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RESUMO - Foi constatada a presenca de um virus-degranulose (VG) infectando lagartas-do-cartucho-
-do-milho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (Smith, 1797), VGSf , na regido de Sete
Lagoas, MG. Extratos de lagartas infectadas com virus mostraram ser patogénicos, chegando a causar
até 100% de mortalidade em lagartas de trés dias de idade, criadas artificialmente em laboratdrio. A
identiﬁcagﬁo do virus foi feita através de microscopia eletronica, e os resultados mostraram tratar-se
de um virus-de-granulose, o qual pertence ao género Baculovirus e caracteriza-se por apresentar suas
particulas oclusas individualmente em uma capsula de proteina, formando estruturas caracteristicas
chamadas “corpos de inclusao” (CIs). A purificag@o do virus, feita através de centrifugacdes diferen-
ciais e em gradientes de sacarose, mostrou ser possivel obter cerca de 22 mg de (CIs) do virus por lagar-
ta infectada. Dada a sua patogenicidade, grande quantidade de CIs por lagarta infectada e facilidade de

purificagdo, o virus em estudo apresenta um grande potencial para ser utilizado como bioinseticida no
controle da lagarta-do-cartucho.

Termos para indexagdo: Zea mays, patologia de insetos, milho, Baculovirus, corpos de inclusdo.

IDENTIFICATION AND PURIFICATION OF A GRANULOSIS VIRUS
FOUND IN FALL ARMYWORMS

ABSTRACT - A virus was found infecting larvae of fall armyworm, Spodoptera frugiperda (Lepidopte-
ra: Noctuidae) (Smith, 1797), in Sete Lagoas, MG, Brazil. Virus extracts from infected larvae were
able to cause up to 100% mortality in three-day old larvae feeding in artificial diet. The identification
of the virus, made by electron microscopy, showed that it was a granulosis virus, belonging to the ge-
nus Baculovirus and is composed of enveloped nucleocapsids which are occluded in proteinaceous in-
clusion bodies. Purifications by differential and sucrose gradient centrifugations yielded 22 mg of
inclusion bodies per infected larva. Due to its pathogenicity, large number of inclusion bodies per
infected larvae and simplicity of purification procedures, the identified virus shows a great potential

to be used as a bioinsecticide in the biological control of the fall armyworm.

Index terms: Zea mays, insect pathology, corn, Baculovirus, inclusion bodies.

INTRODUCAO

O virus-de-granulose (VG) pertence ao género
Baculovirus e caracteriza-se por apresentar suas
particulas (nucleocapsideos) oclusas, individual-
mente em uma cipsula de proteina (granulina),
formando estruturas caracter{sticas que sio chama-
das ““corpos de inclusdo” (Cls). As particulas do
VG sio alongadas e contém fita dupla de DNA em
seu genoma. Quando inclusas nos Cls, as particu-
las do virus retém sua viruléncia por anos, mas per-
dem rapidamente sua infectividade quando libera-
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das das cdpsulas de granulina (Gibbs & Harrison
1976, Payne & Kelly 1981).

A infecgdo das lagartas ocorre através da inges-
tagdo dos Cls, os quais sdo digeridos no intestino
liberando as particulas do virus. As cdpsulas de
granulina fixam-se s membranas das células do
intestino, e as particulas do virus passam para den-
tro das células, multiplicando-se em seus niicleos
e espalhando-se por todo o corpo da lagarta, em
uma intensidade tal, que, ao morrer, o que resta da
lagarta é praticamente o tegumento envolvendo
uma suspensdo de Cls. A disseminagdo do virus
ocorre com a ruptura do tegumento da lagarta
(Yamamoto & Tanada 1978, Harrap 1970, Sum-
mers 1971, Kawanishi et al. 1972, Tanada et al.
1975, Gibbs & Harrison 1976).

Os lepidépteros sdo os tnicos hospedeiros co-
nhecidos para o VG. Estudos tém demonstrado
que particulas de VGs sdo incapazes de se multi-
plicarem em células de outros insetos ou em célu-
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las de animais (Burges et al. 1980, Metcalf & Luck-
mann 1982).

O VG da lagarta do cartucho (VGS() foi iden-
tificado primeiro por Steinhaus (1957), de larvas
coletadas em milho, na Colémbia. Matignoni &
Iwai (1981) citam varios patdgenos da lagarta do
cartucho dentre eles o VGSf e, Gardner & Fuxa
(1980) fazem referéncias do VG infectando a
Spodoptera frugiperda em sorgo nos Estados da
Georgia e Lousiana, nos EUA.

