas do hospedeiro alternativo . sacchkaralis.
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J) A passagem seriada em hospedeiro alternativo &€ um
metodo que permite Facil manipulagio genética & selegio de isolados
virais @ um importante instrumento na compreensio do comples

sistema patdgeno-inseto.
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6. SUMMARY

The genetic variant E2 from the Autographa californica
Nuolear Polﬂh@drnsiﬁ Virus (AoNPY)Y was serially passed for Five
generations in its alternate host frfafraca saccharalis the
sugarcans  borer. From these passages four isolates were obtained
besides the original inocultum (IV-41, IV-2, IV-3, IV-4 and E27.
These isolates were compared to gach other considering larwval
mortality, mode and timing of action, morphology of the polyhedra,

polyhedral production and protein profile.

As  a result of this analysis the following results  and

conclusions were reached:

at The AcNPY-E2 was able to infect and produce infective

polyhedra in its alternate host fiafraga saccharalis.

by & drastic and progressive increases in the wvirulenos

ot the AcNPY jsolates, indicated by a thousand fold reduction of

the LDge values, was observed for 0. saccharalis larvae.

) The increasing presence of abnormal larager cubic
shaped polghedrs opposed to the regular polyhedrical shape reaching
20% of the total number of polyhedra in the forth generation of the

virus isolate (IV-4).
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d)Y A two Fold increase in the number of polyhedral
viplume was observed when comparing the original (E2 and the

gselected inoculum (IV-4),

2y A 1é& Fold rveduction in the number of poluyhedra
produced  per gram of infected larvae was observed when ocomparing
the original inocuium (E2) and the forth generation (i.e. wirus
produced by inooalum IV-2Y. The inoculation of IV-4 resulted in an

almost total absence of polyhedra in the infected larvae.

3 The AcNPY isolates presented diftferences in the
protein profile in the SDS polyacrilamide gel electrophoresis (SDE~

PAGE) .

9! Based on the protein profile and biological activity
the Ffive iapnlates can be separeted in the three groups, E2/1V-1,

IV~

28]

g IV-3/IV-4, indicating a growing virulence Tollowed by an
progressive alteration of peptides. The IV-2 isolate in bhoth

perspectives represents an intermediate group.

) The protein differences were not observed with thes

treatment of SDS and Z-mercaptoethanol in the purification

procedure.
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i} The original isolate E2, a genetically homogencous
genetic  wvariant, by being serially passed in the larvae of .
saccharalis probably suffered genetic modifications generating new

isolates with distinct biological and biochemical characteristics.

J? This works demonstrates the serial passage method in
an  alternate host ie a simple, ¥ast and efficient method for
directed genetic manipulation of baculovirus genome and a important
tool in understanding the coevolution of this insect-pathogen

comp le.
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8. ANEXOS

Anexo

i. Solugdes utilizadas para eletroforese e concentracgfo

constituintes dos géis de SDS e poliacrilamida.

dos

a. Tampio de amostra: Trig 2,124 M
gns 4%
Z-Mercaptostanol i@
Glicerol 20%
Aazul de bromofenol @,02%
b. Tampio da cuba de eletroforese:. Tris s mM
Glicina @,192 ™ pH 8,3
S505 &, L%
. Corante: Coomassie blue @,2%%
Metanol A5%
Acido acético  19%
d. Descorante: Metanol 30%
Acido acético 7%
e. Gel de empacotamento: Acrilamids 3,9%
Trig-HC1 @,125 M, pH 46,8
Shs &,1%
Persulfato de amdnio ©,@5%
TEMED &, Q5%
f. Gel de separagio: Acrilamida B-18%, aradiente continuo
Tris-HG1 @,375 M, pH 8,8
sShs ' &, 1%
Persulfato de aminio 9,04%
TEMED G, 4%
Glicerol O-12%, gradiente cont (nuo

?1



Anexo 2. Didmetro (micrdmetros) dos isolados virais E2 e IV-4,

IV~ 4
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Anexo 3. Produ¢gBo de cristais virais por grama de peso larval

Giatracsa saccharalis.

IV inoculado IV produzido producio
(92, IY-1 10,00 = 108
37,00 x 108
60,10 3 108
V-1 IY-2 1,92 x 108
6,20 x 108

108

"~

L4,60
44,30 x 108
T8 IY-3 3,14 3 108
4,00 w 108
11,20 x ie8
16,00 % 1e8

V-3 V-4 1,50 3 1B
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Anexo 4. Pesos moleculares (daltons) dos polipeptideos estruturais

dos 9 isolados de UPNAc.

palipetideon gel 1 gel 2 gl 3

P pgelalnle B5QGQ BR0e9
Pz 8geee BoOGO 7800
P23 21¢¢e TR2000 7100
P-4 75000 57000 8008
P taille A30¢Q A0
P& L2000 H0B0G G700
Pz v ly aeo%e 5500
P-8 G546000 G700 50009
P G308 S400¢ 4700
P-i@ bioee 49000 48000
P14 4900¢ 47 Q0 4550
P-12 449000 44009 41000
P-13 2500 4103 40000
P14 39500 3700 35500
Peqi IRGeE 3209¢ 30283
P-1id 30000 30000 28580
P17 250ee 2600¢ 24902
P18 23500 24000 22500
P19 22000 23¢%¢ 2150@
P20 iveee 21500 19500
P21 18000 20000 190ed
P22 15500 igGee 14500
P23 14589 i3eee 14000
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