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1. INTRODUCAD

Dentre os diversos grupos que povoam & biosfera, os insetos
constituem o grupo mais amplo, representando cerca de 734 das

gspécies animais conhecidas no mundo (WEISS & VAUGHN, 1986). Estudos

revelaram que estes artrdpodos sio infectados pov  uma grande
diversidade de wvirus. e aproximadamente 139¢ vivroses, 83% foram

isolados de insetos da ovdem lepiddpteva, 14% de himendptera e 3% de
ortdptera, coledptera e diptera (TWEETEN e cols, 1981i; WEISS & VAUGHN,
1986). Fsses virus de insetos atravéds de estudos bioquimicos e
biotisicos foram classificados em oito familias (PAYNE, 1982; GRANADOS
& WILLIAMS, 1986). Em contraste com as outras sete familias de virus
de insetos, os membros da familia Eaculoviridae, s8o0 os unicos
restritos aos hospedeiros invevtebrados (GRANADOS & WILLIAMS, 19863
lesse modo, os baculovirus membros desta familia, por sevem altamente
especificos para os invertebrados, s8o sem davida alguma os candidatos
mais interessantes como agentes potenciais no controle bioldgico
contra pragas de interesse econdmico (GRONER, 19864). Dentve os virus
de insetos, apenas os baculovirus sfo recomendados para aplicago no
campo (PAYNE, 1982; BETZ, 1986). Muito embova, ndo se utilize no
campo,o potencial dos baculovirus na produgio de epizootia natural;
tira—se proveito de sua alta patogenicidade e especiticidade (WEISS &
VAUGHN, 1986). Uma gama de hospedeiros limitada € uma consideragfo
muito importante na implementacgiio de vivrus como inseticida (JAQUES,
198%). Alguns baculovirus Jja tem sido empregados como inseticidas

bioldgicos ¢ sio registrados na Agéncia de FProteclo Ambiental (E.F.A.)



nos FEstados Unidos (BETZ, 19864). Muitos estudos tém mostrado =a
eficiéncia desses patdgenos no controle bioldgico de pragas de cultura
(HUBER, 1986). 0 primeiro baculovirus a ser produzido comevcialmente,
foi o Virus de Poliedrose Nuclear de Heliothis zea (VFNHz), em 1973.
E, apenas por volta de L979, as inddstrias comegaram a demonstrar
considerdavel interesse no registro de inseticidas virvais (FAYNE, 1982;

BETZ, 1986).

No FHrasil, em 1982, o lepartamento de Genética da Unicamp,
Campinas, 8850 PFaulo, em associacio com a BSec¢io de Entomologia da
Coovdenadoria Regional -~ Sul do IAA/FLANALSUCAR, Araras, S8o Faulo,
iniciou a producio de Virus de Granulose de D. saccharalis, visando a
sua produgio em larga escala, a fim de controlar a principal praga da
cana~de~agucar, D. saccharalis (FAVAN e cols, 1983; ALVES, 1986éb).
Mais recentemente, uma empresa brasileiva, a AGROGEN - 8SF, em convénio
com a Unicamp, vem produzindo em escala industvial dois baculovivus,
gerando assim a necessidade de estudos de biologia basica e de
gendtica desses vivus. & despeito do grande avango no desenvolvimento
tecnoldgico da produgio viral nesses dltimos anos, ainda se carece de
maiores conhecimentos para melhor efici&ncia na utilizacio de
baculovirus como inseticidas bioldgicos € na sua produc@io industrial.
A principal meta na produgfio viral é a obten¢do de grande guantidade
de wvirus biologicamente ativos & baixo custo, isto é, tornar o mais
eficiente possivel a replicagio viral, produzindo a mdxima atividade
bioldgica destes patdgenos. Fara alcangar tal objetivo, no entanto, é
necessario determinar ¢ otimizar os fatores que influem na inter-
relagio virus-hospedeiro, o088 quais afetam tanto a qualidade como =&

&



quantidade de virus a ser produzido (SHAFIRO, 19864).

A criacgio massal de insetos € imprescindivel para o éxito de
um  programa de desenvolvimento em grande escala da produgio wvival.
Fara  otimizar a producfo massal de insetos, que consequentemente gera
uma maior capacidade na producfo massal de virus, dever-se-iam  levar
em consideragio vdrios fatores, tais como: a nutrigio, idade do
inseto, propor¢fo sexual de machos e fémeas, densidade da populagéo,

luz (fotopeviodo), umidade & tempervatura (SHERMAN, 1985a, 19835b).

Hd diversos trabalhos relatando o vequisitos essenciais

para & criagio de varias espécies de insetos (SHAFIRO, 1986), e,
muitos deles demonstvram a impovténcia fundamental da temperatura, que
pode alterar tanto o desenvolvimento do inseto como o nivel de
producfo viral (SHERMAN, 198%a, 1985b). Para a producio de virus &
necessario mantey a temperatura NLmz faixa favoravel Ao
desenvolvimento do inseto hospedeivo, jd que a multiplicagfo do virus
é feita exclusivamente sobre o inseto vivo. A temperatura ¢ critica na
maximizacio da produgio viral e, assim é importante determinar a
temperatura otima onde ocovre @ maior produgBo vival no  inseto
hospedeiro, sem prejuizo deste (EVANS, 1986). Cada espécie de wvirus
tem sua tempevatura otima em um determinado hospedeivo, e esta deve
ser cuidadosamente regulada parva maximizar a  eficiéncia viral e

diminuiv os custos econdmicos (SHERMAN, 198%5a, 1983b).

Os estudos dos efeitos da temperatura também apresentam

vital importancia sobre a estabilidade vivral, no estabelecimento de
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condigdes adequadas de estocagem e de prazos de validade de
preparagfes industriais de baculovivus. 0 desenvolvimento comercial de
inseticidas virais necessita de formulacdes que sejam fisicamente e
bioldgicamente estdveis na estocagem e na distribuicBo (YOUNG IXI &
YEARIAN, 19847 . Embovra haja numerosos trabalhos sobre a estabilidade
térmica de wvirus animais, poucos estudos foram relatados com os
baculovirus (JAQUES, 1985), e, estes demonstram de modo geral que o
efeito da tempevratura depende do tipo de baculovirus envolvido. Os
baculovirus nfo sdo significativamente afetados pelas temperaturas
encontradas frequentemente nosnos habitats natuwrais, contudo, apesar

resisténcia desses vivrus a temperaturas ambientais pov um periodo
razoavel de tempo, a estabilidade tévmica passa a ter importancia
quando se trata de estocagem de produtos experimentais ouw comevrciais
durante peviodos de mais de um ano (YOUNG IIT & YEARIAN, 419846). Os
efeitos produzidos pela temperatura na estabilidade wviral requevem
analises mais completas visando aumentar a eficiéncia dos produtos
virais a sevem comercializados. Uma maior estabilidade das preparagles
virais a tempevatura, assegura uma maior utiliza¢®o dos mesmos durante

um periodo mais longo no controle bioldgico (FAYNE, 41982).

For outro lado, o outro fator de muita import@ncia na
producdo industrial wviral € o que se vefevre a viruléncia destes
patdgenos, isto &, a eficiéncia dos baculovirus pode ser otimizada
selecionando variantes ouw isolados mais virulentos. No entanto, para
uma melhor compreensio da vivuléncia € necessdario o conhecimento da
gama de hospedeivos destes wvirus. 0s baculovivus, em geral, sio

espécie~especificos em vrelagio aos hospedeiros. Embora haja espécies
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de baculovirus que s3o capazes de infectar e replicar em numerosas
espécies de hospedeivos (GRANADOS & WILLIAMS, 1i984). Devido entio a
E58H8 alta especificidade, frequentemente, os baculovirus SA0
produzidos apenas em seuw respectivo hospedeivo homdlogo (SHAPIRO,

i986). Contudo, para fins praticos , um vivus altamente especifico que

B multiplica apenas no hospedeivo homologo apresenta grande
desvantagem, uma ver que este s0 s propaga no sew hospedeivo original
& nao controla outros insetos hospedeivos, presentes em L&

determinada cultura (GRONER, 419842, Estudos vevelaram qLie a
infectividade dos baculovirus para seus hospedeiros orviginais difere
consideravelmente daquela apresentada pelos hospedeivos alternativos,
pois estes dltimos s8Ho muito menos susceptiveis a  infecgdo viral
(EVANS, 1986). Assim, diversos trabalhos foram realizados no sentido
de selecionar isolados ou variantes mais vivulentos de baculovivus em
gistemas bioldgicos alternativos, aproveitando a grande variabilidade
encontrado na populagio vival (GRONER, 1986). Todavia, tais sele¢des
resultaram em isolados mais vivulentos para o hospedeivo alternativo e
menos  virulentos para o hospedeivo orviginal (SHaPFIRD, 1984; GRONER,
i986). For conseguinte, procurou-se obter um virus polivalente que &
capaz de ser um patdgeno eficiente para varias espécies de pragas
(GRONER, 198&). Foram utilizados os mais modernos conhecimentos da
engenharia genética visando obter tal wvirus polivalente (MILLER,
1986), mas este empreendimento nio teve €xito. Contudo, tal ensejo foi
conseguido em nosso laboratdrio, com maior facilidade e de forma menos
onerosa, através da genética cldssica (MATTA e cols, 1983; RIBEIRD &
FAVAN, 1984; RIBEIRO, 198%5; RIBEIRO & FAVAN, i983%a ; RIBEIRD e cols,

i9846; FAVAN e cols, i988; FAVAN & RIBEIROD, i988). Em tvrabalhos
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anteriores, quando se efetuaram wvarias passagens seriadas do Vivus de
Foliedvrose Nuclear de Anticarsia gemmatalis (VFNAg), em larvas de J.
saccharalis, vevificou—se um aumento substancial na viruwléncia deste
baculovirus pavra aquele hospedeiro alternativo. 0 aumento obtido foi
extremamente alto quando comparado aos demais encontrados na
literatura. E, o mais importante € que o isolado selecionado do VFNAg
manteve a mesma viruléncia para seu hospedeiro orviginal, passando a
ser um patogeno eficiente para as duas espécies de pragas. A
caracterizacio deste isolado pevmitivd uma andlise dos mecanismos
moleculares, detevminantes da wviruléncia e especificidade (FAVAN,

1988).

Um outro aspecto que deve ser considevado ainda, s8o0 os
possiveis efeitos da inoculaglo prévia de virus como indutor dos
mecanismos de defesa dos insetos (BRIESE & FPOIGWAITE, 1i98B35). Apesar da
escassa  literatura no que se refere a este tema, tais estudos
contribuem fornecendo informagbes bdsicas sobre 0% Processos
envolvidos na intev-relag8o virus—~hospedeivro, 0% quais 80 necessarios
para o desenvolvimento efetivo de procedimentos mais adequados na
utilizag8o dos baculovirus. Em vista do vasto intevesse de um grande
numey o de pesquisadores para a gqguestfo do desenvolvimento da
resisténcia dos insetos aos inseticidas quimicos, € curioso a pouca
atengfo dirigida =zo problema da estimulacio do sistema de defesa do
inseto hospedeivo & inoculacHo prévia de um virus. Certamente, os
insetos, ao longo do tempo desenvolveram um eficiente sistema de
defesa no combate =ao ataague vival. Ha indicagdes de que estes

artrdopodos possuem mecanismos comuns de defesa contra uma variedade de
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virus diferentes. 0 conhecimento desses mecanismos & de como 0% vivus
comprometem as bavreiras de defesa dos insetos, possibilitard torna-
los mais potentes como patdgenos (KIRSCHEAUM, 1983). Fortanto, é
evidente a importancia das informacdes que possam ser obtidas a
respeito do processo da inoculag®o prévia de um virus inativo como

estimulo da defesa do inseto & uma infec¢Ho secunddria viral.

Assim, no presente trabalho, um dos aspectos analisados foi
os efeitos da inoculagio prévia de virus inativado como indutor dos
mecanismos de defesa dos insetos. Outrossim, verificaram-se os efeitos
da temperatura no desenvolvimento da infec¢@o viral, bem como o seu
efeito na estabilidade térmica de cinco baculovirus. Frocurou-se ainda
neste trabalho, prosseguir no processo de sele¢fo genética do Virus de
Foliedrose Nuclear de Anaticarsia gemmatalis (VPNag) e do Virus de
Foliedrose Nuclear de Trichkoplusia nai (VUFNTn), ja que o0s mesmos
tiveram um aumento de viruléncia de algumas centenas de vezes & partir
da gevagio parental para o hospedeiro alternativo, Diatraea
saccharalis, principal praga da cana-de-agdcar, e, demonstyaram Assim
seu potencial e, em conseqéncia , & importidncia de prosseguiv no seu

estudo.



2. REVISED BIDLIOGRAFICA

2.1 BACULOVIRUS

Os baculovirus s80 virus de insetos que apresentam grvande
importfncia devido a seu potencial como inseticida bioldgico & como
vetor para intrvoduclo ¢ expressiio de genes exdgenos. Estes virus sio
fervamentas importantes na engenharia gendtica em estudos de

regulagfo de expressio de genes em células eucarioticas (COCHRAN e

cols, 19846).

#

Os baculovirus (nome genérico dervivado do latim "baculum”
bastonete) sio pavticulas em forma de bastonete de aproximadaments 40
X 400 nandmetros (nm), que contém uma molécula de DNA cirvcular em
fita dupla covalentemente ligado, em forma de super~hélice, cujo peso
molecular varia de 60 a 11Q milhdes de daltons, representando de 90 a
175 mil paves de bases (kbp) (KELLY, 1977; HARRAF e cols, 1977; BUD &
KELLY, 1977; KNUDSON & TINSLEY, 41978; SHITH & SUMMERS, 1978; MATTHEWS,
i98%; RBILIMORIA, 1986). Envolvendo o INA, existem proteinas compostas
de subunidades denominadas de capsOmeros, as quais formam uma  capa
chamada capsideo. 0 conjunto capsideo mais acido nucléico é conhecido
pov  nucleocapsideo. 0 nucleocapsideo € envolvido pov um envelope ou
membrana, que & comumente originada a partiv do wmaterial celular
especitico do hospedeivo. Esse conjunto composto de envelope mais

nucleocapsideo € denominado de vivion (BILIMORIA, 1986).
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A Tamilia Paculoviridas que consiste de apenas um  género
Baculovirus pode ser dividida, de acordo com suas propriedades
movfoldgicas em 3 subgénevros: tanto o subgénero A&, Vivus de Foliedrose
Nuclear (VFN) como o subgénero B, Vivus de OGranuwlose (VG se
caractevizam por apresentarvem seus virions inclusos em um cristal

protéico ou corpo de inclusio, ao passo que o subgénevo € ow wvirus

ndo~inclusos (NOV -~ do inglés non-occluded virus), apresentam  Suas
particulas infectivas ndo confinadas em um corpo de inclusfo

(BILIMORIA, 1986).

O0s wvirus inclusos (VN e VG) sio muito resistentes Aas
condi¢Bes adversas do meio ambiente, e portanto, mais promissores para
serem ubtilizados no controle biolééico de pragas de cultura. 0Os
cristais protédicos que o8  envolvem também os protegem da  agio
indesejavel de RNases, DINases, proteases e outras enzimas, durante o
Processo de infec¢Blo no cicleo das rvelagbes patdgeno-hospedeivo
(JAQUES, 498%). 0Os virus inclusos, ao contrvavio dos baculovivrus nio-
oclusos, podem ser facilmente identitficados e diagnosticados nos
insetos, apresentando assim maior dmportlncia do ponto de vista

pratico (FEDERICI, 1986).

Ile modo geval, os baculovirus, atacam preferencialmente o0s

estdgions larvais dos insetos, que sfo mais susceptiveis & infecgio

viral. A contaminaglio se di& por meio da  ingestio de alimento
contaminado com cristais wvirvais. Apds a ingestRo, o0s cristails

protédicos em condigles de alta alcalinidade (pH ¥ 9) do tubo
digestivo, 380 dissolvidos libevando os virions (CRANADOS & WILLIAMS,

g



1986) . Os wvirions em contato com as micvrovilosidades intestinais

libevam o0s nucleocapsideos no intevior das c¢élulas epiteliais do

intestino. Nessas células, eles se multiplicam sem a  producio de
cristais €& a essa infecgfo limitada d&a - se o nome de infecclo
primarvia. A intfec¢lo secundaria, nos outros tecidos, se caracteviza

pela grande produgfo dos nucleocapsideos e a formagfo dos cristais que
leva a célula a se vomper & liberar os virus que ir3o infectar outros

insetos (MAZZONE, 1985).

A dispersio da infecelo vival de lagarta para lagarta ocovve
pela ingestfo de alimento contaminado e essa  contaminagio se da
principalmente pelo exudato de larvas mortas ou infectadas com o
patdgeno. A distribuicio dos wvivus pode ocovver pelas fexes de
passaros ou outro predador de lagartas ou ainda pela via ovopositor de

parasitas como os microhimendpteros do génevo Apanfeles (GRANADDS &

WILLIAMS, 198467 . A transmiss8o do virus de gevaglo para gevaclo do
inseto pode se dar tanto pela contaminagfo intevna dos ovos
(transovariana), Processo que ¢ pouco Ffrequente, come pela

contaminaglo da superficie dos ovos pela fémea (transovumddo proprio
inssto(HOSTETTER & BELL, 198%). 0 contdgio também pode ser feito
através de particulas virais presentes no solo que s8o levadas para as
folhas das plantas por meio dos respingos das chuvas, passaros e

outvos animais (JAQUES, 198%5).
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2.1.1 VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR (VPN)

Os Virus de Foliedrose Nuclear (VFN), que compreendem o
subgénevo A da familia Baculoviridae, se caractervizam por exibirem uma
safrutura  protéica  parvacristalina chamada poliedro. Estes cristais
protéicos medem cerca de 0,5 a 15 micvdmetros de didmetro e podem ser
visualizados em microscoépio dptico nos tecidos ou na hemolinfa dos
insctos infectados. 0s poliedros sfo altamente refrdteis e brilhantes
sob a luz do microscdpio de contraste de fase. Estudos biogquimicos
mostraram gque o maior componente protéico destes cristails £ A
poliedrina, um polipeptideo fosforilado com o peso molecular variando
de Pé6 a 30 kdaltons (RILIMORIA, 1986). 0s poliedvos tém a Fungio de
proteger eates patogenos das condigBes ambientais adversas e
consequentemente sua infectividade pode ser preservada durante muitos

anos (STEINHAUS, 196@; JAQUES, 1983).

Estudos ao microscodpio eletvdnico revelaram que E8SES
baculovivrus se multiplicam exclusivamente no nucleo das célula
infectada e tem como principais locais de replicagfio, a epiderme, as
células sanguineas, o0 corpo gorduroso, a traquéia e ocasionalmente as
gléndulas salivares (SMITH, 1976; GRANADOS & WILLIAMS, i986). Alguns
VPN que atacam himendpteros da familia Teathredinidas infectam
principalmente as células epiteliais do mesentério do tubo digestivo,
mas, em geral, estes baculovirus s@&o poliorganotvrdficos (GRANADDOS &

WILLIAMS, 1986).
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e modo geval, os sintomas produzidos pov estes patdaenos
nas larvas s80: pouca mobilidade, pevda de apetite e exibem uma
descoloragio na porgio ventral do corpo que se prolonga em seguida por
todo o organismo. Fosteriormente, devido a desintegracio dos tecidos
internos, as larvas tornam-se escuras. No inicio da infec¢lo, as
larvas sobem para o topo das plantas, e, depois se penduram nas folhas
ou galhos, onde eventualmente liberam um liquido rico em poliedvos que

vali contaminar a planta (SMITH, 1i974; BILIMORIA, 1984&).

Em relagdo ao numero de vivions, os VFNs podem se apresentar
sob  duas formas: 1) com mdaltiplos vivions por envelope ou  membyrana
(Multiple Enveloped Virus ~ HMEV) e &) com =apenas um virion por
membrana (Single Enveloped Vivrus -~ SEV) incluso no poliedro.
Constatou-se que o VFN do tipo MEV, além de ser mais virulento para
seus  hospedeiros, possul uma maior gama de hospedeivros do que o tipo
SEV (GRONER, 1986); n#&o obstante o HMEV ser encontvado apenas
infectando a ordem Lepidoptera (ROHRMANN, 41984). Estudos recentes, tem
demonstrado que alguns desses virus s8o capazes de infectar e replicar
em numerosas espécies de hospedeiros (GRONER, 19864). Mas, de modo
geral esses baculovirus nio infectam outvos invertebrados além dos
insetos (GRANADOS & WILLIAMS, 1986). Desse modo, o ¥fato de que os VPN
sejam especificos para os insetos oferece sem ddvida alguma uma
vantagem incontestavel na aplica¢iio destes na luta bioldgica contra
pragas de cultura de importancia econdmica (MALEKI-MILANI, 41978,

GRONER, 1986).

ig



2.1.1.1 VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR DE Anticarsia gemmatalis

(UPNAg)

0 Virus de FPoliedrose Nuclear de aAaticarsia gemmatalis
(VFPNAg) foi detectado em 194682, pov STEINHAUS ¢ MARSH, gm  larvas
infectadas de Anticarsia gemmatalis (lepiddptero que ataca as

leguminosas), coletadas em plantagfies de alfafa no Feru.

No Brasil, em 1972, transcorvidos dez anos da descoberta
daquele wvirus, foi isolado e descrito um VFPNAg em lagartas mortas
coletadas em culturas de soja na regifio de Campinas (ALLEN & KKNELL,
1977, seguindo-se de constatagles posteviores da presenca deste virus
em outras regides do pais (CARNER & TURNIFPSEED, 1977; CORSO e cols,

1977; GATTI e cols, 1977).

Andlises demonstraram que o VUPNAg apresenta vavios vivions
povy  membrana  (MEV) inclusos no cristal ou poliedro (ALLEN & KNELL,
1977). Quanto a especificidade o VFPNAg foi testado em oito espécies de
Noctuidae, duas espécies de Pyralidae ¢ uma espécie de Bombycidae &
constatou~se que todos esses lepiddpteros eram susceptivels a esse

virus (FAVAN e cols, 1981: FAVAN & ROUCIAS, 1i981; GRONER, 1986).

Em 4981, PAVAN ¢ colaboradores, mostvraram gque o VPRNAg &
infeccioso, quando aplicado em doses elevadas para lagartas de
Diatraea saccharalis e D. grandiosella. Em trabalhos posteviorves,

realizou~-se dez passagens seviadas com o VFNAg em  larvvas de D.
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saccharalis (MATTA e cols, 41983; RIBEIRO & FAVAN, 1984; RIBEIRO,
19285; RIBEIRD & FAVAN, 198%5a; RIBEIRO e cols, 1984; FAVAN e cols,
1988, FAVAN & RIBEIRO, 1988). Obsevrvou-se duvante as dex passagens
seriadas uma rvedugdo gradual dos valores de lLgp (dose letal S0X%).
Quando comparado com a geragHo parental, o isolado Fy¢ do VFNAg
apresentou-se  com uma dose letal 50X (Dlsg) 10¢ vezes menor do que o
UFNAg  FPavental (VFNAgF), representando um aumento na viruléncia do
isolado Fqg de 100 vezmes para as larvas de PD. saccharalis. Um fato de
maior dimportd@ncia € que esse isolado Fyp manteve a mesma viruléncia
para seu hospedeivro oviginal, Anticarsia gemmatalis, passando a ser um
patdgeno eficiente para as duas espécies de pragas ou um bioinseticida
bivalente (MATTA e cols, 1983; RIBEIRD, 1985; RIBEIRD & FAVAN, 1983a;
RIBEIRD e cols, 1986; FAVAN & RIBEIRO, i988). 0 isolado Fqp do VFNAg
foi uwtilizado em todos os experimentos realizados neste estudo, bem

COmo Prosseguiun-se no processo de selegio gendtica do mesmo.
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2.14.1.2 VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR DE 7Trichoplusia ni (VUFNTn)

0 Virus de Foliedrose Nuclear de Trichkoplusia ni (VFNTn) foi
descrito em 1966, por HEIMPEL & ADAOMS. Este vivus foi oviginalmente
obtido de larvas infectadas de Trickoplusia ni, coletadas em

plantacdes de algodio em Maryland, nos Estados Unidos.

Estudos demonstraram que este baculovirus apresenta varios
vivions por membrana (MEV), inclusos no cristal ou poliedro (HEIMFEL &
ADAMS, 1966). No que concerne a especificidade o VFNTn foi testado em
quatro espécies de Noctuidae, e constatou-se que esses lepiddpteros
foram susceptiveis a esse virus. Em 1984, RIEBEIRO e PAVAN, verificaram
que o VFNTn € infeccioso, quando aplicado em doses elevadas, para as
larvas de B. sacchkaralis. Em trabalhos posteriores, realizaram-se onze
passagens seviadas com o VFPNTn em larvas de D. saccharalis. Observou-
se uma redugio gradual dos valorves de Dlgg (dose letal 50%) durante as
onze passagens seviadas deste vivus em P, saccharalis. Quando
comparado com a gevagfo parental, o isolado Fpj do VPNTn, mostrou uma
dose letal G0% (llsg), 800 vezes menor do que a do VPNTn  Farental
(UFNTRF), representando um aumento na sua viruléncia de oitocentas
verzes para as larvas de D, saccharalis (RIBEIRO & FAVAN, 198353a;
RIBEIRO & cols, 19864). Neste trabalho, portanto, além de prosseguirmos
com & selecfo deste virus, empregou-se o isolado Fyp do VFNTn em todos

os demais expervimentos realizados.