Ignoffo & Anderson (1979), Huger (1963) e
Ignoffo (1968) afirmam que, dada a sua estabili-
dade, especificidade e viruléncia, virus como o VG
tornam-se candidatos promissores para o controle
biolégico de insetos, e Burges & Hussey (1971)
afirmam que o VGSf é vidvel para ser usado como
bioinseticida.

O objetivo do presente trabalho foi identificar
o virus-de-granulose em lagartas-do-cartucho-do-
-milho (Spodeoptera frugiperda), testar sua viru-
léncia, e purificéd-lo, visando sua utilizagdo como
bioinseticida para controle daquele inseto.

MATERIAL E METODOS

O virus em estudo foi obtido em uma lagarta-do-car-
tucho-do-milho (S. frugiperda) apresentando sintomas ti-
picos de virose (tegumento esbranquicado e translicido)
e coletada em milho, no municipio de Sete Lagoas, MG,
ano agricola de 85/86.

A preparacdo de extratos foi feita macerando a largarta
em 40 ml de agua destilada. O homogeneizado obtido foi
filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a
1.600 g durante 25 minutos. O precipitado foi ressuspen-
so em 200 ml de agua destilada e identificado como ex-
trato A. O sobrenadante apresentando cor branca leitosa
foi identificado como extrato B.

A infectividade dos extratos assim preparados foi tes-
tada em lagartas sadias com trés, seis e oito dias de idade,
criadas individualmente em copos de pldstico de 50 ml
contendo 5 g de dieta artificial de Burton (1969).

Foram utilizadas 24 lagartas em cada um dos trata-
mentos, 0s quais consistiram de dieta contaminada pelos
extratos A e B e dietas tratadas com dgua (controle). O
volume de extrato e dgua utilizados nos tratamentos foi
de 0,2 ml, distribuidos em duas aplicagdes didrias conse-
cutivas de 0,1 ml cada, sobre a dieta.

Outro teste consistiu em ressuspender o virus purifi-
cado e liofilizado em dgua e na aplicagdo de 0,2 ml da
suspensdo sobre a dieta artificial de 48 lagartas sadias re-
cém-eclodidas. )

A identificacdo do virus foi realizada através de mi-
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croscopia eletronica. Os tecidos, removidos por disseca-
cdo de lagartas infectadas com extratos A e B, foram
imediatamente fixados em uma mistura de paraformal-
deido 2% e glutaraldeido 2%, em tampdo cacodilato
0,05 M, pH 7,2. As amostras foram entdo pos-osmicadas
em Os W4 1%, no mesmo tampdo, desidratados e emblo-
cados em meio de Spurr. Os cortes ultrafinos foram obti-
dos em ultramicrotomo equipado com navalha de diaman-
te, e as seccOes foram contrastadas com acetato de uranila
¢ citrato de chumbo, antes de serem examinadas em um
microscopico electronico, Zeiss EM 9.

A purificacdo dos CIs do virus foi com base em modi-
ficacdes da metodologia descrita por Yamamoto & Tana-
da (1978), utilizando-se centrifugacdes diferenciais e
centrifugacdes em gradientes de sacarose. Lagartas infecta-
das (10), com extratos A e B, congeladas, pesando em mé-
dia 450 mg, foram homogeneizadas em 10 ml de gelo
moido, filtrado em uma peneira 0,35 mm, diluido com
agua destilada para um volume final de 200 ml e centrifu-
gado a 30.000 g durante 30 minutos. Em todo o processc
foi usada dgua destilada, esterilizada e sem oxigénio livre.
O precipitado foi ressuspenso em 200 ml de 4gua, filtrado
em organdi e centrifugado a 30.000 g por 30 minutos.
Novamente o precipitado foi ressuspenso em 30 ml de
agua e centrifugado a 200 g por 15 minutos; o sobrena-
dante foi recuperado e submetido a trés centrifugacGes de
6.000 g por 20 minutos, sendo que no ultimo o precipita-
do foi ressuspenso em apenas 5 ml de dgua. Esta suspen-
sdo foi submetida a centrifugacdo em gradiente de sacaro-
se, em tubos contendo 2 ml de solucdo 80% e 5 ml de
solucdo 50% de sacarose, a 70.000 g por duas horas. Os
CIs foram recolhidos na faixa divisdria das solucdes de
80% e 50% de sacarose, diluidos em quantidade suficiente
de dgua para 40 ml e submetidos a trés centrifugacGes de
6.000 g por 20 minutos. Apds a ultima centrifugacdo o
precipitado foi congelado e liofilizado.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Resultados provenientes da utilizacdo de extra-
tos da lagarta infectada empregados como fonte de
inéculo nos experimentos de laboratério sdo apre-
sentados na Tabela 1. Como pode ser observado,
os extratos foram eficientes como fontes de in6-
culo, chegando a causar até 100% de mortalidade
no tratamento de lagartas mais novas (trés dias de
idade). A taxa de mortalidade decresceu 3 medida
que se tentou infectar lagartas mais velhas. Nas
condi¢des de laboratério onde as lagartas foram
criadas, o ciclo larval normalmente se completa em
14 dias a temperatura de 25°C. Lagartas infectadas
nio completaram o ciclo larval, e ao morrerem

