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Armyworm Nuclear PolyhedrosisVirus

ABSTRACT - A nuclear polyhedrosisvirus (NPV) from Spodopter a frugiperda
(Smith) caterpillars (Lepidoptera: Noctuidae), collected from diseased insects
in Sete Lagoas, MG, was confirmed and identified. The pathology of infected
caterpillars is characteristic of NPV. The virus showed tropism by ectoderm
cells, fat cells, and tracheocytes. Vira particles (polyhedra and akali released
virions- ARV s) were purified through diferential centrifugationsin sucrosegra-
dient, and the polyhedral band waslocated in theinferior third part of the tube.
Increasing time of polyhedral digestion with alkaline solution resulted in higher
dissolution of occluded bodies (polyhedra) consequently releasing virions. Five
bandswereformed for the alkali released virions. The electrophoretic pattern of
S frugiperda NPV was compared to the one of Anticarsia gemmatalis (Hubner)
NPV for polyhedraaswell asARVs. A peptide of 32,000 dalton was character-
ized asthe polyhedrin of S. frugiperda NPV.

KEY WORDS: Insecta, Spodoptera frugiperda, baculovirus.

RESUMO - Foi confirmada a identificagdo de um virus de poliedrose nuclear
(VPN) delagartas de Spodoptera frugiperda (Smith) (L epidoptera: Noctuidae),
coletado de lagartas infectadas em Sete Lagoas, MG. A patologia de lagartas
infectadas é caracteristicade VPN. O virus apresentou tropismo por células da
ectoderme, células adiposas e de traquedcitos. Particulas virais (poliedros e
virionsliberadospor dcali - ARV's) foram purificadas apartir de centrifugacdes
diferenciais em gradientes de sacarose e abanda de poliedros situou-se no tergo
inferior do tubo. Quanto maior o tempo de digestdo dos poliedros, com solugéo
acalina, maior adissolugéo dos corposdeinclusio (poliedros), com consequente
liberac&o de virions. Houve a formac&o de cinco bandas nitidas de virions
liberados por dcali. O perfil eletroforético do VPN de S. frugiperda foi
comparado ao perfil do VPN de Anticarsia gemmatalis (Hubner), tanto para
poliedros como para ARVs. Um peptideo de 32.000 dalton foi caracterizado
como apoliedrinado VPN de S frugiperda.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, Spodoptera frugiperda, baculovirus.
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No Brasil, a ocorréncia de virus de
poliedrose nuclear (VPN) em lagartas de
Soodoptera frugiperda (Smith) foi detectada
em 1978 (C.F. Andrade, n&o publicado).
VPNsocorrendo em lagartasde S frugiperda
foramrelatados (F. Moscardi & GH. Kastelic,
nédo publicado) e identificados e purificados
por Valicente et al. (1989). Garcia (1979)
estudou a eficiéncia de fatores bidticos e
abidticos na regulacdo populacional de S.
frugiperda, tendo 0 VPN se mostrado como
um agente promissor para programas de
controle da praga. A aplicagdo a campo do
VPN, através da agua de irrigagdo, causou
mortalidade superior a50% em S frugiperda
possibilitando aocorrénciade parasitéidesnas
lagartas amostradas (Valicente & Cruz 1991,
Valicente & Costa 1995).

O grupo dosVPNsestaincluido nafamilia
Baculoviridae eisolados tém sido obtidos de
Neuroptera, Trichoptera, Lepidoptera,
Diptera, Hymenopterae Coleoptera (Tinsey
& Kelly 1985), além de Thysanura e
Homoptera (Federici 1986). Nos Estados
Unidos, entre os VPNs que tém sido
registrados pela Agéncia de Protecao
Ambiental (EPA - Environmental Protection
Agency) encon- tram-se agquel es isolados de
espécies de Heliothis e de Helicoverpa,
Lymantriadispar (L.), Orgyia pseudotsugata
(McDunnough) e Neodiprion sertifer
(Geoffroy). No entanto, mesmo os VPNs
registrados ndo estdo comercial mente
disponiveis. As razdes sdo complexas, mas
basicamente incluem a continua disponi-
bilidade de produtos quimicossintéticos, mais
baratos e de largo espectro para controle de
pragas, mercado limitado e, portanto, lucro
reduzido e, questionével eficiéncia. Em paises
onde o procedimento para registro € menos
complexo e maisbarato e o custo daméo-de-
obra é baixo, VPNs s8o frequentemente
utilizados para o controle de |lepidopteros-
praga de hortalicas e de outras culturas.
Exemplos incluem o uso do VPN de
Anticarsia gemmatalis (HUbner) em soja
(Glycinemax) no Brasil, VPN de Spodoptera
exigua (Hubner) em hortalicas no Sudeste
Asiético, especialmente na Tailandia, outros
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VPNs de Spodoptera em vérias culturas na
América Central e no Meio-Oeste dos EUA,
e VPN de Heliothis armigera (Htbner) em
algoddo (Gossypium hirsutum) na China
(Federici 1993).