2.1.2 VIRUS DE GRANULOSE (VG)

Os Virus de GBranulose (VUG) constituem o subgénero E, da
familia Baculoviridae ¢ e caractevizam por aprvesentarem wim,
ocasionalmente dois, e, raramente até nove virions no interior do
cristal protédico (RILIMORIA, 1986). Os covpos de inclusfo dos VG, sfo
referidos como arvdnulos ou cdpsulas, devido a sua forma cilindrica
(BERGOL.D, 1948; GRANADDOS & WILLIAMS, 1986). Estas cdpsulas sio
pequenas, com comprimento que varia de 9,2 a 0,5 micrOmetvos, e, podem
‘ser  observadas em amostras de tecidos infectados, em microscopio de
contraste de fase, onde aparecem como particulas escuras e dotadas de
intenso movimento (movimento Brownianol . Estudos hioquimicos
demonstraram que o maiovr componente protéico da capsula € a granulina,

um polipeptideo de P5% a 30 kdaltons (BILIMORIA, 1984).

A multiplicagfo destes baculovirus ocorre no nudcleo ou
citoplasma das células. De um modo geval, o principal orgfo atacado é
0 corpo govduroso. Forém, em algumas espécies de lepiddptevos, outros
tecidos em adigdo ao corpo govduroso podem ser infectados (SMITH,
1976; CONSIGLI & cols, 1983; FAVAN ¢ cols, 1983). 0s VBGs exibem

limitado tvopismo de tecido (GRANADOS & WILLIAMS, 19864).

Os sintomas produzidos por estes patdgenos sHo
inespecificos, wvariando de inseto para inseto. Mas em geyral, ocorre
falta de apetite, perda de coloragBo e alongamento do ciclo larval.

Aparecem manchas esbranquicadas ou amarelo-leitosas e, em  cevtos
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CABOS, pode ocorrer a liquefacfo dos tecidos até a desintegragBo do
tegumento do  inseto, mas normalmente isto nfo ocorve (SMITH, 1976,

BILIMORIA, 1984).

Um grande numero de espécies de lepiddpteros sio infectados
pelo VG, € parece que esses virus sio eépecificos a essa  ordem de
inseto (DAVID, 1975; SHMITH, 1976; CONSIGLI e cols, 1983; GRARANDS &
WILLLIAMS, 1986; GRONER, 1986). Foram isolados cevca de 109 ViGs
infectando diversas espécies na ordem Lepidopterva. Estes virus sio
altamente seletivos e parecem ser infecciosos APENASE PATA 08

hospedeivos de uma mesma FTamilia (GRONER, 41986).



2.1.2.4 VIRUS DE GRANULOSE DE piatraea saccharalis (VGDs)

0 Virus de Granulose de Diatrasa saccharalis (VGDs) foi
isolado de lagartas infectadas do lepiddptero, P. saccharalis, uma das
pragas mais importantes da cana-de-agucar (ROL.. TEC . TAA/FLANALSUCAR,
i981), coletadas no Sul dos Estados Unidos. Exames de laboratorio
demonstraram gque esses virus, testados em uma sévie de gspécies de
lepiddpteros mostraram-se especificos para aquele génevo. 0 Virus de
Granulose de PD. saccharalis (VGls) é dotado de uma capsula que mede
cerca de @,5 micrémetro de comprimento. Estudos ao microscopio
eletvronico vevelaram que este virus se replica no ndcleo & no
citoplasma da célula do hospedeivo € que o principal local atacado & o
corpo gorduroso, apesar de que o VGBDs poder ser  encontrado  em
praticamente todos os outros tecidos da broca de cana, £. saccharalis.
Os sintomas externos da broca de cana infectada com o VGDs sA0
similares a esses descritos para outras lagartas de lepiddpteros. Esse
baculovirus infecta todos os estddios larvais de P. saccharalis & a
mortalidade desses insetos ¢ proporvcional 3 dose(FAVAN, 1983; FaAVaN e
cols, {1983). O VUGDs € muito virulento para a B, saccharalis e
representa  importante agente micvobioldgico contva a broca de cana
como constatado nos testes de laboratdrio (FAVAN e cols, 1983) e de

campo (ALMEIDA e cols, 1984).
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2.2 ESTABILIDADE TERMICA DE BACULOVIRUS

05 baculovivus, como os outros virus, sfo  inativados em
temperaturas elevadas (YOUNG III & YEARIAN, 1984). Os expevimentos de
estabilidade térmica encontrados na literatura demonstyvam uma certa
homogeneidade para os baculovirus inclusos. Essa homogeneidade para os
baculovirus reflete a similaridade na constituwiclo destes virus

(RIBEIROD & FAVAN, 19835b).

Ile modo geral, observa-se que em temperaturas superioves a
802C, os baculovirus sHo totalmente inativados em menos de quinze
minutos de exposicio (BERGOLL, 41958; JAQUES, 1977; 1985, MARTIGNONI &
IWaIl, 1977; BEDFORD, 1981i). 0 Vivrus de Folisdrose Nuclear de Heliothis
virescens (VFNHv), € um dos baculovirus testados mais estdveis, visto
que mantém alguma infectividade apds 55 minutos de exposi¢io a 93,3%C

(STUERMER & BULLOCK, 1i968).

Iiversos estudos demonstraram que a maioria dos baculovirus
s80 completamente inativados em menos de 1 hora a temperaturas
superiores a 652C, enquanto que a 60°C chegam a resistiv pov 24 horas
até sua inativacio completa (TANADA, 1993; 1999, GUDAUSKAS &
CONNERDAY, 1968; LOWE & FASCHKE, 1968; FAWAR & RAMAKRISHNAM, 1971;
LATHIKA & JACOR, 1974; MARTIGNONI & IWAI, 1977; HARFAZ & RACCAH, 1978,
JAQUES,  1988). Por exemplo, o Virus de Granulose de Figris Srassicae
(VGFb) ¢ inativado quando exposto a 7Q2C por 1@ minutos, ao passo que

aquando tratado a &08C pov um dia (4 horas) nfo € inativado totalmente
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(DAVID & GARDINER, 1967). MARTIGNONI e IWAI (i977), distinguivam dois
tipos de Vivrus de Foliedrose Nuclear de Orgyia pseudofsugata atraves
das diferencas de termoestabilidade nessa faixa de temperatura (602 a
&52C) . Esses autores verificaram que o tipo SEV é menos estavel do que
o tipo HMEV, sendo inativado a 652C por 30 minutos e a 6@8C por 4
horas; enquanto que o tipo MEV rvequereu 1 hova de exposicio a 6580 e
i4 horas de exposi¢cio para ser totalmente inativado a 602C.

Alguns virus s8o capazes de vesistir por até 5 dias, sem
perder totalmente sua infectividade em temperaturas de S02C  (TANADA,
19535 DAVID & GARDINER, 1967; GUDAUSKAS & CONNERIDAY, 1968; TANADA &

CHANG, 1968; JAQUES, 419835, YOURNG III & YEARIARN, 1986).

Certos baculovirus s8o capazes de suportar tempervaturas de
409C, mantendo a infectividade por periodos bem longos, que vEo de % a
£2¢ dias de exposicio (DAVID & GARDINER, 1967; STUERMER & BULLOCK,
1i968; MORRIS, 1971; JAQUES, 1985; YOUNG & YEARIAN, 19864). lesse modo,

os baculovirus nRo pavecem sev significativamente afetados pelas

temperaturas encontradas frequentemente nos habitats naturais
(JAQUES, 1977 . Contudo, apesar da resisténcia dos virus a
temperaturas ambientais povy  um  peviodo rvazoavel de tempo, a

estabilidade tévrmica passa a ter importincia mesmo em tempervaturas
mais amenas quando se trata de estocagem de produtos expevimentais ou

comerciais durante periodos de mais de um ano.

Em 1976, KINSINGER e McGAUGHEY, wverificavam gque o Vivus de

Granulose de FPlodia Interpuncéella (VGFiL) quando estocado &m uma
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temperatura constante de 422C por 42 semanas, foi inativado em cerca
de $0%. Jd o Virus de Foliedrose Nuclear de Cadra cautella (VFNCo)
estocado a essa mesma tempevatura, por um periodo de apenas 28 dias,
foi  inativado em cervca de 8% (HUNTER e cols, 1973). Mas esse mesmo
virus foi parcialmente inativado quando exposto a 4229C por 14 dias,

indicando que € capaz d& suporitar esta temperatuwra elevada.

Segundo revisio feita pov  JAQUES (19835 o Virvus de
Foliedrose Nuclear de Cadra cautella (VPNCe), formulado em favelo, foi
bem mais estdavel do que o Virus de Foliedrose Nuclear de Heliothis

formulado em pd, quando estocados na temperatuwra de 4590

A atividade do Virus de Granulose de Flodia Iaterpunctella

nfo foi reduzida substancialmente quando estocado durante 1 ano na

faixa de temperatura de ~ 1920 a 488C (KINSINGER & HMcGAUGHEY, 1976).

Fstda bem estabelecido que os Vivus de Foliedrose Nuclear
(UFN) e os Virus de Granulose (VG) retém atividade por longos periodos
quando estocados com seus cristais protéicos em suspensio aquosa  ou
como po seco, no escuro (JAQUES, 1985). For exemplo, DAVID e GARDINER
(1967), estocaram grinulos de Virus de Granulose de Fieris brassicae
(VGFPB)Y em pd seco, por 4 anos, no escuro € ém temperatura ambiente,
sem pevda de atividade. Enquanto os baculovivus com seus poliedvos
retém atividade por longos peviodos, os virions livres, liberados dos
corpos de inclusBo mantém infectividade por peviodos curtos, poucas
horas ou dias em alguns casos (IGNOFFO & McINTOSH, 1988). SHAFIRO e

IGHOFFO (1969, mostraram que a atividade dos virions do Vivus de
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Foliedrose HNuclear de Heliobthis, libevados dos poliedros perdevam
ceveca de 50X de sua atividade quando estocados a 492C, em menos de

cinco dias de exposigdo.

A estabilidade tévrmica dos baculovivus inclusos (VPN & VG)
parece depender da resisténcia do corpo de inclusBo ou coristal
protéico & desnaturagdo (JAQUES, 1977; 4985). 0 cristal protéico tem a
funcio de proteger os virus das condi¢@es adversas do meio ambiente
(JAQUES, 1985), devido & suas propriedades peculiares, tais como a de
resistir a decomposicBo proteolitica de microovganismos comumente
encontrados no solo, bem como a de protegey estes patdgenos de agio
indesejavel de protecases ¢ outras enzimas, durante 0o processo de
infecglo em um dado hospedeivo (STAIRS, 1968; SMITH, 1976,  JAQUES,
1989y . Esses cristais ouw corpos de inclusBo consistem apenas de
proteina, as quais se encontram em continuo movimento, mesmo no estado
cristalino em temperaturas de @2C. 0s atomos constituintes dessas
proteinas, 80 dotados de wvibragio, rvotagio e mesmo RPEQUENAS
translacles da ordem de 0,2 a 0,9 A e em temperaturas muito elevadas
(4582 a  B852C) as proteinas perdem grande parte de sua ordem e sHo
“"desnaturadas”. A resisténcia da proteina a desnaturagfo vai depender

da  sua natureza, isto €, da sua composigdo de aminodcidos (KLIBANOV &

AHERN, 1987) . Contudo, segundo esses mesmos autores, quase todas as
proteinas conhecidas 8o inativadas ou desnaturadas a 10020, [ease
modo, a provavel causa da pervda de viabilidade dos wvirus em

temperaturas muito altas parece ser a desnaturagfo de suas proteinas

do corpo de inclusfo (JAQUES, 198%5).
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As atividades metabdlicas de um organismo s8o a soma de
todas As reaces gquimicas, e sendo estas influenciadas pela
temperatura, concluwi-se que os processos vitais sﬁa por ela afetados.
A wviabilidade de uma célula ou de um organismo esta associada com &
manutencio das suas proteinas em seu estado normal. Temperaturas
altas ocasionam desnatuwracfo irreversivel desses constituwintes vitais

ou dessas proteinas (BLOCK, 1976).
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2.3 EFEITOS DE DIFERENTES TEMFERATURAS NO DESENVOLVIMENTO DA

INFECCAO VIRAL

fis relagdes entre o virus ¢ seuw inseto hospedeivo podem ser
modificadas por diversos fatores. Estes fatores podem mudar os niveis
de susceptibilidade dos insetos aos virus infectantes. A temperatura &
um dos fatores que apresenta maior relevdncia devido a sua  grande

influéncia sobre o complexo sistema virvrus versus hospedeivo.

Observagies experimentais dos efeitos de diferentes
temperaturas no desenvolvimento do processo infeccioso de um  dado
micvoorganismo em seu hospedeivo, datam desde 1878 (PASTEUR e colsl). A
partir desta data, se tem conhecimento de que cada espécie de
organismo H5& multiplica sob temperaturas situadas & faixas

caracteristicas.

No caso dos baculovirus, para se analisar o efeito da
temperatura no desenvolvimento da infeccfio dos mesmos, fag-ae
necessario levar em consideracBo o comportamento dos insetos, seus
hospedeivos naturais, em fun¢io deste fator. 0Os insetos s80
poiquilotérmicos e embora existam em condigbes mais diversas de
temperatura, desde o drtico até o Equador, sua atividade € regulada de
forma similar, isto &, para a maioria dos insetos, a faixa favoravel
para o desenvolvimento e atividade dos mesmos, estd ao redov de 152C a
352C. Abaixo de 1%2C ou acima de 352C, encontram-se as faixas

desfavordveis onde os  dinsetos entram em processo  de diapausa
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temporaria ouw pevmanente (ALVES, 1986a). Fortanto, para a produgio de
baculovirus € necessdario se manter a temperatura numa faixa favordvel
ao desenvolvimento do inseto hospedeivo, ja que sua muwltiplicagio é
feita exclusivamente sobre este inseto. As temperaturas favoraveis ao
desenvolvimento dos baculovivus em seus vespectivos hospedeivos estio
na faixa de 258C a 302C (HARFPER, 1986; ALVES, 1986a). Esta faiwxa €
também a mais indicada para a maioria dos patdgenos conhecidos (ALVES,

1986a) .

No entanto, apesar dos organismos exibirem uma faixa
relativamente ampla de temperaturas favovaveis ao seu desenvolvimento,
ha apenas uma “temperatura odtima’”, onde ocorre © processo de
multiplicacio ouw crescimento destes mais vapidamente. Segundo  KELLY
(1981, cada patdgeno deve ter uma temperatura ot ima de
desenvolvimento no hospedeiro infectado. E, de acordo com JOHNSON e
cols (1982), deve-se esperar uma similaridade entre a temperatura
otima do hospedeivro € do virus infectante, visto que este udltimo € um
parasita  intvacelular e necessita de muitos sistemas enzimaticos do
hospedeiro para sua veplicacfo. Contudo, o que se tem constatado na
maioria dos casos estudados, € que a temperatura dtima para o
desenvolvimento vival nfo é a mesma de seu hospedeivo natural (SMITH e
cols, 41964, DAY & DUNZINSKI, 19646; WITT & STAIRS, 1976&; JOHNSDN e
cols, 1982; ALVES, 1986a; FEEMERS, 1986). A despeito dessa nio
similaridade, entre a temperatura dtima do hospedeivo e a do virus
infectante, se verifica, entretanto, que a temperatura do
desenvolvimento do inseto e da rveplicagfo wvival sio intimamente

relacionadas  (EVANS, 41986). No caso de infecgdes mistas, em culturas
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de cédlulas de insetos, verificou-se que um vivus evita a replicagio ou
tem vantzgem sobre o outvo vivus, quando o mesmo foi incubado em sua
temperatura otima; indicando uma complicada interaglo dependente da
temperatura. Assim tica claro que a temperatura pode afetar
signiticativamente a expressio de cada patdgeno nas intecegfes mistas

virais (SHVETSOVA & TS8AI, 1%968; KELLY, 1981).

Segundo STAIRS (1978), a tempevatura atua sobre a faixa de
desenvolvimento viral tanto na fase larval como na fase pupal do
inseto hospedeiro. Considerando, ent&o, a influéncia da temperatura g
tempo de exposicio sobre a manifestagfo da infecglo viral, tem sido
observado freguentemente que em temperaturas baixas ou elevadas pode
ocorver uma indugio de uma maior resisténcia ou de uma maiovr
susceptibilidade dos insetos hospedeiros as viroses. Observagées
experimentais dos efteitos de diferentes temperaturas no
desenvolvimento da infec¢fo viral em insetos, demonstvam que de modo
geral, quando os insetos hospedeiros sfo expostos a temperaturas de
169C a 189C, o virus infectante se desenvolve lentamente e a producio
viral ¢ significativamente peqguena, indicando que as condigbes
metabdlicas dos insetos nfo sHo suficientemente alteradas (WITT &
STAIRS, i974; STAIRS, 1978, 1979; BROUCIAS e cols, 198@). Em
temperaturas proximas de 202C a 248C, comumente a produgio viral &
muito reduzida e o inseto hospedeivo exibe um acentuado aumento na
duracio do seu estdgio larval (S8TAIRS, 1978; SHAFIRO, 1986). Ja  a
produgio e a atividade viral sHo muito similares quando os insetos
hospedeiros sHo mantidos em temperaturas de PERC a 8B72C  (SHAFIRO,

1986) . Em gervral, a taxa de mortalidade por infeccio viral & maior e
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mais rapida em temperaturas na faixa de 282 a 3082C, onde ocorre também
uma maior atividade e producHo viral (JOHNSON e cols, 198&; SaALAMA e
cols, 1986; SHAFIRO, 1986). A produgfo viral € mais lenta e menor
quando os insetos hospedeivos s8o mantidos em temperaturas proximas de
349 a  349C (SHAFIRD, 4986). Temperaturas de 352C tem efeitos
detrimentais sobre os baculovirus e os demais virus de insetos
(YADAVA, i970). 0 Virus Iridescente de Sericesthis foi capaz de manter
o estado de infecgHo viral, mas nifo foi capaz de sg multiplicar em
larvas de 6. mellonslla a 35CC (DAY & DUDZINSKY, 1965). 0 baculovirus
de Yponomeuta svonymellus foi totalmente suprimido quando larvvas de Y.
evonymel lus infectadas com este respectivo virus foram mantidas a 35QC
(FEEMERS, 1986). Larvas de Heliothis virescens infectadas com o Virus
de Foliedrose Nuclear de Heliothis e mantidas a 368C, além de nEo
exibirem sintomas de infec¢io wviral, sofrevam leves efeitos

teratoldgicos (SHAFIRDO, 1986).

Estudos prévios indicaram que ocorvem pelo menos dois
mecanismos diferentes em trvatamento com temperaturas proximas a 3790
no desenvolvimento da infecgfo vival:
1Y Um & o mecanismo veferido como "terapia termal”. Este procgsso s
dd pela eliminagfo dos virus que estio nas células do intestino médio
para o lumen, onde saem com as fewres; permitindo assim uma regeneragio
das células do intestino médio préviamente infectadas com wvivrus
(TANADA, 1967; WATANABRE & TANADA, 1972; INOUE & TANADA, 1977).

2)  Um segundo mecanismo & que tempevaturas prodximas a 3782C restringem
o desenvolvimento do virus inibindo a produgfo de constituintes vitais

para a replicagio do MQsmo (STAIRS, 1978; KOBRAYASHI e cols, 1984; 8aAID



& SIKOROWSKI, 1986; SHAFIRO, 1986).

0s baculovirus como os demais virus de insetos s8o0 incapazes
de infectar seus respectivos hospedeiros em temperaturas na faixa de
388C a 408C. Nesta mesma faixa de temperatura, larvas de H. wviresceas
infectadas com Virus de Foliedrose Nuclear de Heliothis, além de
sofrerem de severos efeitos teratoldgicos, ficaram estérveis (SHAPIRO,
i986). Segundo STAIRS (1978), quando os insetos sio expostos a
temperaturas na faixa de 388C a 408C, aparentemente ocovvem alteracdes
a nivel de membranas das células desses hospedeivos como também uma
disfun¢lo enzimdtica dificultando a replicagfo dos virus. Temperaturas
elevadas na faixa de 382 a 409C reduzem a atividade das enzimas
relacionadas ao [NA  wviral, bem como podem produziv um defeito no
transporte do RNA ao meio circundante e aumentar em duas a trés vezes
o tamanho do RNA& mensageiro transcrito viral (HARFER e cols, 1978).
llesse modo, quando os insetos sfo mantidos nessa faixa de temperatursa,
ocorre uma significativa inibig¢&o tanto ao nivel de transcrigfo como o
nivel protéico do virus, isto €, na sintese vival (HARFER e cols,
i978; WATANARE & MAEDA, 1979; KOBAYASHI & KAWASE, 198¢; KOBRAYASHI e
cols, 1981; KAWASE, 198%5; BENSAUDE & MORANGE, 1986; BONATO & JULIANI,

1987) .

Um aumento na temperatura do hospedeivo pode assim sev  um
fator muito dimportante na sua recuperacio, uma vez que temperaturas
superiores a 312C reduzem significativamente a multiplicaglo wviral
(BERNETT & NICASTRI, 19460; BARON, 1979; BONATO & JULIANI, 1987). &

reconhecido que a elevagiRo da temperatura de animais infectados, ce

28



modo geval, inibe dramaticamente uma diversidade de infecedes vivais,
2, evidéncias complementares a esta demonstvaram que o aumento da
severidade de wvarias infecgbes virais € seguida de uma rvedugio nx

temperatura do ovrganismo (BARON, 4i97@; ; BONATO & JULLIANI, 1987).

a9



2.4 MECANISHMOS DE DEFESA DOS INSETOS ENVOLVIDOS NA INIBICAO VIRAL

A interagfo de virus com seu hospedeiro envolve uma relagio
muito complexa. As implica¢des desta rvrelagio sfo muitas ¢ variadas e
dependem tanto das caracteristicas viraiﬁ como da susceptibilidade do
hospedeiro. Durante a infec¢gfo viral as células do hospedeivo estio
intimamente comprometidas nos varios estdgios do ciclo de replicagio

viral (YARCHOAN & cols, 1988).

Quando um virus infecta um hospedeivo wvertebrado, este
hospedeiro Frequentemente responde pela produgfo ativa de anticorpos
especificos divigidos contva o invasor. 0 sistema imune altamente
eficiente do vertebrado nfo apenas elimina o agente infeccioso como
comumente pode evitar uma rveinfeceBo viral. E, € gragas a wvigiléncia
imunoldgica que os vertebrados mantém a sua integridade ¢ a const@ncia
de sua composi¢cio, desembaragando-se de substdncias heterdlogas
(HARNDEN, 1988). No entanto, a capacidade de elabovar a resposta imune
aparece pela primeiva vez na série animal sd nNos PEIXES égnatas
(cicldstomos) . Nesses animais, verifica-se que a capacidade
imunoldgica coincide com o desenvolvimento, embora rudimentav, do
tecido lintdide e com o aparecimento de gamaglobulina no soro. A
partir dos elasmobranquios (arvaias, tubardes), através de anfibios,
répteis e aves, a capacidade imunoldgica aumenta progressivamente em
paralelo com o desenvolvimenfo do tecido linfdide, para atingir o

maximo nos mamiferos (BIER, 1976).
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Em rvelagio, aos invertebrados, o fato destes possuivem um
verdadeivo sistema imunoldgico, £ uma questdo muito debatida. Existe

uma grande tend&ncia a restyingiv o termo "sistema imunologico’” zos
sistemas de defesa encontrados em aves & mamiferos, nos quais as
alteragdes causadas por um agente patogénico ou substancia estvanha

(antigeno) levam a producio das substincias especificas, os anticovpos

g ao estabelecimento de uma memdrizx antigénica (HARNDEN, 1i988).

s dnsetos, dentre o0s diversos grupos de animails que povoam
a biosfera, constituem o grupo mais amplo, &, evidentemente, durante
sua  evolugio, Foram submetidos a diversos ataques de predadores,
parasitas e micvoorganismos , incluindo os virus, e € clavo, portanto,
que 0%  mesmos  protegem~se  contva  agentes patogénicos e excluem
gsubstancias estranhas, produzindo moléculas ou reagdes celulares aue
possuem o mesmo valor defensivo, porém, possivelmente com estratégias
diferentes das observadas em vertebvados (MENEZES, 1984). Estes
mecanismos de  defesa dos insetos contra agentes estranhos podem  ser
considerados como constituindo um sistema imune, apenas no sensu latu,
uma  ver que  as  condicdes para a aplicagfo do termo no  seu sensu
_stritu, utilizado pelos imunologistas, restringe-~se, como mencionado
anteviormente, aos mecanismos de defesa possuidores de memdria e
gspecificidade, envolvendo imunoglobulinas. Estas condi¢des, pelo
menos até o presente momento, nio foram comprovadamente estabelecidas
entre o8 insetos (HILDEMANN, 1974; HMENEZES, 1984; SHERMAN, 1983a,

1985b) .
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Apesar de menos complexo que os sistemas de aves e
mamiferos, n#o hd ddvida alguma quanto ao fato dos insetos possuirem
mecanismos de defesa que atuam de maneirva eficiente na eliminac¢io dos
virus. A "imunidade” dos insetos, podem ser subdividida em imunidade

celular e imunidade humoral, independentemente da discussio sobre a

aplicagio ou nio desse termo a estes mecuwnismoz o defesa em insetos.
A imunidade de defesa celular compreende veagles que envolwvem

divetamente os hemdcitos, células fagociticas primitivas. Ja a reaclo
de defesa humoral ou imunidade humoval € evidentemente nio celular e
corvresponde  a producfo de anticovpos nos mamiferos. Sua existéncia €
muito discutida nos insetos & esta € aceita como um complemento da
imunidade celular. Nos mecanismos de defesa humoval ha um envolvimento
indiveto dos hemdcitos. Substi@ncias produzidas por estas células s8o
libevadas na hemolinfa dos insetos. Os hemdcitos podem sintetizar
muitas substé&ncias com poder microbicida, incluindo muitos fatores
humorais. E, dentre BEEES fatovres, acredita-se que as
heteroaglutininas desempenhariam um importante papel no reconhecimento
de agentes estranhos (SIDEN, 1983; HMENEZES, 1984). Rassado em
conhecimentos recentes, no entanto, sabe—~se que o0 "sistema imune’ dos

insetos (celular & humoral) tem uma fun¢Bo muito pequena em infeccbes

virais. Em geral, a proliferagfo dos vivus € tHo grande que estes
meEcanismos de defesa sBo “desarmados” e estes artrdpodos s8R0

infectados (SHERMAN, 198%5a, 198%b).