-
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TABELA 1. Efeito da contaminacgdo da dieta com extratos do virus, em lagartas de trés, seis e oito dias de idade (24 in-

Ndmero de
lagartas mortas
Idade das Ndamero de ] s.mtor'nas e Ndmero de
Tratamentos lagartas lagartas mortas estadios diferentes :
. 3 : pupas normais
(dias) pelo virus das infectadas
com o virus
Dieta contaminada pelo extrato A 3 22 1 1
6 4 0 20
8 3 1 20
Dieta contaminada pelo extrato B 3 24 0 0
6 7 0 17
8 4 1 19
Dieta tratada com agua 3 0 0 . 24
6 0 0 24

possufam volumes e pesos superiores aos de lagar-
i tas normais antes de se transformarem em pupas.
Duas lagartas de oito dias de idade morreram com
sintomas e estadios de crescimento diferentes das
infectadas com virus.

Das 48 lagartas alimentadas com o virus purifi-
cado e liofilizado, 46 morreram apresentando sin-
tomas tipicos de virose, sendo observada em mi-
croscopia Otica a presenga de uma grande quanti-
dade de VGs. -

Uma vez constatada a patogenicidade dos ex-
tratos, foram feitas tentativas de identificagdo do
virus através de microscopia Otica comum, pois
acredita-se que se tratasse de um virus de poliedro-
se nuclear (VPN). Como o resultado para o VPN
foi negativo, partes do intestino e do tegumento
das lagartas foram examinadas através de micros-

-

copia eletrdnica. Os resultados mostraram tartar-se
de um virus de granulose do género Baculovirus.
As Fig. 1, 2 e 3 apresentam fotomicrografias ele-
tronicas de secgdes ultra-finas de tecido adiposo de
uma lagarta infectada com o virus. Na Fig. 1 pose-
-se observar a grande quantidade de CIs presentes
no citoplasma de uma célula infectada. As Fig. 2
e 3 mostram detalhes dos CIs onde se notam as
particulas alongadas do virus, oclusas individual-
mente, em cdpsulas de proteina.

A quantidade de CIs recuperada apds o proces-
so de purificagdo foi de 22 mg por lagarta, o que

equivale a 1/3 da matéria seca da lagarta na ocasido
de sua morte. Isto comprova a afirmag¢do de Gibbs
& Harrison (1976) de que, ao morrer, o que resta
de uma lagarta infectada com VG é praticamente o
tegumento envolvendo uma suspensio de Cls.

Os Cls purificados serdo utilizados em testes de
dosagens de inéculos e em testes imunologicos e
eletroforéticos visando i quantificagdo, diagnose
e caracterizag¢do do virus.

CONCLUSOES

1. Os resultados obtidos comprovam a ocorrén-
cia, em condi¢des de campo, na regido de Sete La-
goas, MG, de lagartas de S. frugiperda infectadas
por um virus de granulose.

2. Corpos de inclusio do virus, em extratos de
lagartas infectadas, e em suspensio do virus pu-
rificado e liofilizado, mostraram ser patogénicos,
chegando a causar até 100% de mortalidade em la-
gartas de trés dias de idade e recém-eclodidas, res-
pectivamente, criadas artificialmente em laboraté-
rio.

3. Dada a sua estabilidade, patogenicidade e
grande quantidade de CIs por lagartas infectadas, o
virus em estudo apresenta grande potencial para
ser utilizado como bioinseticida no controle da la-
garta-do-cartucho-do-milho.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 23(3):291-296, mar. 1988.

293

p—

|
1

|
!




294

F.H. VALICENTE et al.

i R e

T
§F = 3 o e B s

FIG. 1. Vista bércial do citopiasma de uma célula do tec oso da lagarta, mostrando grandé

quantidade de Cls (setas) dispersos entre goticulas de lipideo.

FIG. 2. Corpos de inclusdo em detalhe maior (setas), mostrando a existéncia de uma partfcula viral
Gnica, neles ocluida. Uma inclusdo contendo material fibrilar, provavelmente um viroplasma
(VP), aparece nas proximidades de um grupo de Cls.
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FIG. 3. Grupos de Cls em magnificacgdo maior, mostrando detalhes das particulas alongadas do virus,
oclusas individualmente, em uma cépsula de proteina.
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