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IDENTIFICAGAO E CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE BACULOVIRUS COM
POTENCIAL PARA CONTROLE BIOLOGICO DE Spodoptera frugiperda

Marlinda L. de Souza'
Maria Elita B. de Castro'’
William Sihler?

Eliane S. Nakamura?®

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepdoptera-
Noctuidae), é responsdvel por danos significativos causados a cultura do milho, com
ocorréncia generalizada em todo o Brasil, América do Sul, América Central, llhas do Caribe e
América do Norte. No Brasil, em condigdes de campo, a lagarta-do-cartucho é a praga mais
importante do milho, podendo reduzir a produtividade dessa cultura em até 34% e, em
média, 20%. Larvas de aproximadamente 10 mm alimentam-se das folhas raspando-as e, a
medida que crescem, dirigem-se para o cartucho da planta. Conforme Valicente & Cruz
(1991), a planta do milho é mais sensivel ao ataque da praga quando a infestacgdo inicia entre
40 e 45 dias de idade. Lagartas acima de 2 cm de comprimento podem destruir todo o
cartucho do milho.

Vérios isolados pertencentes aos géneros Nucleopolyhedrovirus e Granulovirus, com
potencial para o uso no controle da lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda, ja
foram encontrados em Minas Gerais e Parand (Valicente & Cruz 1991).

Em geral, as lagartas mortas por virus sdo facilmente identificadas no campo. As larvas
infectadas sobem até a extremidade das plantas, por apresentar um certo tropismo pela luz,
onde, ao morrerem, encontram-se penduradas pelos pseudépodes traseiros.
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O corpo torna-se muito flacido, com total descoloragédo, devido a grande quantidade de
poliedros e conseqiente destruicdo dos 6rgaos.

A literatura relata (extensiva revisdo é apresentada por Bilimoria, 1991) que os
Nucleopoliedrovirus (NPVs) apresentam nucleocapsideos, baciliformes visiculados de 50 a 60
nm por 250 a 300 nm, oclusos em uma estrutura protéica em forma de poliedro, que tem
como principal proteina componente, a poliedrina, com peso molecular variando de 26.000 a
33.000 daltons. Os poliedros (PIBs) variam de 1,0 a 15,0 um e sdo facilmente observados
em células infectadas com um microscépio de contraste de fase. Enquanto os Granulovirus
possuem forma oval e apresentam somente um nucleocapsideo por envelope (variam de 0,25
a 0,5 um). Sua principal proteina de oclusdo é a granulina com peso molecular variando de
25.000 a 30.000 daltons. Esses virus tém sido pouco estudados devido & dificuldade em
encontrar células susceptiveis para a multiplicacdo desses virus em cultura in vitro.

Tendo-se em vista a dimensdo dos danos causados pela lagarta Spodoptera frugiperda,
tornam-se cada vez mais necessdrios programas que visem seu controle dentro de um manejo
integrado de pragas.

Neste contexto, o Laboratério de Virologia de Insetos da Area de Controle Biolégico da
Embrapa - Cenargen, através do subprojeto “Caracterizagdo e Conservagdo de Virus
Entomopatogénicos”, tem contribufdo principalmente para identificagdo e caracterizagdo de
isolados virais provenientes de programas de controle biolégico bem como de virus isolados
como agentes causais de doengas em insetos nas lavouras ou em laboratérios de criagdo de
insetos.

Na regido de Bom Jesus do Amparo, MG, foram coletadas, em cultura de milho,
lagartas de Spodoptera frugiperda com sintomatologia de virose. Essas lagartas foram
enviadas para o Laboratério de Virologia de Insetos da Area de Controle Biolégico da Embrapa
- Cenargen, que, posteriormente, foram identificadas como Granulovirus de Spodoptera
frugiperda (SfGV). Também foram enviados, para o nosso laboratério, cinco isolados virais
provenientes da regido de Sete Lagoas,MG, pelo Centro Nacional de Pesquisa Milho e Sorgo
(CNPMS). Esses isolados analisados inicialmente por microscopia 6tica foram identificados
como NPVs, e foram, entdo, denominados de SfNPV Epamig 1, SfNPV Epamig 2, SfNPV
Epamig 3, SfNPV Epamig 4, SfNPV Epamig 5.

Com o objetivo de identificar e iniciar os estudos de caracterizagdo dos isolados virais
recebidos, tais isolados foram amplificados, purificados e submetidos a anélise das proteinas
estruturais de suas particulas virais. Assim, lagartas foram maceradas em tampdo de
homogeneizagdo (4cido ascérbico 1%, SDS 2%, tris 0,01M pH 7,8, EDTA 0,001M) e o
liquido foi filtrado em gaze estéril e 1a-de-vidro. O extrato obtido foi, entdo, utilizado para
constatacdo da presenga de poliedros (PIBs) bem como para purificagdo dessas particulas
(PIBs) e dos ARVs (virions liberados por alcali). Anélise dessas particulas foram feitas através
de microscopia 6ptica e eletrdnica e eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 15% (PAGE-
SDS). Para isso, o extrato foi centrifugado (10.000rpm por 15min) e o sedimento
ressuspenso em tampao TE (Tris 0,001M pH 7,8, EDTA 0,001M) e submetido a uma
centrifugagdo em gradiente de sacarose 1,17-1,30 (24.000rpm/40min/4°C).
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Bandas de poliedros (ou granulos) foram formadas, conforme detecgdo observada em
eletroforese de poliacrilamida (PAGE-SDS). Os ARVs, obtidos a partir da solubilizacdo dos
poliedros puros (ou grénulos) com solugdo alcalina pH 10,9 (carbonato de sédio 0,3M, NaCl
0,5 M, EDTA 0,03M) e centrifugagdo em gradiente de sacarose (1,17-1,26
24.000rpm/60min/4°C), também foram detectados por eletroforese (PAGE-SDS).