ODs dados dindicam que o “"sistema imune” nfo & o udnico
existente capaz de inibir a a¢8o vivral mesmo em vertebrados (ASKONAS,

1988; HARNIDEN, 1988 . A recuperacio completa de uma variedade de
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infecefes virais foi verificada na completa auséncia da imunidade em
varios animais testados & nos seves humanos. Quantidades fisioldgicas
de anticorpos ndo parecem alterar o curso de infec¢do vivral apods os
virus estarem estabelecidos em determinados org8os alvos. Esse
processo  pode ser explicado pelo fato de que os anticorpos agem no
espaco  extracelular e n#o entvam na célula, e todos os virus
conhecidos sg multiplicam no intevior da célula; dai a pouca

eficiéncia dos anticorpos (RARON, 41970; ASKONAS, 1988; HARNIEN, 1988).

A cura ou recuperacio de umzx infec¢®o vival, em insetos,
pode sev dada por mecanismos que nfo envolvem, a imunidade celular ou
humoral e estes incluem: indugfo de interferon, auto-interferéncia
viral e a resisténcia natural dos insetos. 0 interfevon fol descoberto
por ISAACS e LINDENMARNN, em 1957, no decurso de estudos sobre o efeito
de wvirus da influenza inativado por luz ultra-violeta sobre o0s
fragmentos da membrana corioalantdica de embrifio de galinha, mantida
num meio artificial. 0O interferon é uma proteina  excepcionalmente
estdavel em pH baixo, que pode ser produzida pelas células do
hospedeivo logo no inicio da infecglo viral, e dinibe ou Dbloqueia =
transcrigio primaria do RNA viral. Esta estabelecido que existe 3
tipos de interferons: alta, beta e gama, 0s quais sio produzidos em
quantidades variaveis e diferem por suas propriedades estruturais,
imunoldgicas € antivivais. 0s interferons apresentam uma gama ampla de
atividades (HARNIDEN, 41988). Fesquisas demonstram que o interferon ¢ um
Fator muito potente com seu efeito inibitdrio nas infec¢des vivais, em
diversos wvertebrados analisados. Em insetos, ha poucos relatos na

literatura sobve a producgfo de intevferon. Uma grande maioria de
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pesquisadores n#o notou nenhuma producfo de interferon em insetos ou
culturas de células de insetos (SHERHANN, 198%a, 1985b). Verificou-se
a presenca de uma substlncia com atividade similar ao  interferon,
quando culturas de células do inseto Spodoptera frugiperda, infectados
com o Virus de Foliedrose Nuclear de Spodopfera, se tornaram super-
resistente A infec¢lo deste baculovivus (RURARND e cols, 19863 . Da
mesma  forma, em culturas de células de mosaquito A. aegyptli e A
albopictus ocorveuw supresio do Virus de Febre Amarela pela induglo de
interferon. McINTOSH e IGNOFFO (41981), sugerem existir ouwtros
inibidores virais com modos de agldo diferente (produtos celulares) em

insetos.

No que tange a auto-interferéncia viral, este ¢ um tema de
fundamental dimportancia. Embora a auto-interferéncia, nio seja um dos
mecanismos de defesa produzido pelas células de insetos, nio podemos
deixar de menciond—~lo, uma vez que este processo produz  também
inibi¢&o viral nestes artvdpodos. Evidéncias deste mecanismo ocorveram
em células de cultura de mosquito, que Toram persistentemente
infectadas com togavirus, liberando no meio de cultura fatorves que
interferivam com a veplicacio do virus homdlogo (TER MEULEN & MARTIN,

1976; REIDEL & RROWN, 1977, 1979; SHERMAN, 1983a, 198%b; BURAND e

cols, 19846). Estudos bioquimicos posteriores demonstraram que esta
substincia inibitdria da veplicag8o wviral nHo se tratava de

interferon, & sim de uma proteina derivada do proprio cristal  wvival,
denominada de V-i. Um estudo recente, com diversos togavirus em varios
tipos de culturas de células exibirvam este mecanismo de auto-

interferéneia produzido pela proteina do cristal viral. Segundo BURAND
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e cols (1986), ¢ possivel gque mecanismos similaves ocorvam com

baculovirus infectando persistentemente culturas de células de
insetos. Este mesmo autor sugere a continuagio destes estudos, para

conhecer a fungfo deste fator de ovigem vival, no processo de auto-
interferéncia. & consideravel o interesse da descoberta de outros
indutores (de origem viral ou n#o) da inibi¢Ho vival. Uma parcela
importante do nosso conhecimento atual a vespeito da inibi¢do wviral
desenvolveu-se com vertebvados. Todavia, para compresnsio deste
complexo problema, 80 necessarios estudos em invertebrados, os quais
podem elucidar mecanismos correlatos envolvidos neste processo.  For
exemplo, uma consequéncia inusitada da infec¢lo pelo Virus de
Poliedrose Citoplasmatica de BPombyx mori no lepiddptero Hyphanéria
cunea, toi seu rapido restabelecimento natwral, pela regeneracio de
células infectadas por células novas sadias (YAMAGUCHI, 1979y .  Em
alguns insetos, as células recém regenervadas nio sfo susceptiveis &
infecgdo viral (SHERMANN, 198%5a, 1985b). Um fenbmeno semelhante ocorre
em Diprion kercyniae, cujo estagio pré-pupal € resistente a infecgio
do Virus de Foliedrose HNuclear de D. Aercyniae. Este virus se
multiplica exclusivamente no ndcleo das células epiteliais do
intestino médio e durante a metamorfose estas s8o substituidas por
células embrionarias nio susceptiveis & infec¢fo viral (8MITH, 19748).
0s dados indicam que & resisténcia natural dos insetos tem uma Ffun¢io

muito importante na inibi¢Bo da infeccio viral (RURAND & cols, 1986).

For outro lado, um dos  aspectos mais intrigantes na
patologia dos insetos é a questfo da eficifncia da vacina na protegio

destes respectivos artrdpodos. A& vacina € definida uma substéncia de
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origem microbiana capaz de estimular no organismo que & recebe um
estado de resisténcia pavcial ou total, contva determinada infeccio
(MATTEWS & ROLOGNESI, i988). A vacina € o método mais antigo utilizado
para controlar uma infec¢Ho viral. Ja era conhecido pelos chingses ¢
kindus aque a inoculagfo artificial do vivus contido nas pustulas dos
variolosos, produzia doenga velativamente benigna, que deixava salida
protecio. JENNER (1798) introduziu a vacinacHo contra a variola humana
por meio do virus da variola bovina. Em homenagem a descoberta
fundamental de JENNER, isto é, a protecfo contra a variola humana com
o wvirus da variola da vaca, recebevam as suspenstes de germes usados
para a imunizac¢io o nome de vacina, da palavra latina "vacca” (FELCZAR
e cols, 19684). As vacinas podem ser constituidas de suspensbes de
germes mortos (pelo calor ou por agentes quimicos diversos) ou vivos.
As vacinas de suspensdes de gevmes vivos podem ser  plenamente
virulentas, ou atenuadas (possuindo viruléncia enfraquecida) natural
ou artificialmente. Ja  as  chamadas “auto-vacinas'  ou vaginas
autdaenas, utilizadas gervalmente com Finalidade terapéutica, s#o
preparadas com germes isolados do proprio paciente (HARNDEN, 1?88). g
método de wvacinaclo € simples, seguro e a forma mais efetiva de
prevencio, e tem um sucesso legendario contva os virus (MATTEWS &
EOLOGNESI, 1988). Forém, devido a uma escassez substancial de dados na
literatura, pouco s sabe a cevca do efeito da vacina no controle
viral em insetos. Desde o relato de vacinagio do bicho-da-seda, Bombyx
mori, contvra o Virus de Foliedrose Nuclear de £. mori, apenas duas
tentativas foram vealizadas no sentido de compreender 08 mecanismos
envolvidos neste processo (CARBONE & FORTUNA, 19635). A vacinacio de B.

mori contra o Virus Jaundice de B.mori foi efetiva. Mas ja a tentativa
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de vacinacio das larvas de Malacossoma disstria contva doses sub-
letais do Virus de Foliedrose Nuclear de M. dJisséria n#o obteve
sucesso. NEo ocorveu nenhum sinal de vesiténcia daqueles insetos
durante o intervalo de cinco dias entre a dose inicial & a segunda
dose (RAHE.JA & BRODOKS, 1971). & evidente, diante desses poucos dados a

necessidade de se estudar os efeitos de vacinagio em insetos.



2.5 SELECAO GENETICA DE VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR (VPN)

0s Virus de Poliedrose Nuclear (VFN) s8o  capazes de se
replicar em uma gama ampla de hospedeivos. Foram descritos alguns VPN
em insetos das ordens Orthoptera, Newroptera, Trichoptera, Coleoptera,
Humenoptera & Dipteva. Mas a maioria desses baculovirus foi isolado de
espécies de lepiddpteros, que infestam culturas economicamente
importantes. De modo gevral, os VPN sfo especiticos aos insetos, sendo
varamente encontvados em outros invertebrados além destes avtvdpodos
(GRANADOS & WILLIAMS, 1986). Nos primgirvos trabalhos sobre
egpecificidade, descrevia~se 08 VPN como espécie~especificos em
relagio aos hospedeivos, isto €, cada UPN sevia capaz de infectar
apenas a espécie de inseto do qual havia sido isolado (BERGOLD, 19%8).
Contudo, estudos posteriores tem demonstrado que alguns desses virus
s80 capazes de infectar e replicar em numerosas espécies de
hospedeiros (GRONER, i986). 0 Virus de Foliedrose HMNuclear de
Autographa califoraica (VFNAC), por exemplo, infecta pelo menos 34
espécies em 12 familias diferentes de Lepidopteva, segundo vevisio
feita pov  RODRIGUES (4989). fAssim também, o Virus de Foliedrosse
Nuclear de Aaticarsia gemmatalis (VPNAg) se replica em membros de
diferentes familias de lepidopteros (FAVAN e cols, 1981i; RIEBEIROD,

19855 .

InvestigagOes demonstram que a infectividade dos VFN  para
seus hospedeivos alternativos difere considervavelmente da dos seus

hospedeiros oviginais (EVANS, 1986). loses significativamente elevadas
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destes virus sHo requeridas para infectar hospedeivos alternativos
(FAVAN e cols, 1981; RIBEIRD, 198%5; EVANS, 1986; GRONER, 1986;
RODRIGUES, 1989). Em 1979, CARNER e cols, por exemplo, rvelataram que
as lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com 2,5 X 106
cristais/lagarta nfo eram susceptiveis ao VPNAg. Todavia, mais tarde,
FAVAN ¢ colaboradores (1981) demonstraram que essa espécime ¢
susceptivel a altas doses do VFNag como a de 12,3 s 100
cristais/larva. Fortanto, esses dados demonstvam claramente &
importancia do uso de doses elevadas do virus em estudo, que 8
justifica pelo fato de aumentar a possibilidade da presenca de formas
ou isolados genéticos difeventes (FAVAN e cols, 1981; RIEBEIRO, 1983).
Segundo revisiio feita por MARUNIAK e cols (1986) foram detectados mais

de %00 isolados de baculovirus.

Um arande numero de autores constataram diferengas na
viruléncia entre isolados geograficos obtidos de uma mesma espécie de
VPN (SHAFIRO & IGNOFFO, 1976; SMITH & SUMMERS, 1978; VLAK & GRONER,
1986; GETTING & MHcCARTHY, 1982; KISLEV & EDELMAN, 1982; ALLAWAY &
FAYNE, 1983; CHERRY & SUMMERS, 198%5; CROIZIER & cols, 1986). Em
estudos mais recentes, demonstvou-se também que variantes genotipicas
que ocorrem naturalmente na popula¢fo viral podem apvesentar variagio
em  sua viruléncia (GRONER, 1986). Dados na literatura indicam uma
associacio entre a wviruléncia de isolados de VFN e o padrio de
restrigio do DNA vival (GETTING & McCARTHY, 1982; HUGHES e cols, 1983;
CHERRY & SUMMERS, 198%). A despeito do pequeno numero de trabalhos
relacionando a atividade bioldgica &s mudangas no DNA nos VPN, é

evidente que ha um sistema de variabilidade genética na populagio dos
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virus que assegura  sua adaptabilidade num processo  coevolutivo
associado an seuw hospedeivro (PAVAN, 1988) . Em wvirtude desta
variabilidade na populacio viral servia possivel selecionar através de
metodologia adequada variantes genéticos mais virulentos para um dado
hospedeiro. Diversos trabalhos demonstraram a importéncia de se
realizarem passagens seviadas a  Fim de selecionar isolados mais
virulentos de VUFN em sistema bioldgico alternativeo (RIEBEIRO, 198%5;

FAVAN, 1988; RODRIGUES, 1989).

A propagacfo de VPN em culturas de células de insetos

apresenta vantagem de ser um sistema mais simples do que in  vivoe"
(McKINNON e cols, 1974; WEISS e cols, 1981). Todavia, de prévias
tentativas descritas na literatura, poucas até a presente data
obtiveram sucesso na passagem seviada de VPN in vitro (FAULKNER &
HENDERSON, 1972; SOHI & CURNNINGHAM, 1972; VAIL e cols, 1973; WEISS e
cols, 198B1i; TOMFKINS e cols, 1988) e esses trabalhos, contudo, nido
excederam a quinze passagens seriadas. Estudos constataram que os VPN
em geral diminwiram sua viruléncia apds a 1952 passagem serviada em
culturas de células de inseto (McKINNON e cols, 1974; HIRUMI e cols,
1975; YaMallda e cols, 19882). Segundo BURAND e SUMMERS (i982), a
passagem prolongada de VPN in vitro, apesar de ser um processo  pouco
conhecido do ponto de vista molecular, ha indica¢Oes de gque oCcoOrvra

alteragdes a nivel de genoma da populagio vival.

Frequentemente, passagens seviadas prolongadas vesultam na
produgio de wvariantes que exibem alteragBes movfoldgicas (VOLKHMAN &

KNUSON, 1984). EFassas alteracdes se caracterizam em variantes que poden
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se  apresentar com muitos poliedros (MP - do ingles, many polyhedres?
ou com o fenotipo com poucos poliedros (FF -~ do ingles, tew
polyhedres) . FRASER e HINK (4983), verificaram que os variantes FPP sfo
defeituosos em algumas proteinas envolvidas na sintese do envelope
viral e na estrutura de ssus nucleocapsideos, falhando ao sevem
envelopados ou Ao reterem o poliedro no nucleo das células
hospedeira. Estudos recentes constataram que a maioria dos mutantes FF
adquiriam sequéncias de DNA do genoma do hospedeiro sob a forma de
transposon do tipo "copia-like"” (BURARD & SUMMERS, 1982, 1983; MILLER
& MILLER, 1982; FRASER & cols, 1983; McINTOSH & IGNOFFO, 19864;
CARSTENS, 1987; BEAMES & SUMMERS, 1988). Esses elementos transponiveis
840 de Ffundamental dmpovtdncia como contribuintes para =a producfo
espontdnea desses mutantes FF, em passagens seriadas prolongadas de
UFN in wvitvro (FRASER e cols, 1983; 198%). €& provavel que tais
elementos tiveram influéncia na evolugio dos baculovirus e devido a
interagio estdvel destes no DNA genbmico viral, acrvedita-se que
possivelmente possam afetar até mesmo a especificidade dos

hospedeiros invertebrados (MILLER, 1986).

No  que concerne ao processo de passagens seviadas de VPN in
vivo, muitos autores conseguivam obter iscolados mais vivulentos para o
hospedeiro alternativo (VEBER, 1968; SHIRNOFF, 19463; SHAFIRO &
IGROFFO, 1976; ORLOVSKAYA, 19795; STAIRS e cols, 1981i; TOMPFKINS & cols,
1981; SHAPIRO e cols, 1982; RIRBEIRD, i98%5; RODRIGUES, 1989). Contudo,
excetuando RIBEIRO (4985) e RODRIGUES (1989), os demais autores nao
conseguiram isolados com aumento de viruléncia muito superiores &0

valor original observado, isto &, dentve o0s wvalores descritos na
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literatura para aumento de vivuléncia de VPN apds sSUucCessivas passagens
seriadas em hospedeiros alternativos, o maior foi o encontrado por
TOMFKINS e cols (1981), que verificaram um aumento de 1€ wvezes na
capacidade do VPNAc infectar larvas de T. al apds passd-lo 13 vezes
pov 5. exigua e 2 povr T. ni. 0 aumento obtido por RIBEIRO (198%) para
0o VUFNAg & o VPNTN, apds 10 e 11 passagens por P. sacchkaralis, foi de
100 & 800 vezes respectivamente, valdres extremamente altos quando
comparados aos outvos encontrados na literatura. Foreém, resultados
surpreendentes  foram obtidos por RODRIGUES (198%9), quando obteve um
aumento de cerca de 1000 vezes apos somente 9 passagens do VFNAc em 2.
saccharalis. Neste tvabalho, como no de RIBEIRDO (i9853), considevou-se
como aumento de viruléncia a vedug®o proporcional da  Ilsg  Nio
obstante, ambos apresentarem uma grande alteragio deste wvalor, a
verificada por RODRIGUES (4989) foi bem mais rvapida ao longo das

sucessivas passagens do que a constatada por RIRBEIRO (1985 .

A explicagio mais provavel para esses aumentos
significativos de wvivuléncia € que a cada passagem seviada no
hospedeiro alternativo, pequenas insev¢des, deleqgdes ou outras
mutacOes fossem sendo introduzidas gradualmente no genoma vival (FAVAN
& RIBEIRO, 1988; RODRIGUES, 1989). Jd foram descritos varios casos na
literatwra de alteraglo do DNA viral apds passagens seviadas em
hospedeivos alternativos (VAIL e cols, 1982; CROIZIER ¢ cols, 4L1985),
sendo  que  em  alguns desses casos, ocorve a aquisi¢lo de DNA  das

celulas do hospedeiro sob & forma de transposon do tipo ‘vopia-like”
(RURAND & SUMMERS, 4982; MILLER & MILLER, 1982; FRASER & cols, 1983,

1985; McINTOSH & IGNOFFO, 1986; CARSTENS, 1987; BEAMES & OSUMMERE,

42



19288 .

A despeito desses resultados positivos no processo  de
passagem seriada de VPN in wvivo, essas selegies frequentemente
produzem isolados com aumento de virul@ncia para o hospedeivo
alternativo e com redugfo da viruléncia para o hospedeiro oviginal.
RIBEIRD (198%5), no entanto, constatou que o isolado Fyg do  VFNAg,
passado durante 10 geracdes em D. sacchkaralis, manteve a masma
viruléncia para seu hospedeivo oviginal, A. gesmatallis. Esse vivus
passou & ser um patdgeno eficiente pava as @ espécies de pragas de

familiag diferentes ou um bioinseticida bivalente.

For outvo lado, durante o processo de passagens seriadas de
UFN em insetos alternativos, podem ocovrer modificagdes na forma  do
cristal desses virus como constatado por alguns autores (ALZAWA, 1961
CUNNINGHAM, 1970; HUNTER e cols, 1i973; WATANARE e cols, 1973,
RODRIGUES, i989). Esses autores notarvam que a mudanca na forma  do
cristal nfo parecia estar relacionado com & variagio na viruléncia
destes virus. e acordo com RODRIGUES (1989), as formas cubicas dos
cristais virais gque surgiram durante as passagens serviadas do VPNAC em
D. sacckhkaralis devem ser causadas provavelmente por mutactes no  gene
da poliedrina, & semelhanga do encontrado por CARSTENS e colaboradores
(1986) . Fstes autores comprovaram que a aparéncia cubica de um mutante
de VENAc era devida a uma mutacfo puntual que causou a substituicfio de
prolina por leucina no aminodcido %8 da poliedrina. Esta dnica mutacio
foi =a responsdvel pela aparéncia cubica do virus e pela mobilidade

alterada do polipeptideo em gel de 808 e poliacvrilamida
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Além da alteraclo que pode ocorrver na forma do cristal do
UFPN  submetidos a passagens seviadas em hospedeiros alternativos,
alguns autores constatarvam mudangas no tamanho do poliedro (TOMPKINS e
cols, 1981; RODRIGUES, 1989). Hesses tvabalhos, o aumento no tamanho
dos c¢ristais wvirais Jfoi =acompanhado por wum aumento no  ndmero de
virions e nucleocapsideos, o que explicaria em parte, o auwmento de
viruléncia do VPNAc obtido por aqueles autores para os hospedeivos

alternativos.

Ainda em relaglo &s eventuais modificacdHes dque possam
acorrer durante o processo de passagens seviadas de VPN em hospedeivo
alternative, RODRIGUES (198%9) observou uma reducio progressiva da
quantidade dos cristais vivrais por larva do VFPNAc em 2. saccharalis.
Esta autora sugeriu gque provavelmente ocorreuw a produglo de mutantes
movfoldgicos que nio produzem covpo de inclusfo. Segundo WOODS (1980),
quando as proteinas do envelope viral estfo alteradas ou ausentes ndo
ha formagdo de poliedros. Analises em micvoscopia eletrdnica revelaram
que  virus submetidos a muitas passagens seriadas exibiam defeitos nos
processos de aquisigio do envelope vival & no corpo de inclusdo

(MILLER, 1986).

Ile modo geral, as modificagbes que PpPOSSam OCOVVEr na
viruléncia de um virus para um hospedeiro alternative, devem estar
relacionadas com as proteinas do envelope viral, pois estas sio
importantes na sepecificidade do wvirus, Jja que intevagem com &

membrana da célula intestinal do inseto para dar inicio ao processo de
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infecgio (MAZZONE, 419835).

No que se refere a poliedrina, como € uma proteina
especifica do wvirus e portanto um produto génico estdavel, ndo se
modifica mesmo apds continuas passagens seriadas em um  hospedeiro

alternativo (MARUNIAK, i%86).

As alteracgbes produzidas a nivel de proteinas estruturais
coditicadas pelo virus, explicariam parcialmente as mudangas na
viruléncia de um determinado virus para o hospedeivo alternativo

(REINGANUM, 1984).



3. WATERIAL E HETONOS

3.1 HMATERIAL

3.1.14 INSETOS

fs lagartas de Piatrasa saccharalis Fabricius (Lepidoptera:
FPyralidae) foram obtidas a partir de populagBes de laboratdrio da
Secgdo de Entomologia do IAA/PLANALSUCAR, Araras, 580 Faulo. Essa
colaboragio faz parte de wm convénio entve esta Sec¢fo & o Laboratdrio
de Virologia de Insetos do Departamento de Genética, Instituto de
Riologia, UNICAMF. Os insetos wtilizados foram mantidos &m dieta
artificial, segundo o método descrito pov HENSLEY e HAMMOND (4968) e

modificado posteviormente por DEGASFARI e cols (4981

fs  lagartas de Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:

Noctuidae} foram gentilmente Jfornecidas pelo Dy, Antonio Batista

Filho, pesquisador do Instituto Rioldgico, Campinas, SHo Paulo.

Negsse tvabalho foram utilizadsas lagartas do tevceivo estadio

larval, com apvroximadamente onze dias de idade.
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3.1.2 ISOLADOS

s seguintes virus foram empregados neste estudo:

a) Virus de Foliedrose Nuclear de Anficarsia gemmatalis (VUPNAgF) do
tipo (HMEV) -~ coletado em Campinas, S3c Paulo, de lagartas infectadas
de #&. gemmatalis e veplicado em insetos do laboratdrio (vide item

antervior Insetos).

b) Virus de Foliedrose Nuclear de Anficarsia gemmatalis selecionado
através de dez passagens serviadas em  larvas de D, saccharalis

(VFNAgF{e) a partir do isolado antevior (a).

¢) Virus de Poliedrose Nuclear de Trichoplusia ni (VFPNTRF) do tipo
(MEV) -~  “fornecido pelo Dr. Drion G. Boucias, do Departamento de

Entomologia da Universidade da Fldrida, Estados Unidos.

d) VWVirus de Foliedrose Nuclear de Trichkoplusia aiI, selecionado
através de onze passagens seriadas nas larvas de D saccharalis

(VFNTnF4{4), a partiv do isolado antevior (o).
) Virus de OGranulose de Diafraca sacchkaralis (VGls), coletado em

lagartas de D. saccharalils, nos Estados Unidos, e replicado  em

lagartas do labovatorio (vide item anterior Insetos).
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Esses virus fazem parte da coleglo de vivrus de insetos do
Oy . Octavio Henvique de Oliveira Pavan, no Laboratdrio de Viveologia de
Insetos do Departamento de Genédtica & EvolugBo, Instituto de EBiologiw,

UNICAME, Campinas, S&8o0 Faulo.

A8



3.2 HMeTODOS

3.2.1 FPROCEDIMENTO DE BIOENSAIO

Todos os testes de atividade viral, neste trvabalho, foram

realizados atraves de técnica de ensaio bioldgico ou bioensaio.

0 método de bioensaio utilizado foi o descrito por FAVAN e
cols (1981) com modificacBes. Lagartas foram colocadas individualmente
em placas de acrilico contendo pequenos discos de dieta artificial
(3,0 x ©,5 mm). Cada placa continha 24 cavidades, onde foi adicionado
um disco de dieta por cavidade. Com um micrvo-aplicador semi-automdtico
inoculou-se uma gota de 2,7 microlitros (ul) de uma dose conhecida de
virus, sobre cada disco de dieta artificial. As larvas foram expostas
a esses discos de dieta contaminados que estavam no  dintervior  das
placas. As placas foram colocadas em ca&mara umida e mantidas em
temperatura constante (2820 % 12C). Apds 24 horas, as larvas que
consumiram todo o disco de dieta foram tvansferidas pava os tubos
contendo dieta n8o contaminada (essa dieta & livre de Fformalina,
devido sua atividade anti-viral). Esses tubos foram levados para uma

cAmara de temperatuwra constante (B82C + 12C).
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A mortalidade foi verificada diarviamente € a presenga  do
virus foi contirmada pela observacfo de amostras representativas de
tecidos de larvas infectadas em micrvoscopio de contraste de fase. As
lagartas infectadas foram mantidas a - PRUC para postevior utilizacio

dos virus.
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3.2.2 PURIFICAGCAD E QUANTIFICACAO DOS CRISTAIS VIRAIS

0 procedimento utilizado para purificagfo dos cristais de
UPN e VUG (esquema 1) € basicamente o mesmo descrito por FPAVAN e

colaboradores (1981) e PAVAN ¢ colaboradores (1983).

Lagartas infectadas foram macervadas num homogenizador,
contendo  Agua destilada (1 ml por lagarta), 0,41 % de SIS (Duodecil
Sulfato de Sddio) & 1 g de PTC (Feniltiowrédia). 0 homogeneizado foi
Filtvado duas vezes em quatvo camadas de gaze. Para extracio dos
cristais wvirais, utilizou-se o processo de centvifugacfo diferencial
que emprega ciclos alternados de baixa € alta wvelocidade, em
centrifuga RBeckman, Modelo J2-21, votor JA-29. Usando o ciclo de baixa
velocidade, o matevial Ffiltrado foi centrifugado a 5€0@g por & minutos.
0 precipitado (Fq) foi descartado e o sobrenadante (54) foi
transferido para novo tubo e submetido =& centrifugzcio em alta
velocidade (10.0@0g) por 30 minutos. 0 precipitado (Fp) final foi
ressuspendido  em dgua destilada. Esse processo foi vepetido por  duas
ou trés vezes atd @ limpera do material. & solugdo Final Ffoi mantida a

P80 para uso postevior.

levido ap tamanho dos crvistais, a «quantificagio dos
poliedros e granulos vivais do material purificado pode sev Ffeita

usando o hematimetro de Neubauuer, em microscopio de contraste de

i}



fase.

apos o processo de quantificagio Fforam ajustadas as

concentractes para &,7 microlitros (ul).



ESQUEMA 1. Processa de Purificagio de Virus de Poliedrose Nuclear (VUPN) e Virus de Granulase (V6) a

partir de lagartas infectadas de D. saccharalis

Lagartas de D. saccharalis infectadas com baculovirus

&gua destilada + @,{X de SIS +
Feniltiouréia

4 .
Homogeneizado

Sonicador - Filtragem

v
Filtrado
IIEELAILEQQ________ Centrifugado (500g - 5 minutos)
P-1 (2 ou 3 vezes)
i
+
5-2
Centrifugado (19.000g - 30 minutos)
;r
L Jpu—

dgua destilada

r
Congelador -209C

Cristal Purificado



3.2.3 MORTALIDADE CORRIGIDA

Neste trabalho, os valores de mortalidade foram corviagidos

empregando-se a Formula de ABROTT (192355, com moditicactes.

NC - Nimevo total de larvas movtas por virus

N toatal de larvas - N2 larvas movtas por oubtvas causas
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3.2.4 DETERMINACXO DA DOSE LETAL S@X (DLsg) E TEMPO LETAL 50%

(TLge) .

A Dleg € uma estimativa da dose capaz de matar 0% dos
individuos que a recebem e ¢ utilizada frequentemente na determinagio
da potencialidade de uma substincia (TREVAN, 1927). Fara o calouwlo

de ILge foi empregado o método Frobit, de acordo com BLISS (4933a, b)

& FINNEY (1947).

0 TLegg € uma estimativa do tempo pava matar 50X da populagfo
sob o efeito de uma detevminada dose.
s wvalores de Dlsg & Tlse foram detevminados com auxilio de wm micyo-

computador Tk—-82 micro-digital (16k).



3.2.5 ESTABILIDADE TeRMICA VIRAL

0s testes realizados visaram avaliar a estabilidade térmica
do  VFNagl, UPNﬁgFio' UENTRE, UENTRFLL % VEhs para  larvas de 2.

saccharalis.

Suspensoes de vivus pwrificado, contendo 1@5 cristais/a,7ul,
Foram incubados em banho-maria & 1009C, 802C, 709C, 4080, Se2C e 4020

por periodos que variavam de 9 a 72¢¢ minutos.

Apds a dincubagfo, os virus foram inoculados oralmente,
através de bioensaios, em larvas do 32 estadio de D. saccharalis, & a
mortalidade foi aQaliada e comparada contra o virus ndo incubado. Cada
inseto recebeuw uwma dose de 1904 cristais e para cada temperatura e
tempo de incubagio procurou-se analisar 50 insetos. Manteve-se sempre
um  grupo  controle, onde suspensdes virais nfo eram submetidos a0

tratamento tévmico.

Como parfmetro para medir & estabilidade térmica utilizou-se

a reduclo na mortalidade larval & o aumento no tempo de movtalidade.
Através das equagdes de rvegressio de cada wvirus, pode-se

estimar a dose de poliedros ativos, a partiv da reducio da mortalidade

larval em cada intervalo de tempo sm uma dada temperatura.
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Fara avaliagfo da ocorvéncia de possiveis modificagdes na
forma ou tamanho dos cristais vivais, fovram analisadas amostras
vepresentativas de tecidos de larvas infectadas, em microscopio de

contraste de Ffase, nas varias tempervaturas testadas.



3.2.6 EFEITOS DE TEMPERATURAS NO DESENVOLVIMENTO DA INFECCAD VIRAL

analisou-se os efeitos de diferentes tempevaturas no
desenvolvimento da infecgio em larvas de D. sacchkarallis, dos seguintes

virus: VFNagP, VFPNAgFja, VFNTnFP e VPNTnF4g.

Grupo de larvas do 39 gstiadio de P. sacchkaralis fovam
inoculadas por via oral, atrvavés de bioensaios, em uma dose conhecida
de baculovirus (109 cristais/2,7ul) e mantidas em 40 temperaturas
diferentes (1780, 222C, 249C, 262C, #82C, 302C, 328C, 35%2C, 372C e
3IP80), em ciAmavas climatizadas BROD, modelo 34706 da FaANEM, com fotofase
de 44 horas. Procurou-se analisar cerca de 50 insetos para  cada
experimento. Em cada temperatura testada, foi mantido um  arupo

controle de cervca de 20 larvas nfo contaminadas por virus.

Em todos os expevimentos, a mortalidade larval {foi analisada
didriaments, &  amostras de tecido de larvas infectadas, Fovam

examinadas utilizando o microscopio de contvaste de fase.
Utilizavam—-se o0s valores de Thsp como parimetro de avaliagfo
de wvariagdes no tempo do desenvolvimento da infecgfo viral, em cada
temperatura. Foram comparadas as movtalidades produzidas por esses
virus  em cada temperatura testada. Também, Foi determinada a produgio

de virus por arvama de larva movta.
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3.2.7 EFEITOS DA INOCULACA0 DE VIRUS INATIVADO COMO INDUTOR DE

MECANISHMOS DE DEFESA EM LARVAS DE P. saccharalis.

24

Feses experimentos consistivam em utilizary 5 idsolados
diterentes de wvirus (VFNAgF, VUFNAgFq{p, VPNTnF, VUPNTnFgqy & VGDs)
inativados por tratamento térmico (41e02C por 1@ minutos?) como
anttaenos dos mecanismos de defesa em larvas de D. saccharalis.

Foram inoculadas 3 doses para  cada virus(i1e4 a 197
cristais), dependendo da sua patogenicidade para £. sacchkaralis. Grupo
de lavvas de 0. saccharalis torvam previamente inoculadas oralmente com
virus inativado e apds 5 dias repetiu-se a inoculagio com a mesma dose

do virus ativo nestes insetos.

As lagartas de P. saccharalis foram inoculadas aos 11 € 146
dias de idade. Como controle inoculou-se um grupo de larvas aos 16
dias com virus ativo que haviam recebido apenas dgua destilada aos 11
dias. Outvos trés arupos controles vecebevam tratamento acs 11 dias de

idade consistindo de vivus ativo, inativo & ambos vespectivamente.

Fara avaliar a possivel atividade antigénica, COmparou-se o
grupo "vacinado' ao grupo sem R inoculacio aos 11 dias 2 as diferencas
(cignificlncias) entrve os valores de mortalidade fovam verviticadas

através do teste T de Student.



3.2.8 PASSAGEM SERIADA DE DOIS ISOLADOS SELECIONADOS NUH

HOSPEDEIRO ALTERNATIVO

f partir dos isolados selecionados, foram rvealizados dois
grupos  de expervimentos de passagens seriadas, um com o VFNAgF{g & o

outvo com o VPNTnF 44, em lavvas de D. saccharalis.

Efetuaram-se dez passagens serviadas do VFPNaAg e NOve
passagens do VPNTn  sobre o hospedeivro alternativo,. saccharalis.
Lagartas do 392 estddio foram inoculadas com seis doses conhecidas

7 ] 4 3 2 . e 7 s e e e g PR
(ie’, 1@, iev, ie”, 10, 10~ cristais/larva) de cada um desses vivus,

&, para cada dose foram inoculadas cevea de 1900 lavvas.

Em todos os experimentos manteve-se um agrupo contvole de 30

lagartas, tvatadas somente com dgua destilada.
A partir dos dados de mortalidade, estimou-se os valores de

Dl & Thyg que foram pavdmetvos para verificar possiveis alteracOes

na viruwléncia de cads passagem seviada dagueles respectivos virus.
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3.2.9 ANALISE COMPARATIVA DAS FROTEINAS DOS ISOLADOS VFNAgFig E

UPNTnF 44 SELECIONADOS EM 0. saccharalis.

3.2.9.1 PREPARACAO DAS PROTEINAS VIRAIS

0s virus purificados através de centrifugacdo diferencial,
Fovram resuspendidos em dagua destilada e precipitados por 3 ciclos de
centrifugacio a 10.00Qg pov 30 minutos, visando a gliminagio de

possiveis contaminantes na superficie do poliedro.

0 precipitado Final & vesuspendido em @dgua destilada @
sujeito ao processo de solubilizacio alcalina, descvrito por MelAaRTHY &

LIU (i976) com modificagles.

Amostras de virus a uma concentracio de 167 cristais/2,7ul
afo submetidos =a 1009C por 19 minutos para inativacdo da protease
presente no cristal viral. Adiciona-se, a seguir, a estas amostras 0
mesmo volume de solugfo alcalina DAS ( NARCO4 @,5M + Nall @,1i7M =+

ENTa ©,04iM ~ pH 10,9), ¢ colocando-os em tempgratura ambiente por 30

minutos. Fatas amostvras sio entfo submetidas =& centrifugacio =20
segundos em micro-centrifuga (Micvronal SFIN- T3} 0 precipitado

resultante € descartado € o sobrenadante € trvansferido para outvos

tubos que s3o0 centrifugados PoYy 1% minutos. 0 sobrenadante &

descartado e o precipitado final & resuspendido em tampio de amostra

de eletroforess.

&4



3.2.9.2 ELETROFORESE DE FROTEINAS VIRAIS EM GEL DE POLIACRILAMIDA

E SDS

fries proteinas vivais foram analisadas atrvaveés de eletroforese
em gel de poliacvilamida e dodecil sulfato de sddio (8DS), conforme o

procedimento descryito pov LAEMMLI (1970 com modificagdes.

fis eletvoforeses foram realizadas em apavato vertical, com a

mlaca de gel medindo 16,5 x 44 »x 1Scm.

f composicio das solugfes estoques, composicies dos tampdes,
das solugbes corante e descorante e dos géis estio apresentados nos

anexos 1§ a 7.

fs  corvidas eletvofordticas tiveram um tempo de duraglo de
cevca de 4 hovas, utilizando-se corvente glétrica de 20maA & 5¢ V atéd o
limite do gel de empacotamento, e, 40mhH e 120V ate o final do gel de

resolugio ouw de corvida.

Nas eletvoforeses Fovam empregados adis simples e 9édis de
gradiente (5 a 20%), que Tornece melhor resolucglo. Apds a covrida, o
gel ¢ rvetirvado da placa & corado por um peviodo de meiza & uma hova em
solug®o corante. Em seguida, & colocado na solugfo descorante, sendo
esta  solug®o trocada wvarias vezes até a obtencio de contraste
desejavel . s géis apds descoramento, foram guardados em uma  solugio

de P,5% de acido acédtico.
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Mediu-se as dist@&ncias das bandas dos padrdes e as
distancias das bandas das amostras covvidas na eletvoforese, apds
terem sido devidamente corvadas. Determinou-se o RY (mobilidade
relativa) de cada proteina. Através dos valores de RF, construiu-se
uma curva padrvio, a partir da gual se estimou os pesos moleculares das

proteinas das amostras testadas.
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4. FESHLTANG

4.4 ESTABILIDADE TERMICA VIRAL

0Os testes realizados visaram avaliar a estabilidade tévrmica
do VFNAgF, VUPNAgFie, VFNTnF, VUPNTnFq{y e VGDs em larvas de D.
saccharalis, e os resultados destes experimentos estfo apresentados
nas tabelas 1, 14, 2, 24, 3, 34, 4, 44, 5 ¢ SA respectivamente.

Analisando os vrvesultados, constata-se que todos os 3
baculovirus testados foram completamente inativados a temperatura de

1009C em menos de cinco minutos.

Dos & virus estudados, apenas o VGDs e o VPNTnF4{4 mantiveram
sua infectividade para as larvas de D. saccharalis a 802C por I

mihutas, sendo que aons 19 minutos todos foram totalmente inativados.

Verificou~se que 08 9 baculovirus foram completamente
inativados em menos de 30 minutos & temperaturas de 702(, ao passo que
a &08C chegaram a resistiv por 2 horas sem perder totalmente =&

infectividade.

Todos os % virus testados, foram capares de resistir por até
1 dia (144¢ minutos), sem perder totalmente sua infectividade em

temperaturas de 508C. Jad, em temperaturas de 402C, os baculovirus
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analisados mantiveram a infectividade por até 5 dias (7200 minutos) de

exposicio.

Nota~se que os valores de TlLsp aumentavam com o aumento do
tempo de incuba¢fo a uma determinada temperatura. No calculo de Thse
observou~se altos coeficientes de correlagfo, variando entre os

valores de @,88 a 0,99.

Nestes experimentos, verificou-se ainda que ha uma relagio
linear entre o aumento de temperatura g a taxa de inativagio viral. E,
quanto maior foi o tempo de incuba¢glo em uma determinada temperatura

maior foi a inativa¢8o dos 5 baculovivrus testados.

Comparando-se os 5 isolados, pode-se constatar que o VFNagF
Foi o mais estivel, apresentando as menores taxas de inativagio de

seus poliedros

Diante dos resultados, constatou-se que os 5 baculovirus

testados apresentaram semelhante estabilidade térmica.



TABELA 1 - Termoinativagio do UPNAGP. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculagdo via oral com uma
dose de 106 cristais/larva.

Temperaturas  Tempa de Nimero de Hortalidade Tl r#  Poliedros Ativos  Taxa de
(oc) Incubagdo Individuos Corrigida (Dias) (Estimativa da Poliedros
(Minutos) Analisados (X) Dose Efetiva) Inativados
0 50 44,0 -- - 1,0 x 166 ——
100 5 50 0,0 - - — ————
10 50 9,0 - . ———- -
) 50 42,0 - - 1,0 x 168 -—--
) 5 50 0,0 - - ———— ———-
10 56 9,0 - - ———— e
0 50 44,0 S — 1,0 x 169 ———-
70 5 50 14,0 - - 3,0 x 104 3,3 x el
16 50 12,0 - - 2,3 x 10 4,3 x o
0 50 44,0 - - 1,0 x 106 ----
5 50 36,9 - - 2,8 x 109 3,5 x 10°
10 50 34,0 -- - 2,5 x 109 4,4 x 10°
15 50 32,0 -- - 2,0 x 109 5,0 x 10°
40 20 56 39,9 T 1,8 x 109 5,5 x 109
30 49 27,5 -~ - 1,2 x 169 8,0 x 10°
40 40 17,5 - 4,9 x 104 2,6 x 1o
40 40 7,5 S 1,0 x 104 1,0 x 168

r#* - Coeficiente de Correlagio
Taxa de poliedros inativados = n@ de poliedros inoculados/n8 de poliedros ativos x (0@
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TABELA 1A - Termoinativagiio do VPNASP. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculagio via oral com uma

dose de 100 cristais/larva.

Teaperaturas  Tempo de Nimero de Hortalidade Tlse r# Poliedros Ativos  Taxa de
¢8C) Incubagio Individuos Corrigida (Dias) (Estimativa da Poliedros
(Minutos) Analisados (%) Dose Efetiva) Inativados
) 50 43,3 - - 1,0 x 185 ———

5 50 38,0 - -~ 3,2 1o§ 3,1 x 109

19 50 36,0 - -~ 2,8x1e 3,5 x 169

15 50 34,9 -- - 2,5 x40 4,0 x 100

20 59 32,0 - - 2,0 x 16° 5,0 x 169

50 30 50 30,9 -- —~ 4,8 x 100 5,5 x 109

49 50 28,0 -- - 1,3 x 109 7,6 x 109

40 50 18,0 - -- 5,1 x 104 1,9 x 1ol

129 50 14,8 -- - 3,2 xte 3.4 x g0l

300 50 8,0 - -- i,2 x 104 8,3 x 1o

1440 50 2,0 - -~ 4,2xi8 2,3 x 102

) 50 52,0 15,9 0,98 1,0 x 16 -

5 50 50,8 17,9 0,97 8,0 x 1o§ i,2 x 10°

10 50 48,0 - - 7,8 x 10 1,3 x 10°

15 50 44,0 -- -~ 5,0 x 10 2,0 x i0®

20 50 42,9 - - 4,0 x 18Y 2,5 x 10

20 50 38,0 - - 3,2 x 100 3,1 x 100

49 40 50 34,0 - - 2,5 x 100 4,8 x 109

60 50 30,9 - —~ 1,8 x 180 5,5 x 10

120 56 26,0 -- — {2 x i 8,3 x 109

300 50 14,0 - -~ 4,0 x 104 2,5 x 1€

1449 50 10,9 - - 1,7 x 10! 5,8 x 102

7200 50 4,0 -- -~ 2,0 x10° 5,0 x 10

v*# - Coeficiente de Correlagdo
Taxa de Foliedros Inativados = nQ de poliedros inoculados/ n? de poliedros ativos x {00
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TABELA 2 - Termoinativagdo do UPNAgF 4. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculagdo via oral com uma

dose de §09 cristais/larva.

Temperaturas  Tempo de  MNuisero de  Mortalidade Tl r# Poliedros Ativos Taxa de
o) Incubagio Individuos forrigida {Dias) (Estimativa da Poliedros
(Hinutos) Analisados (X) Dose Efetiva) Inativados
0 40 97,5 11,1 0,9 1,0 x 100 ——
100 5 50 0.0 - - —— ——
19 49 0,0 - - —— ——
0 50 96,9 14,4 0,95 1,0 x 166 ———
80 5 50 2,0 - - —— ——
19 56 9.0 -- - ———— S—
0 60 9,7 13,7 9,88 1,0 x 166 ———
5 50 12,0 - - 8,0 x ol 1,2 % 105
70 10 50 8,0 -- - 5,0 x 10l 2,0 x 105
{5 50 4,0 - - 1,3 x fol 7,6 % 105
20 50 0,0 - - - —_—
0 59 100,0 13,3 0,97 1,0 x 105 e
5 50 72,0 21,6 0,99 8,0 x 104 1,2 x 10d
10 40 66,7 28,0 0,98 4,7 x 104 2.1 x {0l
40 15 50 48,0 - - 5,0 x 103 2,0 x 1
20 40 42,5 -- - 3,0 x 163 3,3 x 16°
30 49 17,5 - - 1,9 x 162 5,2 x 103
49 40 8,0 - - 5,0 x {6l 2,0 x {0t

r* - Coeticiente de Correlagdo

Taxa de poliedros inativados = n? de poliedros inoculados/ n@ de poliedros ativos x 100
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TABELA 2A. Termoinativagio do UPNAGF(g. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculacdo via oral
con uma dose de 106 cristais/ larva.

Temperaturas Tempo de MNimero de Hortalidade Tlgp r*  Poliedros Ativos Taxa de

(og) Incubagio Individuos Corrigida (Dias) (Estimativa da Poliedros
{Minutos) Analisados (X) Jlose Efetiva) Inativados
0 50 100,0 16,5 0,93 1,0 x 16° —
5 50 86,0 24,7 0,97 6,8 x 107 1,0 x 160
10 50 80,0 23,6 0,98 25x167 4,0 x 10
15 50 76,9 25,7 0,92 1,2 x 10” 8,3 x 16®
20 50 72,0 28,0 0,93 8,0 x 104 1,2 x 160
50 30 50 62,9 28,5 0,99 2,5 x te4 4,0 x fol
40 50 58,0 28,0 0,94 1,6 x 104 6,2 x 1o
40 50 50,0 28,7 0,97 4,7 x 103 1,5 x 10€
129 50 44,0 — - 3,5 x 103 2,8 x 16°
300 50 32,9 — - 1,0 x 103 1,0 % 163
1449 50 2,0 - - 1,1 x o 9,0 x 104
0 50 98,0 16,4 0,99 1,0 x 165 —
5 50 94,0 18,6 0,99 9,8 x 107 1,0 x 109
10 50 92,0 20,9 9,98 9,4 x 107 1,1 x 10°
15 50 B4,0 22,3 0.9 4,5« 1o§ 2,2 x 169
20 50 76,9 22,7 0,98 1,2 x ie° 8,3 x 10°
40 30 50 74,0 22,7 0,98 1,0 x {69 1,0 x 10!
40 50 72,9 23,5 0,99 8,0 x 104 f,2 x 10!
40 50 66,0 23,6 0,91 4,0 x 104 2,5 x ol
120 50 56,0 27,7 0,97 1,2 x 104 8,3 x o
1449 50 30,0 —- - 9,8x i@ i,i x 163
7200 50 21,2 —- - 3,0 x 16 3,3 x 163

r* - Coeficiente de Correlagio
Taxa de Poliedros Inativados = n@ de poliedros inoculados/ n® de poliedros ativos x {00
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TABELA 3. Termoinativagfo do VPNTnP. Avaliado em larvas de D. saccharalis . Inoculagfo via oral
com uma dose de 106 cristais/larva.

- -t

Temperaturas Tempo de MNumero de  Hortalidade TL5; r#  Poliedros Ativos Taxa de

9c) Incubacio Individuos Corrigida (Dias) (Estimativa da Poliedros
(Minutos) Analisados (X) Dose Efetiva) Inativados
0 50 80,0 14,2 0,89 1,0 x 160 -
100 5 50 0,0 — - — —
19 50 0,0 - - -
0 34 82,4 14,3 0,93 1,0 x 106 S—
80 5 50 0,0 S — —
10 33 9,0 T - —--
0 50 78,0 12,8 0,93 1,0 x 166 —
5 50 26,9 - - 1,7 x 104 5,8 x ol
70 10 43 9,3 - - 2,9 x 163 3,4 x 168
{5 42 0,0 - R —
20 50 0,0 - ———- ——
0 50 82,0 12,2 0,97 1,0 x 169 —
5 50 58,90 13,7 9,99 1,8 x 107 5,5 x 16°
10 50 54,0 16,4 9,99 1,5 x 107 6,6 x 10°
40 15 50 48,9 -—- - 9,010 1,1 x 1!
20 40 35,0 . 3,5 x 104 2,8 x 1ol
30 40 25,0 - - 1,5 x 104 4,6 x fo
40 40 10,0 — - 3,0 x 3,3 x 10f

r# - Coeticiente de Correlagdo
Taxa de Poliedros Inativados = n€ de poliedros inoculados/ n2 de poliedros ativos x 109
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TABELA 3A. Termoinativacio do VPNTnF. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculagdio via oral

com uma dose de 108 cristais / larva.