A anélise através de microscopia eletrénica do isolado proveniente de Bom Jesus do
Amparo revelou tratar-se de um GV, apresentando forma oval e apenas um nucleocapsideo
por corpo de inclusdo (grénulo) (Fig. 1A). Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 15%
demonstrou ter a granulina, principal componente da matriz protéica, peso molecular de
29.0000 (Fig. 2). Este peso esta de acordo com o citado na literatura para baculovirus. Os
ARVs apresentaram 13 bandas cujo peso molecular foi calculado em aproximadamente
76.900, 70.000, 67.000, 60.000, 55.000, 46.100, 44.200, 42.300, 41.000, 37.500,
33.700, 26.500 e 23.800 (Fig. 2).

Quanto a andlise dos outros cinco isolados por microscopia eletrénica, esta permitiu a
sua identificacdo como sendo NPVs. Todos os isolados visualizados ultra-estruturaimente
revelaram a presenga de virions, contendo de um a vérios nucleocapsideos por envelope,
imersos em corpos de oclusao de forma poliédrica. O padrao morfolégico de todos isolados é
mostrado na Fig. 1B. A fragao dos poliedros analisada por PAGE-SDS mostrou uma proteina
predominante nos cinco isolados, que foi identificada como sendo a poliedrina com peso
molecular em torno de 32.000 daltons (Fig. 3A). Isto era esperado, uma vez que o gene
desta proteina é o mais altamente conservado em baculovirus. Na fragao dos virions (ARVs),
observou-se um perfil eletroforético similar para os cinco isolados, com pequenas diferencas
qualitativas.

Foram identificadas dez proteinas, com pesos moleculares de 35.000, 37.000,
41.000, 45.000, 46.000, 50.000, 57.000, 72.000, 74.000 e 80.000 (Fig. 3B). Nos
isolados SfNPV Epamig1, SfNPV Epamig 2 e SfNPV Epamig 3, foi detectada uma banda extra
de cerca de 30.000 daltons. Presumivelmente, este peptideo representa uma caracteristica
fenotipica dos trés isolados ou, entdo, trata-se de um produto de degradacdo de algum
peptideo de peso molecular mais elevado. Ou ainda, pode tratar-se de contaminagdo com a
poliedrina. Embora os resultados indiquem similaridade entre os cinco isolados, é necessaria a
futura identificacdo do seu material genético, através da analise do DNA viral dos mesmos,
apods clivagem com diferentes enzimas de restricao. ‘

Os isolados virais estdo armazenados a -20°C (“freezer”), para posteriormente dar
continuidade aos estudos de caracterizagdo incluindo andlise de DNA viral e testes de
patogenicidade, que muito contribuird para o programa j& existente de utilizagdo do
baculovirus no controle da lagarta-do-cartucho.

E importante que os agricultores e extensionistas nao deixem de coletar lagartas que
apresentem sintomas indicadores de virose e que esse material seja enviado para a devida
andlise e avaliagdo. Dessa forma poderemos identificar diferentes isolados do virus,
favorecendo uma comparagdo qualitativa entre eles e uma indicagdo do grau de
patogenicidade sobre a lagarta-do-cartucho. Isso permitird selecionar isolados virais, que
potencialmente apresentam maior eficiéncia para o controle da praga. Além disso, é
interessante fazer uma avaliagdo constante e periédica dos niveis de infecgdo atingidos,

’
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uma vez que se tem conhecimento de que o sistema do NPV de Spodoptera frugiperda é
bastante dindmico com relagdo a susceptibilidade pelo hospedeiro, podendo a lagarta tornar-
se resistente ao seu NPV com considerdvel rapidez (Fuxa & Richter, 1989).
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Fig. 1. Micrografia eletrOnica de secgdes transversais de

isolados de SfGV e de SfNPV. (A) morfologia de
SfGV: forma oval com apenas um
nucleocapsideo por granulo; (B) morfologia de
SfNPV: forma poliédrica contendo um a vérios
nucleocapsideos por corpo de inclusio.
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Fig. 2. Andlise de proteinas
estruturais dos vi-
rions (ARVs) e dos
granulos de SfGV
por eletroforese em

gel de poliacri-
lamida-SDS 15%
(co- loragdgo com

“coomassie blue”).
1- marcador de peso
molecular Sigma; 2-
ARVs; 3- granulos.
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Fig. 3. Andlise de proteinas
66.0 estruturais de SfNPV por

45.0 eletroforese em gel de

g;:; poliacrilamida- SDS 15%.
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18.4 (A)- poliedros de SfNPV

143 Epamig 1, 2, 3, 4, 5
(pogos 1, 2, 3, 4, 5
respectivamente);

marcador de peso
molecular Sigma (pogo
6); (coloragdo com
“coomassie blue”).
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45.0 . . (pogo 1); virions
34.7 (ARVs) de SfNPV
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(pocos 2, 3, 4,5, 6
29.0 respectivamente);
240 (coloracdo com
B nitrato de prata).
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