Temperaturas Tempo de  Nimero de HMortalidade Tlgg r# Foliedros Ativos Taxa de
o) Incubago Individuos Corrigida (Dias) (Estimativa da Poliedros
(Minutos) Analisados (X) Dlose Efetiva) Inat ivados
0 50 78,0 10,7 0,94 1,0 x 16 e
5 50 62,0 11,1 9,95 2,3 % 1¢” 4,3 x 160
10 50 60,9 11,7 0,94 2,4 x 162 4,7 x 160
15 50 54,0 3,5 0,98 1,4 x ¢’ 7.1 x 10®
20 50 48,0 - - 9axt0! 1,1 x fof
50 30 50 46,0 —- -~ 8,0xie 1,2 x 104
40 50 49,0 - - 5,0xie 2,0 x iol
60 50 34,0 —- - 32xi0 3,1 x 1ol
120 50 24,0 - .- 1,4 x 10 7,4 x f
300 50 12,0 - = 4,0 x16 2,5 x 108
1449 50 2,0 — - 3,5x 16 2,8 x 103
) 54 84,3 12,2 0,98 1,0 x 106 ————
5 54 80,4 14,4 0,95 1,0 x 104 1,0 x 109
10 54 78,4 14,6 0,97 9,6 x 102 1,1 x 10®
15 54 6,7 15,5 0,95 2,5 x 109 4,0 x 10°
20 54 58,8 15,6 0,92 1,8 x 10 5,5 x 16
30 51 54,9 16,6 0,95 1,5 x 107 6,6 x 109
49 40 54 51,0 18,9 0,89  1,f x 18° 9,1 x 169
40 54 45,1 - - 7,8 x 10t 1,4 x fo!
120 54 37,2 -~ - aexie 2,5 x 1ot
300 5¢ 29,4 - - 2axiet 4,1 x 10!
1449 54 19,6 —~- - 9,7 xie 1,0 x 16€
7200 54 7.8 - - 1,8 x10 5,5 x 162
r# - Coeficiente de Correlagido
Taxa de Foliedros Inativados = n® de poliedros inoculados/ n@ de poliedros ativos x 100
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TABELA 4. Termoinativacdo do UPNTnFyi. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculagdo via oral
cos uma dose de 106 cristais/larva.

Temperaturas Tempo de  Nimero de  Hortalidade TLsg r* Foliedros Ativos Taxa de

(oc) Incubag¢io Individuos Corrigida (Dias) (Estiamativa da Poliedros
(Minutos) Analisados (%) Ilose Efetiva) Inativados
0 49 95,0 12,6 0,96 1,0 x 10 J—
100 5 40 0,0 - - —— ——
19 49 0,0 S — — —
0 60 100,0 14,3 0,94 1,0 x 106 e
) 5 50 5,0 — e ——— ——
10 49 0,0 S — - -
0 50 96,0 12,8 0,99 1,0 x 10 —
5 50 4,0 — - —— .
70 19 55 3,6 - - ———
i5 55 0,0 - - -
20 40 0,0 - - ———— ———
0 50 98,0 13,5 0,97 1,0 x 10 -——
5 50 76,0 15,8 0,98 2,5 x 1¢* 4,0 x 16°
10 50 66,9 20,2 0,97 7,0 x 10° 1,4 x 163
15 50 54,0 24,8 0,98 5,5 x 16 1,8 x 103
40 20 50 52,0 2,5 8,92 1,5 x 16° 6,6 x 163
30 50 46,0 R — 5,0 x 1o 2,0 x 0
40 50 44,0 -~ - 4,0x1e 2,5 x 164
40 50 30,0 - - L0146 1,0 x 10
120 56 16,0 - 2,0 x 109 5,8 x 107

* r - Coeficiente de Correlagio
Taxa de poliedros Inativados = n? de poliedros inoculados/ nQ de poliedros ativos x 100
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TABELA 4A. Termoinativagdo do VPNTnF¢q. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculagio via oral
com uma dose de 186 cristais / larva.

Temperaturas  Tempo de  Nimero de  Mortalidade Tlgy r*  Poliedros Ativos Taxa de

o) Incubagdo Individuos Corrigida {Dias) (Estimativa da Poliedros
(Minutos) Analisados (X} Dose Efetiva) Inativados
0 50 100,0 13,1 0,98 1,0 x 106 ————
5 56 94,0 16,9 9,97 9,0 x 189 1,1 x 109
10 50 99,0 17,8 0,96 3,0 x 107 3,3 x 10°
i5 50 84,0 7,9 0,9 1,3 x 19 7,6 x 109
20 50 72,0 18,2 0,9 1,5 x 1o 6,6 x o
50 30 50 66,0 18,6 0,96 7,0 x 108 1,4 x 103
40 50 40,0 21,7 0,95 4,0 x 10° 2,5 x 103
49 50 54,0 25,8 0,97 1,7 x 16€ 5,8 x 163
120 50 44,0 - - 5,0 x it 2,0 x 109
309 59 40,9 S — 3,0 x jol 3,3 x 109
1449 50 4,0 -— - 1,0 x 10° 1,0 x 106
8 50 94,9 13,8 0,97 1,0 « 100 menn
5 50 92,9 15,7 0,94 4,5 x 16° 2,2 x 10°
19 50 99,0 16,1 9,93 3,0 x 109 3,3 x 160
15 50 88,9 16,3 0,93 2,0 x 109 5,0 x 1¢®
20 59 86,9 17,9 9,97 1,3 x 10° 7,6 x 100
49 30 50 84,0 18,8 0,99 9,0 x {e* 1,1 x o
40 50 76,0 21,7 0,95 2,5 x 104 4,0 x 1ol
0 50 74,0 22,7 0,95 2,0 x 104 5,8 x fol
120 50 70,0 23,5 0,98 1,0 x {ot 1,0 x 10°
300 50 40,0 27,5 0,98 4,0 x {¢F 2,5 x 103
1449 50 42,0 — - 4,1 x fol 2,4 x 104
7200 50 32,9 S 1,8 x 1ol 5,5 x {04

#r - Coeticiente de Correlagio
Taxa de Foliedros Inativados = n® de poliedros inoculados / n de poliedros ativos x 100.
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TARELA 5. Termoinativacio do UGDs. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculagio via oral com
uma dose de 104 cristais/larva.

Tesperaturas Tempa de Nimero de Hortalidade Tlsg r* Paliedros Ativos Taxa de
() Incubagio Individuos Corrigida {Dias) (Estimativa da Poliedros
(Hinutos) Analisados (X) Dlose Efetiva )} Inativados
0 50 98,0 12,4 0,95 1,0 x 10 —
100 5 50 0,0 - - ——— ————
19 50 0,0 - -- - -—
0 59 9,0 12,8 0,97 1,0 x 16 ——
8o 5 50 6,0 - -~ 5,0 x 10° 2,0 x 109
10 50 0,0 - - ——- -
') 50 96,0 12,4 0,96 1,0 x 106 ———-
5 50 22,9 - - 8,0 x 103 1,2 x 168
10 50 16,9 - - 2,0 x 103 5,0 x 162
70 15 50 10,0 -- -~ 8,4 x 1 1,2 x 103
20 50 4,0 - -~ 4,0 x 16° 2,5 x 0¥
30 50 0,0 - — — ———
') 50 98,0 14,3 0,98 1,0 x @6 ———-
5 50 80,0 21,2 8,98 9,0 x 104 1,1 x ol
10 50 74,0 25,7 0,9 6,0 x 104 1,6 x 10!
15 50 48,9 27,3 0,97 3,3 x et 3,0 x 1ol
40 20 50 50,0 27,9 0,97 4,2 x 10 2,3 x 10f
30 49 43,3 - -- 3,0 x 103 3,3 x 16°
40 56 38,0 - -~ 2,4 163 4,3 x 108
40 60 33,3 -~ - 9,6 x 1 1,1 x 103
120 50 22,0 - -~ 8,0 x i6f 1,2 x 103

r* - Coeficiente de Correlagdo
Taxa de Poliedros Inativados = n@ de poliedros inoculados / n2 de poliedros ativos x 10
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TABELA SA. Termoinativacio do VGDs. Avaliado em larvas de D. saccharalis. Inoculagdo via oral com
uma dose de 106 cristais/larva.

Temperaturas Tempo de  Nimero de  Mortalidade Tlgy % Poliedros Ativos Taxa  de

(20) Incubagdo Individuos Corrigida (Dias) (Estimativa da Poliedros

(Minutos) Analisados (%) Iiose Efetiva ) Inativados
0 50 9,0 15,2 9,98 1,0 x 103 ——

5 50 94,06 19,3 0,99 7,0 x 10 1,4 x 100
19 50 92,9 19,5 9,98 5,0 x i¢° 2,0 x 109
15 50 86,0 20,1 0,98 2,0 x 187 5,0 x 109
20 50 ge,0 2,8 0,98 8,0 x 10 i,2 x tol
50 30 50 74,6 24,4 0,98 5,0 x 104 2,0 x ol
49 56 8,0 24,7 0,98 3,8 x 104 3,3 x 1ot
40 44 63,6 a7, 0,97 1,8 «xie 5,5 x 10l
120 50 59,0 28,5 0,93 4,2 x i3 2,4 x 16°
300 50 49,9 - - 2,5 x 1 4,0 x 10°
1449 50 20,9 - - 4,2 x 102 2,4 x 163

0 50 96,0 14,3 0,9% 1,0 x 16 —-m-
5 50 94,0 16,4 0,92 7,0 x 1@ 1,4 x 10°
19 56 94,0 14,8 0,98 7,0 x {e° 1,4 x 10°
15 50 88,9 18,1 0,9 3,5 x 107 2,8 x 109
20 50 86,0 18,3 0,95 2,0 x 1&° 5,0 x 10
30 50 84,0 18,7 0,98 1,4 x 1@° 6,2 x 109
40 40 50 74,0 18,9 0,97 5,0 x 104 2,0 x i
40 59 70,0 19,6 9,98 4,0 x 104 2,5 x 10
120 50 62,0 20,2 0,97 1,6 x 10 6,2 x fol
300 50 54,0 20,3 90,94 8,0 x 10° §,2 x 102
1449 50 38,0 - - 2,3x 16 4,3 x 16F
7200 50 22,9 —~ - B,0x 1 1,2 x 103

r* - Coeficiente de Correlagdo
Taxa de Foliedros Inativados = n® de poliedros inoculados / n€ de poliedros ativos x 109
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4.2 EFEITOS DE DIFERENTES TEMPERATURAS NO DESENVOLVIMENTO DA

INFECCXO VIRAL

Oz resultados dos experimentos com diferentes temperaturas
no desenvolvimento da infec¢Ho dos virus: VPNAgP, VFNAgFig, VFNTnF e

UFNTnFy4 estBo respectivamente nas tabelas 6, 7, B e 9.

Verificou~se que os baculovirus se desenvolveram normalmente
na faixa de 4172C a 392C, n&o exibindo quaisquer alteragtes
mor foldgicas nos poliedros ou cristais virais, assim como todas as
larvas mortas analisadas demonstyaram os sintomas tipicos da

infecgdo por Virus de Poliedrose Nuclear.

As larvas controle (grupo de larvas que ndco foram inoculadas
com virus) nas temperaturas 392C, 372C e 352C, mostraram uma

mortalidade larval de 100X, 80% e 5% respectivamente para os 4

experimentos. Nas demais temperaturas, no entanto, nio ocorveu
mortalidade no  grupo cantvole, que passaram A fase de pupa €

emeragivam como adultos normais. 0 exame de amostras de tecidos dessas

larvas, mostraram sempre a auséncia de virvus.

Fode-se observar nestes experimentos, que os valores de Tlege
foram diminuindo & propor¢io que a temperatura era aumentada. For
exemplo, no caso do UPNTnFgq, a 179C o valor de TlLgp € de 46,3 dias

enquanto que a 398C & de apenas 6,6 dias.
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[le modo geral, constatou-se que as porcentagens de
mortalidade larvais Fforam crescentes a medida que a temperatura era
aumentada. 0s 4 experimentos demonstraram que a 172C foi onde ocorreu
a menor porcentagem de movtalidade larval. 0 UPNAgF, a 172C ocasionou
uma mortalidade larval de apenas 7,5%, aumentando gradativamente até
atingir 190X & temperatuva de 372C. 0 VPNTnF produziu uma movtalidade
larval de 35% a 179C, e como o VUFNAgF, aumentou gradativamente até
alcangar 1004 =a 378C. Jd, os isolados selecionados, VFNAgFge e
UPNTnF44, a 178C, causaram respectivamente uma mortalidade larval de
47,54 e 75X e, em contraste com os isolados nAo-selecionados Ja

atingivam 190X de mortalidade larval a 28°C.

Fara os 4 baculovirus testados, & tempervatura de 392C, foi
onde ocorreuw a menor produgio viral (produ¢cio de vivus por grama de
larva morta), ndo obstante em todos os experimentos verificarmos que
nesta temperatura houve 109¥% de mortalidade larval. lesse modo, nota-
s que nem sempre uma maior morvtalidade larval idindica uma maiov

produgfo viral.

Fode-se obgservar, 4que para os 4 wvirus analisados, =&
temperatura otima foi de 2820, onde ocorveu a maior producio viral.
Verificou-se que a medida que se atastou desta temperatura, menor foi
essa  produgdo. 0s vivrus: VUFNAgF, VPNAgFip, VFPNTNF e VUFNTNnFy4, quando
mantidos no intervalo de temperatura de 282C a 262C, ou seja a
varigkﬁo de apenas 22C abaixo da temperatura otima, mostraram uma

redugio na produgio viral de 1,07, 4,56, 1,84 e 3,83 VEZES

respectivamente. Jd o intervalo de temperatura de 309C a £BEC, isto &,
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a alteraglo de 22C acima da temperatura otima, o VFNAgF, VFNAgF4p,
VENTnF e VUPNTnFqy exibiram uma rvedug¢do na produclo viral de

respectivamente 4,641, 2,79, 1,39 e 1,92 vezes.

No intervalo de temperatura entre 178C a 282C, notou-se em
todos o0s experimentos um aumento substancial na producio viral.
Ilegtarte, o VFNAgF ter apresentado neste intervalo de temperatura um
aumento na  producio viral de 31,1 vezes, o aumento exibido pelo
isolado selecionado VPNAgF4e foi de 323,8 vezes. 0 VPNTnF mostrou um
aumento na produ¢fo viral de 13,8 vezes e o do isolado VPFNTnF44 foi de
44 vewes. Esses dados indicaram que os isolados selecionados em
compara¢c&o com os isolados originais, exibivam um maior aumento do que

estes dltimos na producfo viral, neste intervalo de tempevatura.

Ja no intervalo entve 282C e 392C, verificou-se com o
aumento da temperatura uma redugBo significativa na produgio wviral.
Neste intervalo de temperatura, o VFNAgF apresentou uma reducio de
1445 vezes na produgio viral, ao passo que o0 isolado selecionado
UFNAgF 19 mostyou uma redug8o de 1783,8 vezes. Ja o VPNTnF exibiu uma
reduc@o na produgdo vival de 405,8 vezes enquanto que a redugHo
demonstrada pelo VPNTnFq4 foi de 3632,6 vezes. Desse modo, vevifica-se
que neste intervalo de temperatura, os isolados selecionados
apresentaram uma maiov veduglo na producfo vivral do que os isolados
originais.

For outro lado, a eficiéncia de producfo viral que € uma
estimativa do numevro de poliedros produzidos por grama de larva

inoculada, multiplicado pelo ndmero de larvas mortas, foi o outro
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parametro utilizado para avaliar os efeitos de temperatura no

desenvolvimento da infecglo viral.

Fara 0% 4 virus testados, a temperatura de 398C foi onde se

deu a menor eficiéncia de pvodugio viral.

Nestes experimentos, constatou-se que no idintervalo de
temperatura entre 178C e 889C, o VFNAgF apresentou um aumento na
eficiéncia de producio viral de 444,44 vezes ao passo que o isolado
selecionado VFNAgFie teve uwum aumento de 670 vezes. Neste mesmo
intervalo de tempevatuva, observou-se que o aumento na eficiéncia de
producio viral do VPRTnF foi de 24,9 vezes enquanto o isolado

selecionado VFNTnF44 mostrou um aumento de 3632,6 vezes.

No intervalo de 142C, entre as temperaturas de 282C a 3992C,
notou-se que o VPNAgP teve uma redu¢clo na eficiéncia de produ¢io viral
de 397,22 vezes & o0 isolado selecionado VFNAgFqg foi de 1744,8 vezes. 0
VUFNTnF teve uma redugio na eficiéncia de produgio viral de 252,9 vezes
ao passo que o isolado selecionado VPNTnF4{4 exibiu uma redugio de

3632,6 vezes.

0s dados demonstraram ainda que a alteragio de apenas 29C,
pode significar um aumento ou diminui¢io substancial tanto na produgio
como na eficiéncia de produclo viral. For exemplo, 0o VUFNTnF 44
apresentou uma reduglo significativa de 185 vezes tanto na produgio
como na eficiéncia de produglo wviral no intervalo entre RS

temperaturas de 35%2C a 379C.
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TABELA 6 - Efeito de Temperatura nocdesenvolvimento da infecglo viral do VUFNAGF, em larvas de
B. saccharalis. Dose: 16 cristais / larva.

Temperaturas Nimero de Individuos Larvas mortas  Tlsg "*  Produgdo de virus Eficiéncia
(8=C) Analisados com infecgao (Dias) por grama de larvas de Produgdo
Viral mortas Viral
Ng { (168 poliedros)  (1€bpoliedros)
i7 49 3 7.3 == ———- 31 4
o2 49 5 i2,5 - —— 144 i8
24 49 4 ie,e ———— - 238 24
2é 49 5 12,5 - ——— 1480 185
28 40 ii 87,3 ———- - 15%@ 437
30 49 2o 50,0 13,1 0,89 345 i7e
3 4@ 29 59,9 12;6 8,94 254 iga
35 49 28 70,9 iz, 0,98 49 34
37 49 40 iee,e ie,3 8,97 24 24
39 49 40 100,90 2.8 0,96 { i

T* - Coeficiente de Corvelagio

Eficiéncia de Frodugio Viral = produgdo de virus por grama de larva morta x ¥ larva mortas / {80
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TABELA 7 - Efeito de Temperatura no desenvolvimento da infecgdo viral do VFNAgF(p, em larvas de
D. saccharalis. Tose: 109 cristais / larva.

Temperaturas  Nimero de Individuos  Llarvas mortas  Tlsg ™ Producdo de virus Eficiencia de
(08c) Analisados com infecgao (Dias) por grama de larvas Produgdo viral
Viral sortas

NO % (166 poliedras) (104 poliedros)
i7 49 i9 47,3 mmmm e 42 2@
20 49 36 26,0 29,2 9,97 2479 2400
24 49 37 92,5 19,8 9,94 1770 1640
) 49 38 95,0 i4,6 9,92 3000 2850
°8 40 39 97,3 i4,{ 9,92 13709 i3400
30 49 39 97,5 iz, e,%8 4919 4789
32 49 39 97,3 i1,8 0,94 1560 1440
35 49 49 100,90 1,4 9,98 28é o8é
37 4¢ 49 100,09 9,4 8,95 44 44
39 40 49 100,90 2.2 ¢,98 8 8

T* - Coeficiente de Correlagho

Eficiéncia de Produgio Viral = Frodugio de virus por grama de larva morta x % larvas mortas / {00



TABELA 8 ~ Efeito de Temperatura nordesenvolvimento da infecgao viral do VPNTnF, em larvas de
D. saccharalis. Dose: 1@~ cristais / larva.

Teaperaturas  Ndmero de Individuos  Larvas mortas  Tlsy '™  Produgdo de virus Eficiéncia de
2y Analisados coa infecgdo (Dias) por grama de larvas Produgdo viral
Viral mortas

NO X (104 poliedros) (106 poliedros)
17 49 i4 35,0 s e 150 53
22 49 i8 43,0 = e 346 153
24 40 2o 59,9 16,6 0,%1 633 36
24 49 i8 43,9 mm—— e i71@ 769
28 49 25 62,5 13,9 @,99 2070 i29¢
39 49 2é 65,0 13,5 @,%9 1480 948
32 40 K 80,0 i2,3 o,%8 2090 167
33 40 38 93,0 i1,4 @,99 i74 149
37 49 40 100,90 ie,7 9,93 g ?
39 40 49 109,60 9,4 @,87 2 2

T* - Coeficiente de Correlagio

Eficiéncia de Frodugio Viral= Produg3o de virus por grama de larva morta x ¥ larvas mortas / 190
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TABELA 9 - Efeito de Temperatura no desenvolvimento da infecgSo viral do VFNTnFyy, em larvas de
D. saccharalis. Tose: 109 cristais / larva.

Temperaturas  Mimero de Individuos Larvas mortas  Theg '*  Produgdo de virus  Eficiencia de
(a) fAnalisados com infeccao  (Dias) par grama de larvas Produgdc Viral
mortas

Ne X (106 poliedros) (10 poliedros)
17 40 30 75,0 46,3 0,79 4904 303
22 49 34 83,0 16,3 9,93 935 795
24 49 32 80,9 2,1 ¢,99 1260 {019
26 49 34 85,0 14,7 0,91 4450 3956
28 49 4 f0¢,0 13,8 ¢,93 17600 17800
36 49 49 100,90 ig,4 0,91 9276 9870
32 49 49 {00,0 ie,7 0,93 1750 {750
33 49 49 19,0 2.2 0,99 2430 £95e
37 49 49 100, 2.4 0,87 o4 o4
39 49 49 i0e0,0 6,6 0,9 3 5

¥ - Coeficiente de Corvelagho

Eficiéncia de Frodugdo Viral= Frodugio do virus por gram de larva morta x ¥ larvas mortas / 10¢
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0s dados demonstraram ainda que a alteragio de apenas 22C,
pode significar um aumento ouw diminui¢Ho substancial tanto na producio
como na eficiéncia de éroducﬁo viral. For exemplo, 0 VPNTNF ¢4
apresentou  uma redugfo significativa de 185 vezes tanto na producio
COmo na eficiéneoia de  produglo viral no intervalo entre as

temperaturas de 358C a 378C.
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4.3 EFEITOS DA INOCULAGXO PREVIA DE VIRUS INATIVADOS COMO INDUTOR DE

MECANISMOS DE DEFESA EM LARVAS DE 0. saccharalis

Nesse estudos, através da inoculagfo prévia de um  virus
inativado, procurou-se detectar a estimulagio de mecanismos de defesa
do inseto hospedeiro & posterior introducio do mesmo virus abtiveo cinco

dias mais tarde.

Foram utilizados os seguintes virus neste trabalho: VUFNAgF,
VFNAg Fyg, VPNTRF, UFNTn Fi; e VGDs. Os resultados destes experimentos

est8o apresentados nas tabelas 1@, {1, 12, 13, 14 e 13.

Utilizou~se = comparagio de mortalidade de lagavtas com €
gsem  inoculacio prévia como parametros para avaliagio do  aparecimento

de uma resposta ao estimulo tipo vacina.

Dbservou-se que nos 5 virus testados, em todas as doses
empregados, houve uma veduglo da mortalidade quando comparada com &
mortalidade do grupo sem a inoculagio prévia.

Os resultados indicam que a inoculaglo prévia de virus ina
tivado dinibiu parcialmente o desenvolvimento da infecgio do  virus

inoculado cinco dias mais tarde.

Na tabela 15, atraves do teste T, verificou-se 9gue A

diferengas entre os valores de mortalidade, do grupo ‘vacinado” e do

arupo sem inoculaclo aos 11 dias, foram signifticativos ao nivel de 95%
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de probabilidade (P = @,0%) em todas as doses inoculadas dos 5

haculovirus testados.



TABELA 1@ -EFfeito da Inoculagdo prévia de UPNAgP inativado contra a multiplicacdo do segundo indculo de
UPNAgF ativo, em larvas do 32 estadio de D. saccharalis.

INGCULOS DOSES cristais / larvas

12 2¢ 107 cristais/larva 106 cristais/larva {09 cristais/larva

S o Ndn;;; de Horta;;;ade Nd;;;;—;;- Hortali;;;e Nimero de —-é;;;;;;;;;;__

i1 dias 14 dias Individuos Corrigida Individuos Corrigida Individuos  Corrigida
Analisados x) Inoculadas X) Analisados (x)

vI Agua Diest . 50 0,0 50 0,0 50 8,0

U] fgua Dest. 49 99,0 50 49,0 '] 43,8

VI + VA figua Dest . S 89,9 50 58,9 59 46,9

fgua Dest. VA a8 88,0 30 45,9 50 24,0

VI VA 5 62,9 S0 22,9 50 2,0

VI - Virus inativado (1€0°C - por 18 minutos)

V& - Virus ativo
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TABELA {f -Efeito da Inoculagdo prévia de UPNAgF(y inativado contra a multiplicagdo do segundo indculo de
UPNAgFyg ativo, em larvas de P. saccharalis do 39 estadio.

INGCULOS DOSES cristais / larvas
{2 2 106 cristais/larva 109 cristais/larva 104 cristais/larva
S Nincro de Mortalidade Minero de Hortalidade Himero de  Kortalidade
i1 dias 16 dias Individuos Corrigida Individuos Corrigida Individuos Corrigida
fnalisados (X) Inoculadas (%) Analisados (%)

VI Agua Dest . 50 0,9 56 0,0 50 0,0

VA Agua Dest. 40 100,9 40 87.¢ 26 35,0

VI + VA Agua Dest. 50 i0¢,0 50 84,0 0 4,0

Agua Dest. VA 50 36,9 50 48,0 50 34,9

VI VA 50 32,0 50 26,0 50 8,0

VI - Virus inativado (16@°C - por 10 minutos)

Va - Virus ativo
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TABELA 12 ~Efeito da Inoculagio prévia de UPNTaP inativado contra a multiplicacio do segundo indcula de
VFNTnF ativo, em larvas do 32 estiadio de D. saccharalis

INGCULDS DOSES cristais / larvas
18 20 ie7 cristais/larva 106 cristais/larva 109 cristais/larva
S Ndmer;_;e ﬁortalid;de Numero de -Mortal;;;;e Numero de &;;;;;;;;;;~-
if dias i6 dias Individuos Corrigida Individuos Corrigida Individuos Corrigida
Analisados (%) Inoculadas (%) Analisados 169
VI Agua Dlest. 50 0,0 50 8,0 50 ¢,90
VA Agua Dest. 40 97,5 40 85,9 49 42,5
VI + VA Agua lest. a0 25.0 50 82,0 50 44,9
Agua Dest. VA 39 44,9 30 34,0 50 26.9
VI VA 50 20,0 50 16,9 50 6,9

VI - Virus inativado (108°C - por 1@ minutos)

VA ~ Virus ativeo
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TABELA 13 -Efeito da Inoculagio prévia de UPNTnF{{ inativado contra a multiplicagdo do segundo indculo de
VUPNTRF{{ ativo, em larvas do 32 estadio de D. saccharalis

INGCULOS DOSES cristais / larvas

10 20 107 cristais/larva 106 cristais/larva 109 cristais/larva
Nimero de HMortalidade Niumero de Mortalidade Numevo de Hortalidade

i1 dias i4 dias Individuos Corrigida Individuos Corrigida Individuos Corrigida
énalisados X) Inoculadas (X fnalisados (%)

VI Agua llest. 50 0,0 56 0,0 50 2,9

VA Agua Dest. 49 iee,0 49 97,3 49 29,0

Ul + VA Agua Dest . 50 100,0 50 98,90 ) 92,0

Agua Dest. VA a0 52,0 56 : 46,9 50 34.0

VI VA 50 22,9 50 i8,¢ 590 iz,9

YI - Virus ipnativado (1009C - por 40 minutos)

VA - Virus ativo
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TABELA 14 -Efeito da InoculagBo previa de Vé0s inativado contra a multiplicacio do segundo indculo de
VBlls ativo, em larvas do 39 estadio de D. saccharalis

INGCULDS DOSES cristais / larvas
1@ 22 108 cristais/larva 109 cristais/larva 104 cristais/larva
"""""""""""""""" Mincro de Hortalidade Mimero de  Fortalidade Mimero de  Hortalidade
i1 dias 16 dias Individuos Corrigida Individuos Corrigida Individuos  Corrigida
Analisados (X} Inoculadas (X) Analisados (X)

VI Agua Dest. 50 0,0 50 0,0 50 0,90

VA Agua Dest. 40 iée,o 46 97,3 2e 83,9

VI + VA Agua [est. S0 98,9 50 : 24,0 S5 84,0
Agua Dest. VA 30 79,9 50 44,0 50 é4.0

VI VA 50 48,9 S50 44,9 50 38,9

VI - Virus inativado (1009C - por 18 minutos)

V& - Virus ative



TABELA 15 -Efeito da Inoculagdo prévia de virus inativado em larvas do 32 estidio de D. saccharalis.
Avaliagio do efeito pelo teste T de Student para comparagio entre o grupo “Vacinado™
(grupo de larvas préviamente inoculados aos {{ dias) e o grupo sem inoculagdo aos ii dias
ao nivel de 95X%.

Virus Inoculados 187 cristais/larva 106 cristais/larva 189 cristais/larva 104 cristais/ larva
UPNAgGP ¥1=3,02 ¥£=p,55 ¥t=3,28 S e
UPNAgFgg = T ' ¥t=0,42 ¥t=2,28 *t=3,19
VPNTnP *¥t=2,76 ¥t=2,09 ¥t=p74 e
UPNTOFgy e *t=3,12 *¥t=,42 *¥t=2, 41
s 0 *t=2,23 *t=2,02 *t=2,62

* gignificativo ao nivel de 95X de probabilidade (x=6,03) comparando com tog= 1,97.
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4.4 SELECAO GENETICA

4.4.1 SELECAO GENETICA DO VPNAg EM LARVAS DE D. saccharalis

e modo geral, as larvas de D, sacckaralis infectadas com o
VPNAag  se caractervizavam inicialmente pov pouca mobilidade & falta de
apetite & com a evolugio da infecgdo as larvas se tovnavam flacidas e
demostraram  uma coloraglo esbranguicada na parte ventral do covpo que

posteviormente se estendia por todo o organismo.

Apds o 52  ~ 82 dia de tvatamento, as lavvas com@¢arvam @
morver & O exume destas sob o micvoscopio de contraste de fTase,
confivmava a presenca  do virus., 0s poliedvros ouw cristais do  VFNAg
observados ao microcdpio de contvraste de  fase, n&o apresentaram

gqualguer modificagio no decovrer das passagens seviadas.

As  tabelas 16, 17, 18, 19, 2@ ¢ 2i apresentam os dados de
mortalidade corrvigida das larvas de D, sacchkaralis nos difeventes
doses (107, ied, ie9, je4, ie3, 102 cristaisslarvaly dos indoulos do
UPFNAg  obtidos nas dez passagens seviadas a que se procede.  Nota-se
nessas  tabelas que a vesposta de morvtalidade covvigida das larvas de

D, saccharalis ao VFNag estd divetamente relacionada com a dose.

Nas tabelas acima mencionadas constam também os valores de
Tlhge com seus vespectivos coficientes de corvelagfo, as gquals vaviavam
gntre  o0s wvalores de @,75 a 0,99, Pode-se observay que o0s valorves de
Thge em geral diminuwivam com o aumento da dose, isto &, quanto maior a
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dose menor foi o tempo letal necessario parva matar 50% da populacio de
0. saccharalilis. Os valoves de Tlee variaram muito no transcorvrver  das
passagens seviadas do VFNAg nas  larvas de D. saccharalis, FAao

mostrando nenhuma tend&ncia de aumento ou diminuwigio.

Fara avaliar as altervagles na virvrulencia do VUFNAg submetido
A0 processo de passagem seviada, Fforam calculados os valores de DLﬁg

de isolados desse vivus nas larvas de P, saccharalis.

Constata-se na tabela 28 gque ocovvew um aumento gradual na
virulénecia do VUPNAg durante as passagens seviadas em larvas de D

saccharalis.

Guando comparado com a gevaglo parental, o isolado Fqp do
UFNAg  apresentou-se  com uma dose letal 5@ ([lgg) 148 veres menor  do
que o VUPNAgF. Jd o isolado Fpe quando comparado com o isolado Fig do
UFNAg mostrou-se cevca de 12,6 vezes mais vivulento do que sste

isolado pava as larvvas de P, saccharalis.

Na tabela @22 pode-se observar ainda que na 1% passagem o
Mg € de 7,89 x 10% cristais/larva enquanto que na 2098 passagem
gseriada o Dl & de 5,27 x 108 ou 527 cristais/larva, indicando a
pcorvéncia de uma redugio do Dlsg do VFPNAg para as larvas de b,

saccharalis.

0 VUFNAg apds ter sido submetido a vinte passagens serviadas

tornou-se  ceveca de 1,500 verzes mals vivulento para as larvvas de D,
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saccharalis.

Na figura 1, que  mostram os  graficos com  equagles de
regressiio, pode-se verificar da mesma forma o aumento na viruléncia do
UFPNAg através do deslocamento da linha tracejada gque indica o valor de
Ilhge., a0 longo das dez passagens seriadas desse  baculovirus nas
lagartas de D. sacchkaralias. Observa-se ainda nessas equagdes de
regressio  que os valores da inclina¢8o da reta mostraram uma peguena

oscilagio indicando a pouca variagio na populagio viral do UPNAg.
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TABELA 16 -Porcentagen de mortalidade induzida pelo UPNAg nas vdrias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 10/ cristais / larva.

Geragao do Indculo Numero de Individuos Mortalidade Corrigida Tl *
finalisados X (Dias)

Parental 163 04,4 i5,0 8,75
100 100 100 2,0 0,98
119 93 iee i2,4 8,93
{22 100 160 i2,3 0,98
138 160 100 13,5 8,90
1§80 Vi) {0 i1,9 0,97
158 109 iee i2,2 8,90
1468 100 109 14,3 9,99
179 106 i0e 8,2 8,97
i80 109 100 15,9 9,98
194 96 100 i2,7 9,99
200 100 98,0 i2,8 0,95
*

r - Coeficiente de Correlagio
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TABELA 17 -Porcentagem de mortalidade induzida pelo VPNAg nas varias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 186 cristais / larva.

Geragdo do Indculo Nimero de Individuos Hortalidade Corrigida Tlse *r
Analisados (%) (Dias)

Parental ieo 42,8 -=-- ———=
fo2 100 93,7 10,6 0,78
119 100 100 12,6 9,96
fe 93 97,0 3,8 0,95
130 8é 100 i9.4 8,93
112 100 97,9 13,4 8,91
158 i0d 98,0 12,7 8,94
162 100 100 16,8 0,97
£79 87 i@ ig, 1 0,98
188 106 99,9 i8,é 0,97
199 80 100 14,4 8,97
20¢ 92 79,0 13,¢ 0,96
*

r - Coeficiente de Correlagio
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TABELA 18 -Porcentagem de mortalidade induzida pelo VPNAg nas varias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 18° cristais / larva.

Geragao do Indculo Mimera de Individuos Mortalidade Corrigida Tisp *
Analisados $9) (Dias)

Parental 97 22,9 ——-- ----
ie¢ 100 67,3 i7,7 0,78
118 100 83,0 13,7 8,95
12¢ 99 75,9 17,4 2,99
132 166 90,0 23,2 @,97
11 87 93,9 16,4 0,94
159 109 89,0 i7,8 8,96
168 24 87,0 16,9 9,98
i78 113 89,0 16,9 9,94
180 100 85,90 i?,7 9,95
198 70 96,9 16,4 8,98
2e¢ 100 93,0 i8,9¢ 8,97
*

v - Coeficiente de Correlagio



TABELA 19 -Porcentagem de mortalidade induzida pelo UPNAg nas varias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 194

cristais / larva.

Geragdo do Indculo Nimero de Individuos Hortalidade Corrigida Tise *r
Analisados (% (Dias)

Parental 109 ie,@ -—-- ———-
fe¢ fo0 91,3 27,8 8,75
119 iee 47,9 ———— ——
12 93 60,9 7,3 6,97
132 86 44,0 23,2 8,94
142 {00 63,0 17,6 0,99
158 100 41,09 19,9 8,93
162 100 82,90 18,2 8,99
178 8o 83,0 i8,2 8,95
180 109 81,0 19,8 0,794
198 e 86,0 16,8 8,95
208 100 80,90 21,4 0,95
¥ - Coeficiente de Correlagio
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TABELA 28 -Porcentagem de mortalidade induzida pelo UPNAg nas varias pasagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 183 cristais / larva.

Geragdo do Indculo Nimero de Individuos Mortalidade Corrigida Tiep *r
finalisados ) (Dias)

Parental iie 3,3 ———= —=--
fe¢ 100 37,7 - s
118 iee 34,0 m——— ————
20 20 49,9 e v
138 iee 39,0 -——- ——
1@ 92 52,90 18,1 6,97
158 ige 33,0 19,8 8,91
142 109 51,0 20,1 ¢,%4
{79 99 48,9 == ———
ig? 100 64,9 20,3 0,97
199 90 62,0 18,1 8,94
260 100 54,90 24,2 0,93
¥ - Coeficiente de Correlagio
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TABELA 21 -Porcentagea de mortalidade induzida pelo UPNAg nas varias passagens seriadas ea larvas de

D. saccharalis. Dose: 102 cristais / larva.

Geragdo do Indculo Nimero de Individuos Mortalidade Corrigida TLse *y
Analisados (%) (Dias)

Parental ———— ———— e ——
08 — S - —
119 106 30,0 e -
{20 95 35,0 S— —
139 80 25,0 ~--- e
§4¢ 89 35,0 - -
150 100 39,0 —- —--
142 100 30,0 —— —
178 98 34,0 ~-- —mem
160 100 26,0 ———— ——
199 80 28,0 --e- ~---
200 100 34,0 - ——

¥r - Coeficiente de Correlagio

104



TABELA 22 -Doses Letais 50 (DLgy) dos 10 isolados do UPNAg em larvas de D. saccharalis

Geragin do Indculo

Numero de Individuos

Dlgp (cristais / larva)

Intervalo de gontianga (95%)

finalisados L. inferior L. superior
Parental 508 7,89 x 189 1,18 x 109 5,23 x 106
199 500 6,64 x 103 7,20 x 1€ 6,41 x 104
149 595 3,26 x 103 7,7 x 1ol £,38 x 10
120 568 2,04 x 103 2,95 x 108 1,41 x i@
£30 540 1,83 x 10 3,98 x 162 8,46 x 103
140 563 7,49 x 10° 4,70 x fel 1,19 x 104
150 600 7,47 x 16° 1,06 x 10F 4,83 x 103
142 594 6,92 x 1¢€ 1,32 x 16° 3,62 x 169
170 569 6,19 x 162 6,80 x 1ol 5,62 x 10°
180 400 5,84 x 168 3,61 x ol 9,46 x 163
199 510 5,39 x 1€ 1,16 x 10° 2,64 w 103
200 592 5,87 x 16° 2,85 x {of 9,72 x 102
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FIGURA 1 ~ Eauagio de regressio da mortalidade, em fungio da dose, pa-
ra a larva de D. saccharalis, inoculadas com Vivus de Fo-

liedose Nuclear de A. gemmatalis (VFRNAg).
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4.4.2 SELECAO GENETICA DO VPNATn EM LARVAS DE B. saccharalis

fis larvas de P, saccharalilis infectadas com o VUFNTn se
apresentaram em geral com tamanho rveduzido devido a falta de apetite
¢ o tegumento externo exibia uma colovagio esbranguigada. Com o
PrOgresso da infecgdo, oz corpos destas larvas se tornaram
completamente liquefeitos, morvendo as primeiras lagartas apds o 3%
dia da  inoculaglo do virus. Esses sintomas externos caractevisticas
das larvas de PD. sacckharalis infectadas com o VFNTn apresentaram-se
inalterados em todas =zs passagens seriadas. Através do  exame de

amostras do tecido gorduroso em micvoscopio de contraste da fase pode-

se constatar a presenga  do VFNTn nesses insetos. Os  cristais ou
poliedros observados nestas amostras de tecidos govdurosa nao

demonstraram aqualguer modifticagfo na forma ou tamanho no decorrer dos

passagens seriadas.

Mas tabelas 23, &4, 23, 246, 27 e 28 apresentamos os dados de
mortalidade corvigida das lavvas de D saccharalis nas diferentes
s s g o7 & . ol 4 3 P i e ey e .y ) o
doses (197, 1909, 19, {169, 109, g j@~ cristaisslarva) do VPHNTn dos
indculos obtidos através de passagens seriadas. Verifica-se nessas
tabelas que =a movtalidade corvigida das lavvas de 8. saccharalis

aumenta com a dose.

Nas tabelas mencionadas constam ainda os valores de Thgp com
seus respectivos coeficientes de corvelag8o gque se mostvam elevados.
Fode~se obsevvar nessas tabelas que os valoves de TL5® de modo geval

Foram inversamente propovcionais as doses utilizadas. Obsevva-se aindsa
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que  os  valoves de Thege variaram muito no transcorver das passagens
seriadas do VPNTn nas larvas de 2. sacckharalis, ndo mostvrando nenhuma

tendéncia consistente de aumento ou de dimiuigHo desses valoves.

Fara avaliar A goorréncia de gualguer variagio TE:)
patogencidade dos isolados obtidos de UVPNTn submetido a nove passagens
seriadas nas larvas de D, saccharalrs foram calculados os valores de

g que estio apresentados na tabela 29,

Constata-se na tabela 29 que ndo ocorreu gualguer altevagldo
significativa na virul&necia dos isolados de UPRTR no  decorver  das
passagens serviadas nas  larvas de B, saccharalis. Fode-se observar
também que enquanto na 119 passagem o Ilee € de 1280 coristais por

larva, na 202 o OlLee de 248 cristals por larva,

Em trabalhos anteriores, guando comparado, com =& geragdo
parental, o isolado Fyqq do VFNTn apresentou-se com uma dose letal 3504
([iLwg) BOQ vezes (8@6,46) menor do que o VPNTnF, representando um
aumento na vivuléncia do isolado Fyqq de B@0 vezes para as larvas de 8.

saccharalis.

Face aos resultados, observa-se que apods a 112 passagens,
nao ocorrewt uma  reduclo significativa do HLSQ, ao  longo das  nove
passagens seriadas do VPNTn nas lavvas de 2. sacchkaralis como pode sev

constatado na Figura 2.
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Nessa figura que mostvam, os gratficos com as equagdes de
regressio, pode-se verificar ainda, a nfo ocovréncia de  awmento da
patogenicidade do VFPNTn através da variagfo muito pequena 1)
deslocamento da linha tracejada que indica o valov de Dlgg ao  longo
das nove passagens seriadas desse baculovivus nas  lagartas de D

saccharalis.
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TABELA 23 -Porcentagea de mortalidade induzida pelo VPHTn nas vdrias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: i# cristais / larva.

Geragdo do Himero de Individuos Hortalidade Corrigida Tlsp *r
Indculo Analisados (%) {Dias)

UPNTh Parental 114 98,2 10,9 9,93
119 100 99,7 5,0 9,90
198 ——— _—— ——— ——
130 100 ioe i2,8 9,70
118 199 ieo 19,5 9,94
50 — — —- —
i48 109 ige 11,6 9,94
179 50 100 2,5 0,94
188 87 109 18,35 8,96
190 95 {00 i¢,8 9,90
202 ge oo i0,2 8,90
*

r - Coeficiente de Correlagio
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TABELA 24 -Porcentagem de mortalidade induzida pelo UPNTn nas varias em larvas de B. saccharalis.

Dose: 106 cristais / larva.

Geragdo do Nimero de Individuos Hortalidade Corrigida Tisp Ay
Indculo Analisados (%) (Dias)

UPNTn Parental 111 81,9 iz, 8,94
119 95 98,9 5,2 0,81
120 ge ioe ig,3 8,94
138 M 100 13,1 9,95
148 93 i0@ ii,7 8,964
5@ ?i 100 ie,8 8,76
142 ied ioe 15,3 9,99
17¢ 100 28,0 13,5 0,9
1882 100 98,0 11,7 8,96
19¢ ?8 100 i, 0,95
2e8 ige 99,8 18,4 . 8,87
¥ - Coeficiente de Correlagdo



TABELA 25 -Porcentagem de mortalidade induzida pelo VPNTn nas vdrias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 109 cristais / larva.

Geragdo do Nimero de Individuos Hortalidade Corrigida Tise *r
Indculo Analisados (%) (Dias)

UPNTn Parental 113 38,7 - ———
1@ 98 93,8 24,9 0,97
128 72 24,6 13,9 8,93
§3¢@ 8¢ 87,5 16,2 0,98
119 93 89,5 i2,3 8,95
152 100 70,0 4,8 0,97
148 ge 87,3 17,9 8,94
{78 100 84,0 16,14 0,94
189 100 8e,0 14,4 8,93
199 100 70,0 13,6 0,98
2e8 00 94,0 i2,8 8,94
*

v - Coeficiente de Correlagdo



TABELA 26 -Porcentagem de mortalidade induzida pelo VPNTn nas varias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 104 cristais / larva.

Geragdo do Nimero de Individuos Hortalidade Corrigida Tlsp *
Indgcula Analisados (%) (Dias)

UPNTn Parental 70 32,2 - ———-
L 26 86,5 37,1 0,97
i@ 92 78,2 16,2 8,92
132 26 79,8 17,6 0,94
118 10e 71,9 14,3 8,95
{52 100 84,0 - 6,2 2,93
149 UL 83,0 18,3 8,95
i7¢ 100 74,0 18,1 9,98
189 ioe 76,0 i8,1 8,98
199 iee go,0 16,7 9,94
£el 100 73,0 14,5 8,98
*

v - Coeficiente de Correlagio
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TABELA 27 -Porcentagem de mortalidade induzida pele VPNTn nas varias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 183 cristais / larva.

Geragdo do Mimero de Individuos Hortalidade Corrigida Tleo *r
Indculo Analisados (%) (Dias)

UPHTn Parental 100 15,8 - -
{18 100 64,0 49,3 8,96
128 B4 41,8 i9,- 0,99
132 98 67,9 18,7 0,9
119 94 46,0 14,4 8,914
159 100 62,0 : 17,6 8,95
142 100 49,9 19,3 9,93
{78 100 38,0 i8,7 8,94
189 iee 36,9 19,6 8,91
19 &0 58,3 17,4 0,99
262 95 53,8 13,8 8,99
*

v - Coeficiente de Correlagdo
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TABELA 28 -Porcentagen de mortalidade induzida pelo VUPNTn nas varias passagens seriadas em larvas de

D. saccharalis. Dose: 16 cristais / larva.

Geragdo do Nimero de Individuos Mortalidade Corrigida Tlse r

Ingculo fnalisados (%) {Dias)

UPNTn Parental — — —— ——

{40 ——— — —— ——
120 95 48,9 ——— —-
£38 87 46,0 ———— ——
110 100 47,9 ——— —
i50 100 48,7 e —-
148 100 41,0 — —
{70 100 49,8 ———- —
189 95 43,0 ——— ———
90 97 49,0 —— —
200 100 49,0 - -
*

v - Coeficiente de Correlagio
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TABELA 29 -Doses Letais 50 (DLsg) dos i1 isolados de UPNTn em larvas de D. saccharalis.

Geragdo do Mimero de Individuos Dlsy (cristais / larva)  Intervalo de Confianga (93%)
Ingculo Analisados L.Inferior L.Superior
UPNTn Parental 585 9,48 x 104 1,25 x 104 7,47 x 109
110 489 1,20 x 16° 1,46 x 10! 9,92 x 108
120 443 1,78 x 16¢ 2,40 x 1ol 1,33 x 103
130 552 1,20 x 162 1,51 x 10l 9,47 1 1068
118 584 1,51 x 16 4,86 x 10® 3,36 x 16°
150 494 1,37 x 166 2,48 x 1ol 7,67 x 16°
148 580 1,70 x 168 5,12 x 10® 5,69 x 169
170 550 1,45 x 16° 2,25 x ol 9,34 x 10€
1@ 582 1,98 x 16 4,15 x ol 9,45 x 10€
199 550 1,78 x 10° 4,83 x 10° 6,00 x 18°
poQ 575 2,18 x 1€ 7,88 x 10° 6,04 x 10°

*y

- Coeficiente de Correlagio
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FIGURA & ~ Fguagio de regressio da mortalidade em funcfo da dose, para
a larva de D, sacckaralis, inoculados com o Vivus de Folie~

tdose Nuclear de Trichoplusia ni (VFNTN ) .
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4.4.3 ANALISE COMFARATIVA DAS PROTEINAS DOS ISOLADOS DO VFPNAg E

UFNTn

0 padrio protéico wvirvral com seus respectivos pPESOs
moleculares dos  isolados do VPNAg e dos isolados do UPNTRh est8o  nas

figuras 3, 4, 5, & &.

Na figurz 3, guando comparamos o virvuas oviginal (VPRagl) com
05 isolados selecionados (VFNAg Fiﬁ e VUFNAg Foo s estes GE
apresentaram  didénticos quanto ao ndmero de bandas & gquanto a0s pPesos

moleculares de seus polipeptideos.

0 idisolado que Foi selecionado atraves de  dez passadgens
seviadas em  larvas de 0. saccharalis, ¢ posteriormente voltou a  ser

inoculado em seu hospedeivo original, A, gesmatalis (VFNAg Fip ply ge
mostvouw  identico ao  VPNAgk, quanto ao numevo de bandas &8 seus

respectivos pesos molecularves.

Na Figwra 3, wverifica-se ainda que os VPNAgs analizados
apresentaram 18 bandas, cujos pesos moleculares foram os  seguintes”
?2.000, 82.000, 44.9000, L8.500, 5H4.500, 48.@00, 43.009, 385.000,
36.000, 37.000, 28.000, 26.000, 24.000, 22 000 18.800, 16.500@, 13.000

& 13.000 daltons.

A poliedrina, principal componente protéico dos baculovivus
do subgrupo &, corrvespondente & banda n® 14, de peso molecular 25.000
daltons também nfo exibiu qualguer diferengza em sua mobilidade para os
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isolados do VFNAg.

Na JFigura 4, comparvando-se os pevtis protéicos do VPNTnP e
do seu isolado aelecionado  VUPNThFRe: constata-se  que 0% mesmos
apresentavram o mesmo padrio protéico de P2 bandas polipeptidicas com

08 mesmos pesos moleculares.

Analisandos—-se as proteinas do VFNTnF e do sew isolado
VFNTnFpg., verificou-se que os 22 polipeptideos encontrados mostrarvam
0% seguintes pesos moleculares: 135.@0@, 117.¢00, 10%9.900, 92.000,
B85.500, 76.000, 62.000, 61.000, 55,000, 46.700, 42.000, 37.000,
£28.000, 27 .000, 23.000, 21 .000, 18 500, 17.000, 15.500, 13.000, i2.800
e 11.00@ daltons, sendo que a maior banda ou a mais intensa ¢ a de n?

13, covrepondente & poliedrina.

Verificou~se que tanto o VFPNAg quanto o VFNTn & os  seus

isolados apresentaram 23 nmesmos Pesds moleculares PARra AH HUALS

respectivas poliedrinas, apesar de sevem vivus diferentes.
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FIGURA 3 - Representachio esquematica das bandas polipeptidicas para:
®) Fadrio de Peso Molecular 1) UPNAg Farental (VFNagF) &)
UFNAg Fig Ry 3) VUFNAg Fys e 4IVFNAg Fpg,purificados por

centrifugagio diferencial.
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FIGURA 4 - Representacgio esquemiatica dos bandas polipeptidicas encon-
trada para: 9) Fadrio de Feso Moleculay 1) VUFPMTR FParental

2) UPNTnFoe, purificados por centrifugacio difevencial.
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5. DISCUSSXD

S.1i ESTARILIDADE TERMICA VIRAL

Fm todos os expevimentos realizados, observou-se uma relagio
linear entrvre o aumento de tempervatura € a btaxa de inativacio wviral.
Fesa relagio linear também foi observada guanto #o  aumento de

tempevatura & o tempo de incubagio dos 5 baculovirus testados .

Os dados da literatura mostram gue 1909C & uma temperatura
suficiente para inativar completamente os virus de insetos em menos de
der minutos (STEINHAUS & DINEEN, 1960; DAVID & GARDINER, 1967; LOWE &
FASCHKE, 1948; STUERMER & BULLOCK, 19468; MORRIS, 1974, LATHIKA &
JACOE, i974; HARFAZ & RACCAH, 1978; STAIRS & MILLIGAN, 1979; BEUOFORD,
L984; YOUNG III & YEARIAN, 1986). Com efeito, neste estudo, constatou-
se que todos os 5 virus testados foram totalmente inativados com essa
temperatura  por 5 minutos. Em virtude dessas rvespostas, pode-se
sugerir que materiais ou mesmo equipamentos podem  ser  efetivamente
descontaminados de tais vivus, guando, em banho-marvia, sfo expostos

pOr um pequeno periodo & temperatura de 10080

NEo obstante, a litervatura velatar que alguns baculovirus
s¥o capazes de manter a infectividade mesmo apds 15 minutos de
exposicin a B809C (STUERMER & BULLOCK, 1968; LATHIKA & JACOE, 1974;
MARTIGNONI & IWAI, i977; HARPAZ & RACCAH, 4i978), nossos vesultados

demonstraram que 0% 95 baculovivus analisados foram inativados em menos



de dez minutos nesta temperatuwra.

Neste trabalho, observou-se que os 9 wvivus foram inativados
em  menos de 3@ minutos A temperaturas de Y020, ao passo gue a 4020
chegaram & resistir por £ horas, sem pevder totalmente A
infectividade. Esses resultados indicam que os 5 virus testados foram
mais  sensiveis a estas temperaturas, guando comparvados com  oubtros
baculovivusg analisados por outrvos autores (TANADA, 1983; 193%;
GUDAUSKAS & CORMERDAY, 1968; LOWE & FASCHKE, 1968; FAWAR &
RAMAKRISHNAM, 1974; LATHIKA & JACOB, 1974; MARTIGNONI & IWAL, 1977,

HARFAZ & RACCAH, 1978; JAQUES, 41985).

Diversos autores notaram que os baculovirus sfo capazes de
resistir de {1 a % dias, sem perder totalmente a dinfectividade em
temperaturas de S092C (TANADA, 1953; DAVID & GARDINER, 1967; IGNOFFO,
1967, GUDAUSKAS & CANNERDAY, 1968; TANADA & CHANG, 1968; JAQUES,
1985, YOUNG III & YEARIAN, 1984). J4 em temperaturas de 402C, os
baculovivus, em geral, sd0 capazes de suportar mantendo &
infectividade por periodos gue vio de 5 a 20 dias de exposigio (DAVID
& BARDINER, 1967; STUERMER & RBULLOCK, 41968; MORRIS, 1974, .JAQUES,

1985, YOUNG TIT & YEARIAN, 1984).

Todos o 5 virus testados, foram capazes de rvesistiv pov atée
i dia, sem pevder totalmente sua infectividade em temperaturas de
5090, enquanto que a 4909C, estes mantiveram = infectividade por até O

dias; resultados gque estlo de acordo com a litervatura.



4 cuses resultados, pode-se constatar gue apessr  da

diferenga de orvigem dos 5 wvirus analisados, estes apresentaram
estabilidade térmica semelhante. F, quando esses experimentos foram
comparados aos demais descritos na literatura, verificamos uma Cevta
homogeneidade dos baculovirus nas respostas ao tratamento térmico, gue
reflete, sem  ddvida alguma, uma similavidade na constituicio destes

vivus (RIBEIR0O & FAVAN, 1983b).

4 estabilidade térmica dos baculovirus inclusos (VPN e VG
parece depender da resisténcia do corpo de inclusio ou coristal
protéico & desnaturagfo (JAGUES, 1985). 0 cristal protéico ouw poliedro
tem = funcio de proteger os virus das condigfes adversas do meio
ambiente (STAIRS, 1i9468; SHMITH, 41976; JAQUES, 1983) e esses cristails
ou corpos de inclusfo consistem de proteina, as quais em temperaturas
muito elevadas (459C a 852C) perdem grande parte de sua ovdem e s3o
"denaturadas” ou inativadas. A resisténcia da proteina & denaturagio
vai depender da sua natureza, isto €, da sua composi¢io de aminoacidos
(KLIBANOYV & AHERN, 1987). Contudo, segundo esses mesmos autores, quase

todas s proteinas sfo inativadas ou "denaturadas™ a igell .

Niante desses dados, pode-se sugerir que a provavel causa da
perda de viabilidade dos vivus em temperatwas muito altas, parece sev
a desnatuwracfo de suas proteinas do corpo de inclusio. Fode-se infeviv
ainda que a extensio da inativaglo viral estd dirvetamente velacionada
com a temperatura efetiva testada.Quanto mais elevada for A
temperatura, menor sera a atividade bioldgica wviral. Devido &

complexidade do assunto, & muito dificil determinar as consequénocias
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da  dinativacRo térmica bara 05 varios componentes virais. Nio hd ainda
uma corrvelacglo clara entre a inativacfo térmica de baculovirus & a
desnaturacio de proteinas do poliedvro, e, se esta assergin for
verdadeira podemos assumir que apenas parte do virus eatd inativado:
Todavia, €& possivel ser £s5sa desnaturagio proteica a  responsavel
pela perda da integridade funcional do vivus. Em temperaturas mals
elevadas, evidentemente, aumenta a taxa de inativagio ou desnaturagio

dos poliedvos vivais.

Ns estudos sobre a estabilidade térmica wviral apresentam
importincia fundamental quando se trata de estocagem de produtos
experimentais ou comervciais duwrante peviodos de mais de um ano. Esta
bem estabeslecido que os Virus de Foliedrose Nuclear (UFN) & os Virus
de Granulose (VG) retém atividade por longos periodos quando estocados
com  seus cristais protéicos (JAQUES, 198%). Verificouw-se assim, GLLE
enquanto a atividade dos baculovivrus com seus poliedros vetém
atividade por longos peviodos, os vivions livres, liberados do  covpo
de inclusfo, mantém infectividade por periodos curtos, poucas horas ou
dias em alguns casos (IBNOFFO & McINTOSH, 1988). Esses fatos confivmam
zx  dmportdncia dos poliedros ouw cristais protéicos na estabilidade

térmica vival.

Dados da literatura demonstram que temperaturas acima de
Se00, a atividade viral & perdida em algumas hovras ou minutos, 20
passo  que em temperaturas em torno de 409C, os baculovirus retém
atividade por atéd 1 ano, quando estocados (DAVID & GARDINER, 1967 ;

HUNTER e cols, 1i973; KINSINGER & McGAUGHEY, 1976; JAQUES, 1985; YOUNG
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III & YEARIAN, i986). Niante disso, pode-se aventar que quando se
deseja estocar um baculovirus como produto experimental ouw comevoial,
deve-se mante-lo com seus poliedros ou grinulos em temperaturas

ambientais, para guUe OS5 MESMOs Nao sejam significativamente afetados.

For outro lado, atvravés de difervrengas R termo-
estabilidade, podem ser distinguidos tipos ou isolados de wm mesmo
virus (MARTIGNONIT & IWAIL, 1977). Esses autores vevificaram que o tipo
SEV  do Virus de Foliedrose Nuclear de Orgya pssudotsugata, £ meEnos

estdvel do gque o tipo MEV, sendo inativado a HEQC pov 30 minubtos & @

pi

SO0 por 4 hovas; enquanto que o tipo MEV vequeveu i hora de exposicio

a 4590 & 14 hovas de exposicHo para sev totalmente inativado a &HO8L .

Ds nossos resultados mostraram que os isolados selecionados
Fovram um pouco mais sensivels ao tratamento térmico do que os isolados
nio selecionados nas diferentes temperaturas testadas. Esses dados
indicam que diferencas na termo-estabilidade podem  sev muito uteis

para diagnosticar uma grande diversidade de baculovirus.

Da  estudos de estabilidade tévrmica, além de Fornecerem
informactes = rvespeito dos mecanismos envolvidos no controle da
resposta  viral a  temperaturas elevadas, contvibusm também  para  um
melhor desempenho na manipulagio desses microorganismos no

laboratorio.
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5.2 EFEITOS DE DIFERENTES TEMPERATURAS NO DESENVOLVIHMENTO DA

INFECCAO VIRAL

0 efeito de temperatura foi analisado através dos valores de
movtalidade larval, de Thyg, da produgfo viral & da eficiéncia de

produgiio vival.

Verificou-se, que para os 4 baculovirus (VFNagP, VFNAgF 4q,

UPNTnF e VPNTnF4{4) analisados a tempevatwra otima foi de 282C.

Segundo  JOHNSON & colaboradores (4982), deve sSg espeEvrar uma
similaridade entre a temperatura Stima do hospedeivo & a do  virus
infectante, visto que este dltimo € um parasita dintracelular e
necessita  dos sistemas enzimdticos do hospedeivo para sua veplicacio.
Entretanto, o que se tem constatado na majiovia dos casos estudados, €
que  a temperatura Stima pava o desenvolvimento vival ndo € a mesma do
sew  hospedeivo natural (SHMITH e cols, 1961; DAY & DUDZINSKI, 1966,

WITT & STAIRS, 4976, ALVES, 1984; FE

CMERS, 198640 .

WITT & STAIRS (197486), oy exemplo, constatarvam que =2
temperatura  dtima  para o desenvolvimento do Virus  Irvidescente de

Tieula & de PAY9C, e ja de seu hospedeivo natural & de 3280

E, a despeito dessa nio similaridade entve a tempevatura
Atima  do hospedeivo & a do vivus infectante, o gue se constata & gqus
de um modo aeral 08 vivus de insetos apresentam uma mesma  faixa de

temperatura  dtima  de  252C a 3080 (ALVES, 1984h; HARFER, 498367, De
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fato, &M NOss0s  expevimsntos, onde  ocorvew maior eficidncian de

produgfo vivral foi na faixa de P&YC a 308C.

Fode—-se  observar nestes experimentos, que o sistema virus-—
hospedeiro € intensamente afetado tanto por tempevaturas baixas  como

pov tempevaturas elevadas.

Observagbes expervimentais dos efeitos de diferentes

temperaturas no  desenvolvimento da  infeceio viral em insetos,

demonstyam que de modo aerval, guando os  insetos s8o0 expostos a
temperaturas baixas de 1680 z 182C, o virvrus infectante se  desenvolve
lentamente e a produglo viral & significativamente peguena, indicando
que as conhdigBes metabdlicas dos insetos nlo  sfo suficientements

alteradas (WITT & STAIRE, 19746; STAIRS, 41978; BOUCIAS & cols, 198@).

a0 178, 08 4 baculovivus testados neste trabalho, além de
apresentarem  uma  acentuada redugfo na produgio virval, exibiram uma

baixa movtalidade & um Thyg muito alto.

Em temperaturas proximas de £POYC a 248BC, comumente a
produgio wviral & muito reduzida & o inseto hospedeiro exibe um
acentuado aumento na duragfo do seu estdgio larval (STAIRS, 1978;

SHAFIRO, 19843 .

Neste estudo, temperatuwras de 2280 a 2480, exibivam baixos
valores de eficiéncia de produglo viral & valoves velativamente altos
de Thegg.
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Em geral, a taxa de mortalidade dos insetos por infecgio
viral & maior e mais rapida em temperaturas na faixa de PREC a 300,
onde ocorre também uma maior atividade e produgdo viral (JOHNSON &
cols, 1982, SALAMA & cols, 1986; SHAFIRD, 19864). De fato, em nosso
caso, temperaturas na  faixa de 2880 a 3REC Foi onde ocorreu maRior
eficiféncia na producio vival. Contudo, ndo obsevvamos nesta faixa de
temperatura  uma maior e mais vapida taxa de movtalidade dos insetos,

contrastando com os dados descritos na literatuva.

Temperaturas de 352C, em geral tem efeitos detrimentais
sobre os baculovirus e os demais virus de insetos (YADAVA, 197¢ . 1
Uivus Iridescente de Sericesthis foi capaz de manter o estado de
infecgfo viral, mas nfo foi capaz de se multiplicar em larvas de &.
mellonella a 3590 (DAY & DUDZINSKY, 196%5). 0 baculovirus de Yponomeuta
evonymellus foi totalmente supvimido gquando larvas de Y. evonymel lus
infectadas com este respectivo virus foram mantidas a 3590 (FEEMERS,

1986) .

Em oposigio a esses dados da literatura, nao se& notou
qualqueyr efeito detvimental, pem  tampouco  supressio  total do
desenvalvimento vival, gquando os 4 baculovirus foram expostos a esta

temperatura de 3520

Estudos demonstyraram que pode ocorver pelo menos 2
mecanismos diferentes em tratamentos com tempevaturas proximas a 3720

no desenvolvimento da infecgBo vival:
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i) Um €& o mecanismo referido como “"terapia termal’, aque & uma

teurat do hospedeiro da infecefo vival (TANADA, 1967; WATANABE
& TANADA, 19782; INOUE & TaNabha, 1977).

2 Um  segundo possivel mecanismo £ gue temperaturas proximas a
378C vestvingem o desenvolvimento do virus inibindo a producfo
de constituintes vitais para a replicacio do mesmo (8TAIRS,
1978; KOBAYASHI e cols, 1984; 8Sall & SIKOROWSKI, 1i986;

SHAPIRO, 1986).

Frovavelmente, no  NOSS0 CRSO, OCOrreu o segundo  meEcanismo
descrito, Jad que nio ocorreu restabelecimento ouw cura das lavrvas de D.

saccharalis da infeccio vival em temperatura de 3790 .

Na faixa de 3780 a 392C, a eficifncia de produgdo viral foi
significativamente reduzida., Esses dados sRo muito intevessantes,
visto que a literatura relata que ha um blogueio total no
desenvolvimento viral em tempevaturas acima de 3620  (YADAVA, i979;
RULLOCK, 1978; STAIRS, 1978; KORAYASHI & KAWASE, 1980; JOHNSON e cols,
i980;  FEEMERS, 1984), &, os nossos resultados demonstram clavamente
gue 0% 4 baculovivus Tforam capazes de se desenvolverem nas

temperatwras de 378C = 398C.

Ao contvario do  que foi observado por  EBULLOCK (1972 &
SHAFTRO (1986), as larvas de D. saccharalis infectadas com haculovirus
ndo  exibivam gualquer efeito teratoldgico em tempervraturas de 378C e

399C.
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s resultados obtidos mostvam que temperaturas elevadas n#o
inibem completamente o desenvolvimento dos virus, indicando qgue &
fun¢gfo celular do hospedeivo nfo € t&o intensamente afetada a ponto de
evitar o desenvolvimento da infeccBo vival. Nos nossos  experimentos,
os  controles das tempevaturas 3920 e 3720 mostvavam uma movtalidade
larval de cevca de 100X e 80X rvespectivamente. A despeito dessas
temperaturas matarem as larvas de B, sacckaralils independentemente da
presenca do vivus, nas larvas inoculadas mortas sempre foi constatado
a presenga do virus se dessnvolvendo normalmente nos tecidos do inseto
hospedeiro. Com efeito, atrvavés dos valores de produglo e efici&ncia
de produgio vivral verificou-se que mesmo que essas temperaturas tenham
alterado sianificativamente O metabolismo das larvas de 2.
saccharalis, os virvus testados foram capazes ainda de infectar esses

insetos.

Faor outvo lado, comumente os trabalhos de efeito de
temperatura  no  desenvolvimento da infecgdo de  bacwlovirus, avaliam
apenas  &s  respostas de mortalidade larval produzidas pelo wvirus  em
estudo & os valores de Tlse, nfo levando em considervacio a producio e
a eficiéncia de produgfo virvral no inseto hospedeivo. Contudo, em
nossos  experimentos ficou claro que nem sempre uma maior mortalidade
lTarval indica uma maior produglo ¢ eficiéncia de produgBo virval. lesse
modo, =@ ndo utilizagfo de tais pavametros pode conduzir a resultados

nao tio fidedignos.

Outro Tator de meaior importinciz também, € que a altevagio

de apenas 2902, pode significar uma difevrenca substancial quanto &
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producio e A eficiéncia de producio vival. Tais dados demonstvam =a
impovtancia do estabelecimento efetivo da temperatura agtima de cada
vivrus no  inseto hospedeivo que permitira uma  madior otimizacio da

produgio destes.
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5.3. EFEITOS DA INOCULACAD DE VIRUS INATIVADO COMO INDUTOR DE

MECANISMOS DE DEFESA EM LARVAS DE D. sacckaralis

Ds resultados da inoculaclo prévia dos 9% vivus analisados,
indica clavamente a estimulago de wm sistema de defesa veduzindo ©
efeito da infecgBo vival nas lavvas de D, sacchkaralis. bBsta resposta
ohsevvada pode ser causada pov mecanismos descritos individualmente ou

conduntamente nos insetos em difeventes tipos de associagio.

Um  primeivo mecanismo gque se conhece & o que se vefere as
veagdes de defesa celular do  inseto hospedeiro  que envolvemn
diretamente os hemdcitos. NEo obstante, a litevatura relatar que esse
sistema de defesa tem uma funclo pouco conhecida ¢ nio muito eficiente
em  infecedes vivals, as observagdes mais recentes, demonstram gue 0%
hemdcitos como elementos celulares da hemolinfa do  inseto, devem
participar de uma  série de mecanismos de defesa contra o0s  virus.
CARTER & GREEN (1988), verificaram, por exemplo, aue a quantidade de
hemacitos aumentou  significativamente nas lavvas de Tipulfa paludosa
durante a infecefo com baculovivus. Fstes autores obsevvaram  gue
gimultdneamente ao aumento de hemdcitos ocorvia uma  inibi¢io nos
processos celulaves de melanizac8o ¢ coagulacio. Estes resultados,
gsegundo esses mesmos autoves, fornecem evidéncias circunstanciais de

que estes processos celulares estejam snvolvidos na inibicio virval.

g provavel, que neste tvabalho de forma semelhante  aos

dagqueles descritos na literatura, tenha ocorvido o reconhecimento do
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virus préviamente  inoculado como antigeno pelo inseto hospedesivo, W]
gqual se protegeu atraves de reagdes celulaves que consequentemente

inibiram pavcialmente a reinfecgio pelo vivus ativo.

Um  segundo mecanismo gue pode suceder & a veaglo de detfesa
humoral do inseto rospedeivo A infecgio  wviral. Tal veagio
evidentemente ndo & celular e corvesponde A produgio de anticorpos nos
mami Feros. Nos mecanismos de  defesa  humoral  hd  wam snvolvimento
indireto dos hemdcitos, que produzem substincias que sfo libevadas na
hemolinfa. 0Os hemdcitos podem sintetizar muitas substidncias com poder
micvobicida (SIDEN, 4983; HMENEZES, 41984). Tais substincias, apesar de
demonstrarem eficiéncia na atividade anti-bacteviana sm  larvrvas de
lepidopteros, ndo foram ainda testadas contra a invasio viral (BURAND
e cols, 1986). Porém, parece que dentvo dos fatorves produzidos duvante
a defesa humovral do inseto, as heteroaglutininas desempenhariam um
importante papel no reconhecimento de agentes estranhos gue incluirviam
08 VITUs (AMIRANTE, i976,; SIDEN, 1983y, & PrESEnGa destas
heteroaglutininas na  hemolinfa  faz com que qualguer particula  que
penetre na hemocele dos insetos sejza recoberta por estas moléculas &
maneiva gue  ocorve com 0% anticovpos dos covdados (AMIRANTE, 19747 .
Festas moléculas sio de ocorrvéncia natural na  hemolinfta de wvdérios
insetos e permanecem na civoculacHo durante as  diferentes infecebes

(ROWLEY & RATCLIFFE, 1979; GOLDENBERG e cols, 1983; HMENEZES, 1984).

Fossivelmente, no nosso caso, as celulas de B saccharalis
reconheceram o vivus previamente inoculado como substancia estrvanha g

induzivam = sintese de  heteroaglutininas, as  quals  reduazEivam  oa®



infeccio do virus ativo posteriormente inoculado.

For outro lado, diversos auwtores notaram que a rECUPEeragio
completa de wma variedade de infecedes vivais se deuw na completa
ausBnecia da  imunidade em varios animalis e seres humanos testados.
Quant idades tisioldgicas de anticovpos ndo parecem alterar o curso &
infecgio vival apds os virus estarem estabelecidos  em determinados
orgios alvos (ABKONAS, 1983, HARNDEN, 1988). A cuvra ou recuperagio de
uma infecgio viral pode ser dada ent@o por MECanismos nao
imunoldgicos, tais como a produgfo de interfevon. 0 dinterfevon  foi
descoberto por ISAACS e LINDENMANN (4957) e se caracteriza por ser wma
proteina  excepcionalmente estavel, que  pode  ser produzida pelas
células do hospedeiro logo no inicio da infecgfo vival e inibe ou

blogueia a transcrigio primarvia do RNAm vival (HARNDEN, 19880 .

Em insetos, hd poucos rvelatos na literatura sobre a produgio
de interfteron. Verificou-se a presenga de uma substincia com abtividade
aimilar ao intevfevon, quando culturas de c¢élulas do inseto &5
frugiperda infectadas com o Vivus de Foliedrose Nuclear de Spodopfera
se  tovnaram super-resistentes & infec¢fo deste baculovirus (BURARND &
cols, i984). Da mesma forma, em culturas de células de mosquito A.
acsgypti e A. albopcfus ocorvrau supressio do vivus da  Febre amavela
pela indugfo de interferon. McINTOSH e IGNOFFO (4981), sugevem existir

oubtros inibidoves virais com modos de agfo diferentes em insetos.

g Pl"i)VEiVE.‘] que esse mecanismo possa ter gcovvido em OsSs06

expevimentos. Uma vez 4que avocamos gue o virus  inativado anfrau
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desnaturacio de suas proteinas do corpo de inclusio, e, portanto,
manteve integro os outros constituintes vivais. FPodemos inferiv, pov
conseguinte, que as células de P. saccharalis veconheceram o virion
ainda  infectivo do virus inativo -préviamente inoculado- & produzivram
um  inibidor similar =mo interferon que reduziu o desenvolvimento do

virus ativo na segunda exposicio.

Fodemos ainda aventar que a redugfo no efeito  wvirval,
seorvido no nosso  caso, foi produzido por mecanismos de detfesa  do
inseto hospedeiro € nio por processos virvais tais como & auto-

interferénecia ou antagonismo homdlogo.

Embora =z auto-interferéncia nic seja um dos mecanismos de
defesa produzido pelas células do  inseto, este processo também
ocasiona  inibicio viral. Evidéncias deste mecanismo ocorreram  em
células de cultura de mosquito que Fforam persistentemente infectadas
com togavirvus, liberando no meio de cultuwra fatores que interferiram
com a replicacio do virus homdlogo. Estudos biogquimicos & biofisicos
demonstraram que esta substdncia ou fator inibidor da replicagio viral
nio se tratava de dinterfevon, € sim de uma proteina  devivada do

proprio  oristal vivral. BURAND & colaborvadores (19846), sugeyrivram &

possibilidades da  ocorvéncia de mecanismos similares a sste em
haculovirus persistentemente  infectando culturas de células de

insetos.

Contudo, diante desses dados da literatura deduz-sg que

provavelmente 0 processo de auto-interferéncia nio oCorveEw €m  NOssS0s
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experimentos. Fomos levados a tal conclusio pelo fato da litevatura
relatar que a substéncia ou fator de ovigem viral ¢ uma proteina
devivada do proprio cristal virval. $e assumimos que 0 virus inativado
previamente inoculado tinha suas proteinas do corpo de  inclusio
desnaturada, Fica evidente a sua incapacidade de produziv  qualaguer
substincia gque inibiria a infecgfo do virus homdlogo ativo dnoculado

cinco dias mais btarde.

Um outro processo que poderia ter ocorvido ainda ¢ &
interferéncia ou antagonismo produzido entve os dois indculos virais.
Todavia, supomos 4que tal mecanismo também nao acontecew €m  NOSS0S
experimentos. Tal inferéncia ¢ baseada a partiv dos nossos prdprios
resultados, nos quais se constatou que no contvole onde foi inoculado
simultaneamente (a} virus ativo & o virus inativo, n#o houve
interferéncia wviral. Essa conclusfo pode ser veforgada ainda pelo
trabalho de GARCIA CANEDDO  (1989), que utilizou dois baculovirus
testados nesses experimentos. BARCIA CANEDD (198%), estudando tipo de
interacio entre dois virus, no controle de seus experimentos verificou
que a primeira inoculagfo viral n#o prevenia ou evitava a ocorréncia
do vivus homdlogo subsequentemente inoculado trés dias mais btarde em
larvas de P. saccharalis. Esta autora constatou em seus expevimentos a
ocorréncia de um efeito aditivo entre os dois indculos administrados

em larvas de BD. saccharalis.

Face a esses dados, acreditamos nio haver duvida quanto &0
fato das larvas de D. saccharalis possuivem mecanismos de defesa  que

atuaram eficientemente, guando estimulados pela inoculacio prévia do
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virus inativo, na inibigfo do segundo indculo vival. Fovém, em vivtuds
da escassa  literatura sobre esse tema € a necessidade de maioves
sstudos no  gue se refere aos aspectos molecuwlarses savolvidos nos
mecanismos de defesa, Fica dificil estabelecer qual desses Processos
descritos tenha de fato ocorvido. Fode-se sugeriv gue devido a intima
relagio entre virus—hospedeivo, 0% mecanismos ou processos de defesa
atuam sincrvonicamente na melhov Fforma de conservagio ou pressvrvacio do

inseto envolvido na competicio de sobrevivERCIa COm O Seu LNVasor.
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9.4. SELECAO GENeETICA DE VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR (VPHN)

Nio obstante, & infectividade da maiovia dos VPN sev, de
modo  geral, vestrita a membros do genéro ouw da familia do  hospedeiro
original (GRANADOS & WILLIAME, i984), verificou-se, neste trabzalho,
que  tanto o VPNAg como o VPNTn, cujos hospedeiros oviginais  sio da
familia ANocfuidas, Foram capazes de infectar e desenvolver—-se em 2.

saccharalis, hospedeivo altevrnativo da familia Pyralidae.

Segundo  vevisio feita pov GRONER (49864), o VFN do tipo MEY,
além de  sev mals virulento para seus hospedeivos, possui  wuma  maiov
gama de hospedeivos do aue o tipo SEV. Desta forma, esses dados
explicariam e&m parte o fato de que o VPNTn & o VFNAg, ambos do tipo
MEV, sevem capazes de se veplicar em um hospedeivo alternativo de uma

outya familia.

Em trabalhos anteriores, o VUPNTn apds ter sido submetido a
onze  passagens  seviadas, tornou~se cerca de oitocentas vezes mais
virdlento para as larvas de P, saccharalis. Nas nove ultimas passagens
gseriadas testadas neste trabalho, constatou-se, contudo, que  nao
poorrew  gualguer modificacio significativa na vivuléncia deste vivus.
g muito dificil determinar porque o VUPNTn se estabilizou, n¥o
continuando o aument o de wvivuléncia para as larvas de D.
saccharalis. Como SH&FIRD & IGHOFFO (1970) ¢ CROIZIER e cols  (1985),
acveditamos  também gue o numero de passagens seviadas vequeridas para

estabilizacio, aparentemente depende do sistema patdgeno-hospedeivo em
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eatudo. Contudo, evidentemente, &R0 necessarios estudos

moleculares para evidenciar os mecanismos envolvidos neste processo.

Quando comparado com a gervacHo parvental, o isolado Fig do
UFNAg  apresentou-se com uma dose letal 5@ (Ilme) 118 vezes menor do
que o VPNAgF. Jd o isolado Fpe, quando comparvado com o isolado Fie do
UFNAg, mostrou-se cerca de 18,46 vezes mais virulento do  que este
isolado para  larvas de P, saccharalis. Isto resultouw num dsolado
aproximadamente 1450 vezes mais virulento para  as larvas de D,

saccharalis.

Comparando~se esses dados com expevimentos semelhantes aos
descyitos na  literatura, constata-se que o0s aumentos de virulénoia
relatados, s8o, de modo geral, de poucas vezes o0 valor oviginal
observado, ou seda, muito dinferiores aos observados no o Caso do
UPNAaaF pe-MEV. Excetuando-se RODRIGUES (1989), dentre os valoves
descritos na literatura para aumento de vivuléncia de VFN apos VArias
PASSAYENS seriadas  em  hospedeivos altevnativos, o maior foi o
encontrado  por  TOMPKINS e cols (4984), que relatam um aumento de 19
veres na capacidade do Virus de Foligdrose Nuclear de Aufograpsha
californica (VFNAc) infectar lavvas de Trickoplusia ni apds  passa-lo

13 vezes pov 5. exigua ¢ @ pov T.aI.

RODRIGUES (419689, obteve resultados surpreendentes, quando

conseguiu  aumentay em cevea de 1000 vezes a viruléncia do VPNAac, apods

somente 5 passagens seriadas em lagartas de D, saccharalls.
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Neste btrabalho como no de RODRIGUES (4198%), considevou-se
como aumento de vivuéncia a vedugio proporcional da Dlgg. Embora ambos
04 trabalhos demonstyarem uma grvande alteracfo deste valor, a
verificada pov RODRIGUES foi bem mais rapida ao longo das sucessivas
passagens do  gque a constatada neste caso. le acovdo com  RODRIGUES
(1989, apenas entre a segunda & a tervceiva passagem do VPNAc em B

saccharalis ocovveuw um vedugdo de quase 13¢ veres na llse.

Uma das possiveis explicacdes para o aumento substancial na
viruléncia destes patdgenos para seus hospedeivos alternativos, € que
a partir de uma alta dose inicial do virus, vai ocovvendo uma sele¢lo
efetiva de isolados virais mais infectivos para os hospedeiros durante
as  passagens serviadas. FEssa hipdtese ja foi wventilada por wvarios
autores (SHAFIRO & IGNOFFO, 1976¢; STAIRS & cols, 1981i; SHAFIRD E cols,
1982y . Contudo, no caso especifico do isolado Fpe do  UPNAg, essa
explicagio fica dificultada pelo fato de gque o aumento de viruléncia
foi  gradual ao  longo das passagens e ndo abrupto ¢ vapido como se
esperaria  em caso de uma selecfo de um genodtipo mais bem adaptado gue

se desenvolvesse melhor em 0. sacckaralis.

Uma outva explicacio mais plausivel sevia baseada no fato de
que a cada passagem serviada no hospedeivo alternativo, peguenas
insevgoes, delegBes ou outras mutagSes Ffossem sendo introduzidas
gradualmente no genoma vival. WOOD e cols (4981), sugevivam gue si0
necessarias  apenas sutis mudangas no genoma viral para  que  oCorra
alteraghBes na vivulénecia., Forvam descritos varios casos na  literatura

de alteragfo do DN viral apds vérias passagens serviadas &m
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hospedeiros alternativos ou mesmo no hospedeiro original (VATL e
cols, 4982; CROIZIER & cols, 498%5; McINTOSCH & IGNOFFO, 1986). E,
dentrvo dessa perspectiva existe ainda a possibilidade de que as
alterages seviam ocasionadas por DNA do hospedeivo sob a  forma de
transposon do tipo Tcopia-like’”, num mecanismo descrito para  esse
grupo  de wvirus por varios autoves (BURARND & SUMMERS, 1982; MILLER &
MILLER, 19882; FRASER e cols, 1%983; 198%; CARTENS, 1987; REAMES &

SUMMERS, 1988) .

Frocurancdo corvelacionar as alteragdes funcionais Com
possiveis modificagles bioguimicas Fovam realizadas sletvoforsses  em
gel de acvilamida/SD8 das proteinas vivais de isolados selecionados e
comparados com  as dos isolados originais. Fossivelds alteragdes nos
perfis protéicos destes idsolados selecionados do VFNag ¢ do  UPNTn
poderiam estav corrvelacionadas com a vivrul@ncia dos mesmos  pava D

saccharalis.

Na litevatura hd varios casos relatando diferengas no padrio
eletvofordtico de proteinas  guando o vires  foi  incculado  em  um
hospedeiro alternativeo (CIBULSKY e cols, 1977a, 1977b; MARUNIAK =
cols, 41979; HOTCHKIN, 198i; MASKOS & MILTENRBURGUER, 19841; RODRIGUES,
1989y, Diversos autores, analisando perfis protéicos, constataram
difevengas qualitativas & guantitativas entre o tipo S5EV & MEV & entre
isolados geogrdaficos de um  mesmo VPN (CIBULSKY & HARFER, 1977;
CIRBULSKY & cols, 1977a, 1977h; MERDAN & cols, 1i977; MONROE & MocCARTHY,
i984; RETNGANUM, i984). Fovam também descritos diferengas Fa

mobilidade eslebtroforética em sistema de acrilamida e 505, quando
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apenas  um  aminoacido estava altervado em  uma determinada  proteina

(CARSTENS e cols, 1986).

Mo entanto, ao contvdrio do constatado na litevatuwra, &
andlise dos perfis protéicos dos isolados selecionados do VFPNAg & o
UFNTR se apresentou idéntico aos dos dsolados oviginais destes
respectivos virus, ista €, nAo ocovrevam difevengas no padyrio
eletroforédtico das proteinas vivais, embora esses patdgenos  foram
inoculados em  um  hospedsico slternativo de uma  outra familia por
varias geragfes. Esses dados dindicam ainda  que provavelment e asg

alterag Oes nio se encontvam a n ivel dessas prote inas.

Em relagéo A% proteinas estruturais dos isonlados
selecionados do VUPNAg e do VFNTn, o ndmero de polipeptideos
encontrados e seus pesos moleculares foram muito semelhantes aos
descritos na  literatura para algumas dessas proteinas  (EFFSTEIN &
THOMA, 1975; 1977, EFPFSTEIN e cols, 1979%; SUMMERS & SMITH, 1976,
CIBULSKY e cols, 1977a, 1977b; CROIZIER & CROIZIER, 1977; SUMMERS &
SHITH, 1976; CavaLlaro, 1988) . Forém, deve-se considevar que  h#
variacgoes de estimativa no peso molecular de uma dada proteina  de
autor para autor. Farece, contudo, que todos os pesquisadores estio em
consonfncia de gque essas discrepincias denotam de técnicas diferentes
para obtengfo do peso molecular. S&o muitos os fatoves que podem
causar diferengas na obtengio dos dados & dentre estes esatBo:  as
variacBes nas concentragbes de acrilamida, diferenga no tampio da cubsa
e da amostra, emprego ouw nfo de uréia, o tipo de aparato utilizado

(placa ou tubo), tempo de corvida, corvente elétrica, tipo de covante
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& rveagentes. Segundo MARUNIAK (1986), deve-se também considevar as
diterengas nos dados obtidos na #letvoforese para a construg8o da reta

¢ determinacio dos pesos moleculaves.

For outvo lado, diversos avtores obsevvaram que dwrante ouw
apos  varias passagens seviadas de VPN em insetos hospedeivos ocorria
uma  modificacio na Fforma ouw tamanho do ocristal desses vivus  (ALZaWA,

1964 ;  CUNNINGHAM, 41970; HUNTER € cols, 1973; WATANARE e cols, 1975;

TOMPKINGE e cols, 1984; RODRIGUES, 1i989%5. s anbtores notaram gue &
alterag®o na  forma do cristal vival ndo estava velacionado com &
variagio na viruléncia destes vivas, =, sim, provavelmente por
mutagtes no  gene da  poliedvina, a  semelhanga do  encontrado  pov
CARSTENS ¢ cols (1986) . Ja, RODRIGUES (i989) & TOMPFKINS & cols (19803,
verifticaram que 0 aumento no  tamanho dos ovitais virvais BV E
acompanhado  pov um aumento no numervo de vivions & nucleocapsideos, o
que  explicaria em parte o aumento de vivuléncia do VFHNAc obtido por

esses autores pava 0s hospedeivos alternativos.

No entanto, ao contvarvio do cbservado por agueles autoves,
no hosso  caso, os poliedvos dos isolados selecionados do VPN&g & do
UFNTR, ndo  aprvesentaram qualaguer modificagio na forma ou tamanho no
decorrvey  das  passagens seviadas, como constatado pelo exame  das
amostras de tecido larval e de suspensio virvral ao wmicroscopio de

contraste de Fase.

Ainda em relagio as eventuais modificagdes que possam

ocovrer durantse o processo de passagens seviadas de VRN em hospedeiro

47



alternativo, RODRIGUES (498%) & TOMPKINS & colabovadoves (1%984),
obhservaram uma vedugio progrvessiva na quantidade dos cvistais  virvails
pelos rvespectivos hospedeivos ubilizados. RODRIGUES (498%9), aventou a
possibilidade de ter ocorvido algo semelhante aos mutantes FP
(produzem  poucos polisdros por célula) ou ainda pela  produclo de
mutantes morfologicos que ndo produzem corpos de inclusfo. Em 1987,
CARSTENS e cols, constatarvam que a incapacidade de formavy  corpo e
inclusio era devido a uma mutacio puntual no gene da polisdrina deste
mutante movfoldgico. E, o outro fator gque pode impedir também a
formagdo do cristal vival € a auséncoia ou a altervagfo de proteinas do
envelope viral, visto gue, estudos de microscopia sletrdnica vevelaram
que  virus  subwmetidos =a muitas passagens seriadas em culturas de
células de  dinsetos mostvam defeitos nos processos de aguisicfo do

envelope vival e de inclus8lo (WOOD, 1i986; MILLER, 1984).

Neste trabalho, em oposicio ao constatado por  aqueles
autores, nao  Toi observado gualguer anormalidade na  gquantidade da
produgio de cristais wvirvais duvante ou apos virias passagens seviadas

do VFPNAg & do VFNTn em . saccharalis.

Face aos resultados do presente trabalho, constata-se que os
virus como sistemas bioldgicos possusm uma capacidade de adaptagio
muito grande & que atravéds de método como o de passagem serviada pode-
g manipular as cavacteristicas gendticas destes patdgenos num  prazo
muito curto, J& que o tempo entre a inoculacgfio e a movtalidade lavval

produzida por esses baculovivus € da ordem de uma semana.
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6. SUKARID E COMCLUSGES

Com base nos resultados obtidos no presente  tvabalho,

concluiu-se que:

a) Apesar da difevenga de ovigem quanto ao hospedeivro )
UPNAgF, VUFNAgFig, VFNTRF, VUPNTnFiq & o VGDs, mostravam comportamento

bioldgico muito semelhante em larvas de D saccharalis.

Iy} O expevimentos in vitro de estabilidade tévrmica  do

VENAgF, VFNAgF g, VPNTnF, UFNTnFgq & YGDs, demonstravam que:

Ds 5 baculovivrus fovam completamente inativados em  temperaturas de
1ee8r, #e0C e e, em menos de cinco, dezx & trinta minutos

respeot ivamente .

s 5 wvirus foram capazes de resistiv mantendo a infectividade por @
hovas & temperaturas de 60C8, por 1 dia a S02C & pov até I dias a

temperaturas de 4080,

. Ds experimentos in viveo dos efeitos de diferentes

temperaturas no  desenvolvimento da infecgio viral com o VPNagP,

e
i}

VPNAGF 1,  VPNTRF UPNTnF ¢4 em lavrvas de P. saccharalis, vevelaram

GLier

0o 4 baculovirus se desenvolveram novmalmente na faixa de temperatura

de 1700 a 3920 em larvas de P, sacchkaralis.
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Fara os 4 Virus de FPoliedrose Nuclear, a tempevatura de 3%2C foi onde

cgcorrew a menor produgBo vival.

A& temperatura dtima Foi a de 288C, onde ocorveu a maior producHo

viral em D. sacchkaralis, para os 4 virus testados.

Com wum aumento de 22C da temperatura odtima (3028C) ,o0 VFNagPF,
UFPNAgF g, VFNTnP e o VPNTnFq4 apresentaram uma redugfo na produgfo

viral de 461¥, 279%, 139X e 192% , rvespectivamente.

Uma diminuigio de P2C da temperatura otima (268C), também causou uma
redugfo  na produgBo viral do VUPNAgF, UPNAgFig, VPRTRFP e o VFNTnF{ 44

quais respectivamente mostraram uma vedugio de 107X, 456%, 1RiX e

383%
d) A inoculaglo prévia dos 5 vivus  inativados inibiu
parcialmente o desenvolvimento da intec¢io dos mesmos quando

inoculados 3 dias mais tarde em D. sacckaralis.

el Na continuagio da passagem serviada dos isolados

selecionados , VFNAgFig e VFNTnFqy , constatou-se que:

Tanto o VFNAg como o VFNTn foram capazes de infectar e multiplicar-—gse

no hospedeivo alternativo, D. saccharalsrs.

Apds vinte passagens serviadas, o isolado Fpp do VPNAg mostrou uma
redugfo no valor de Dlgp de 1500 vezes para D.saccharalis, quando
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compavado com o virus original obtido de larvas de A. gemmatalis.

0 isolado Fgqq de VPNTn, o qual mostrou uma reducio no valor de Dllge de
800 wvezes apds 11 passagens seriadas em D. saccharalis, quando
compavado com o vivus oviginal obtido de lavvas de T. ni, nfo mais

apresentou alteracio a partir da 1P2 passagem seriada.

Ds poliedros ou cristais do VFNAg e do VFNTn n3o apresentaram qualquer

modificacio no decorrvrer das passagens seviadas, em 0. saccharalis.

A andlise proteica dos isolados selecionados do VUPNAg (Fip, Fis e Fpg)
ndo mostrou diferengas quando compavado com o vivus original obtido de

larvas de A. gemmatalis.

0 VFNAgF e os isolados UFNAgF4g, VFNAgF {5 e VFNAgFpg apresentaram 48
bandas polipeptidicas , cujos pesos moleculares variavam entre 15000 =a

92000 daltons.

0 VPNTnF ¢ o isolado selecionado VFNTnFpp ndo apresentaram diferengas
quanto a seus polipeptideos quando analisados em gel de 808 &

poliacvrilamida.

0 VPNTnF e o isolado selecionado VFNTnFpe exibiram 22 bandas
polipeptidicas, cujos pesos moleculares vaviaram de 11000 a 135000
daltons.

Tanto o VFNAg como o VFNTh e os seus isolados apresentaram o mesmo

peso molecular de 28000 daltons pava a poliedrina.



A passagem seviada em wn hospedeiro alternativo € um método eficiente
para indugio de alteragdes genéticas nos Virus de Poliedrose

Nuclear (VFNg )
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7 . SUMMARY

Based on the results obtained in the present work we were

able to conclude:

a) Despite the different original hosts and different
strains the AgNFV, AgNPVUF e, TnhFY, TnNFVUF4 4 and OaGY all exhibited
the same general infection pattevn in B. saccharalis, the sugarcang

borey .

b)Y The tests of thermal stability for these virus show that

All Five baculovirus were completely inactivated when exposed to
temperatures of 1002C , 802C and 702C in less than five, ten and

thirty minutes vespectively.

Al1l these virus still retained infectivity for 2 hours when exposed to

a temperature of 40%9C, for 24 hours at %02C and up to 3 days at 499C .

¢) The effect of tempevrature of the vivrus development in D.
saccharalis was analysed for the AgRNFY, AgNFVF4q, TnNFY and  ToaRPVF44

and showed that:

All four virus were able to develop normally in temperatures rvanging

from 179C to 3990C exhibiting development of polghedra.
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The greatest reduction in  the numbery o0of polyhedra produced was

obsevrved at 392(C.

The optimal tempevature for polyhedral production was P82C Ffor all

virus.

fin  increase din  the optimal temperature of 28C (302C) caused a
reduction on  the viral production of 461, 279, 139 and 192X for the

AGNFY, AgNFVF 19, TnNFV and TnNFVUF 44 respectively.

The wviral production at P2C below the optimal temperature (P20 also
was drastically reduced; this veduction being respectively of 167,
454, 1P24 and 383% when comparved to the production at 289C.

d)Y & previous inoculation of the 5 heat-~inactivated virus
caused & partial inhibition of the infection when active vivus was

inoculated % davys after the first treatment in . saccharalis.

e) The continuation of the serial passage on the AgNFVUF4{g

and TnNFVF44 strains resulted in the following observations:

No significant altevations were observed in the infection process and

polyhedral formation of either virus.

The Fpe strain of AgNFV after 20 passages through D. saccharalis
showed a 1500 fold rveduction in the Llgg value for the P. saccharalis

larvae, when comparvred with the original inoculum obtained From



Anticarsia gemmatalis larvae.

The Fq4 styrain of the TnNFV which showed a 80¢ fold reduction after 14
passages through 2. saccharalis when comparved to the original inoculum
obhtained Ffrom Trickoplusia ni showed no altevation on passages 1@

through 20 in . sacckaralis.

The protein analysis of the selected strains of AgNPFV  showed no
differences when comparved to the original inoculum obtained fvom &,

gemmatalis.

The SHS-FAGE pattern exhibited 18 polypeptide bands with the molecular

weight vanging Ffrom 135 to 92 K daltons.

The protein analysis comparing TnNFV and TnNFVUFpe strain showed

identical pattervrns.

The SDHS-FAGE pattern showed 22 popypeptide bands with the molecular

weight ranging from 114 to 13% k daltons.

The main protein component of the HNuclear Folyhedrosis Vivus,
polyhedrin  showed for all the styrain of both virus the same molecular

weight of P28k daltons.

The serial passage in an alternate—~host has shown to be an efficient

method for inducing divected genetic alterations in these NPFVs.
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9. ANEXDS

ANEXDO 1 - ComposigH8o das solugbes estoques para preparo dos

géis de empacotamento € de corrida ou de resolugio

- gel simples - (poliacrilamida + SDS).
SOLUGAD A
Tris 34,3 g
HC1 iM 48,9 ml pH 3,7
Hal q.s.p 196¢,¢ ml
SOLUCAD B
Tris 2,46 1
HCT 4HM 48,9 ml pH 4,8
HolO a.s.p 190,00 ml
SOLUGCAD C
Acrilamida 19,9 a
Bis—~Acrilamida 2,4 g
Hol q.s5 ¢ S5¢,9 ml

i88



SOLUGAD D
ficvilamida
Bis—-Acrilamida

HolO 9.s.p

SOLUCAD E
Fersulfato de amdnio

HaO 9.8 .p

SOLUCAO F
sne

HoO g.s.p

SOLUCAD G

Temed
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7.8 049
2,4 g

59,0 ml

@,1¢ g

25,2 ml

10,0 g

100,2 ml

10 sl



ANEXD 2 - Composigio das solugbes estoques para preparo dos
géis de empacotamento e resolugaoc — gel gradiente -

(poliacvilamida + SDS).

SOLUCAD A
Tris 36,3 g
HCT 4M 48,0 ml pH 8,%
Hpoll g.8.p 16,0 ml
SOLUCAD B
Tvis @,6 g
HCT iM 48,0 ml pH 4,8
Holl g.8.p i9e,@ ml
SOLUGCAD C
Acyrilamida 39,0 g9
Big-—Acrilamida 2,8 g
Holl 9.8.p ig¢,d ml
SOLUGCAD D
Acrilamida 30,06 g
Bis-fAcrilamida 2,8 g
Holl q.8.p iee,d ml

i9e



SOLUCAOD E

sns 19,8 g

HpaO g.s.p ) 106,2 ml
SOLUCAOD F

Glicerol 1,25 ml
SOLUCAD G

Temed G,29 ml
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ANEXO 3 - Composi¢io do tampio da cuba e da amostra.

TAMFAO DA AMOSTRA

Mercaptoetanol 1,2 ml

508 20% 4,¢ ml

Bromofenol azul 20,0 ma
Glicevrol 2,6 ml

Trig-HCI @,3 g

HpoO g.8.p 16,9 ml

TAMFAD DA CURA

sns i¢,0 9
Tris 12,9 g
Glicina 537,46 g

Ha0 q.s.p 1eed ml

Festa solughio estoque de tampfo deve sev diluida 4:4 parsa  ser
ubilizada. 0 tampfo da cuba no reservatdrio infevior deve-se vetirvar O

ans, para melhor resolugi®o da covvida da eletroforese.
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ANEXO 4 - Composig3o € preparo do padrao de peso molecular.

Fadr8es para peso molecular - SDS/ Dalton VI / SIGHA

Albumina Bovina &6 . 000 daltons
Albumina de ovo 4% 002 daltons
Fepsina 34.700 daltons
Tripsinogénio 24,009 daltons

B - Lactoglobulina ig.4ee daltons

lLLisozima 14.30¢ daltons
0 padrio de peso molecular Ffoi preparado utilizando-se 1 micro-
Titvros (uly de solugfo contendo essas & proteinas (imgsml)y =

adicionando~se o mesmo volume de tampio de amostra.



ANEXD 5 - Composicio das solugbes corante & descorante.

CORANTE
Comassie Blue 1,83 g
Acido Acético Ab, 00 ml
Metanol 5eéX% 4,5%4 ml
Ha0 q.5.p 500,09 ml
DESCORANTE
dcido dcético 7¢ ml
Metanol 320 ml
Mol q.5.p &30 ml
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ANEX0O & — Composigfo do gel simples para placa medindo (16,5

X 14,0 %« @,15 cm) .

GEL DE EMFPACOTAMENTO

SOLUGCED VOLUKE
B 1,8 ml
1] 1,9 ml
E 1,9 ml
F 2,08 ml
3 9,0 nl
Hanl 4,95 ml

GEL DE RESOLUCAO OU DE CORRIDA

S0LUGAD VOLUME
A 3,75 ml
B 11,7 mi
E 3,75 ml
F 2,3 ml
£ 19,9 al
Hp0 ie,5 mi
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ANEX0O 7 - Composigio do

GEL DE EMPACOTAMENTO

SOLUCAD

B

C

gel de gradiente

GEL DE RESOLUCAO OU DE CORRIDA

SOLUGCED

1,58 ml
1,08 ml
2,89 ml

@,4i8 ml

4,16 nl

12,5 ml

196

WOLUME

2,50 ml
1.2% ml
@,29 ml
@,18 ml
i9,0@ pul

5,45 ml

9,18

i,838

mi

ml

il

ml

mi

4,46 pul

18,5 ml