Contudo, duas das mais significantes
limitagcBes do emprego de inseticidas virais
convencionais séo a relativamente lenta
vel ocidade para causar amorte do hospedeiro
e a estreita faixa de hospedeiros desses
agentes. Com a tecnologia do DNA recom-
binante, novas perspectivas tém surgido para
aumentar a eficiéncia dos inseticidas virais.
Almegja-se desenvolver virus de atuacdo em
um largo espectro de hospedeiros e que
provocardo a cessagdo da alimentacdo larval
dentro de 24 a 48 h ap6s ainfecgdo. Isto tem
sido obtido através daengenhariagenéticade
virus para aumentar a patogénese e a
viruléncia através da expressdo de proteinas,
tais como enzimas ou hormdnios que
suprimem o metabolismolarval, neurotoxinas
gue paralizam ou matam o inseto diretamente,
ou através da eliminacdo de genes virais que
atrasam amorte do hospedeiro (Federici 1993,
VIak 1993, Cory et al. 1994, Wood et al . 1994,
Gopalakrishnan et al. 1995, Miller 1995, Lee
et al. 1997).

Este trabalho visou a caracterizacéo
morfolégica e a andlise bioguimica de um
baculovirus encontrado no campo, infectando
lagartas de S frugiperda no Centro Nacional
de Pesquisade Milho e Sorgo (Embrapa), em
Sete Lagoas, MG.

Material e Métodos

As lagartas de S. frugiperda foram
provenientes do laboratério de Criagéo de
Insetosdo CENARGEN/Embrapa, onde eram
mantidas em dieta artificial a 26°C, com
fotofasede 14 h. Oindeuloinicial doisolado
devirus utilizado foi originalmente obtido, a
campo, de lagartasde S. frugiperda, em Sete
Lagoas, MG, pelo Dr. F. H. Valicente
(Embrapa). L agartas com sintomadeinfecgdo
foram maceradas com agua destilada e o
liguido resultante coado em gaze. A
purificacdo do virus foi feita através de
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centrifugagOes diferenciais, em gradientesde
sacarose.

Lagartas de 3° e 4° instares foram
mantidas em copos de pléastico (50ml)
vedados com tampas de acrilico, ap6s
pulverizacdo de uma suspenséo viral,
contendo aproximadamente 2x10° a 8x10°
poliedros/ml, diretamente na dieta artificial.
A medida em que as lagartas iam morrendo,
foram colocadas em congel ador, por 24h, para
facilitar acoleta, pois, normalmente, o corpo
da lagarta se liquefaz em pouco tempo,
havendo muita perda de material. O
acondicionamento posterior foi feitoa -
20°C, até 0 uso nos estudos propostos.

Analise Ultraestrutural da Infeccgéo.
Lagartas infectadas foram dissecadas sob
lupa, cinco dias apds a inoculagéo,
removendo-se parte do tubo digestivo, aém
daectodermae dostecidos muscular e adiposo
adjacentes. Os tecidos foram fixados
(glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%,
tampéo cacodilato 0,05M, pH 7,2), lavados
com tampao cacodilato 0,05M, pH 7,2 e pos-
fixadosem tampé&o cacodilato 0,1M, contendo
1% de tetroxido de ésmio, por duas horas.
Aposlavagem com aguadestilada, o material
foi imerso em solucdo de acetato de uranila
0,5% por, aproximadamente, 14h. A
desidratacéo foi feita por passagem em
acetona (50, 70, 90 e 100%), por 15min para
cadaetapa e quatro vezes com acetona 100%.
O material foi colocado em cépsulas para
emblocar com acetona/Spurr (1:1) por,
aproximadamente, 2 a 4h e, em seguida,
colocado Spurr por, aproximadamente, 14h.
ApOs esse periodo, 0 Spurr foi trocado e o
material colocado em estufa a 70-75°C, du-
rante 72h, parapolimerizar. Sec¢Besultrafinas
foram obtidas em ultramicrétomo (LKB
Ultrotome | | 1), equipado com navalha de
diamante e examinadas ao microscopio
eletrénico (JEOL JEM 100C), apdscontraste
com acetato de uranila 3,5% e citrato de
chumbo de Reynold.

Purificacdo de Poliedros e Virions
Liberadospor Alcali (ARVS). Utilizou-seo
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método descrito por Maruniak (1986), com
pequenas modificacles. L agartasinfectadas,
mortas, coletadasentreo 7°e o0 8° diasapdsa
infec¢éo, foram colocadas num homo-
geneizador (Du Pont Sorvall Omni-Mixer
17105), sendo adicionados 100ml de tamp&o
de homogeneizag&o (1% &cido ascorbico; 2%
SDS; 0,01M Tris, pH 7,8; 0,001M EDTA),
agitadas por 5min e depois filtradas em gaze
contendo |& de vidro. Em seguida, o material
foi centrifugado a 10.000 rpm por 15min
(Ultracentrifuga Sorvall-RC-5B, Rotor SS-
34). O sobrenadante foi descartado e o
preci pitado suspenso em 10ml de Tris-EDTA
(0,01M Tris, pH 7,8; 0,0001M EDTA), sendo
sonicado (Ultrassom Virsonic - Cell Dis-
rupter-Model 16-850 - intensidade 35) por
30s, com interrupcdo de 30s e novamente
sonicado. Fez-se uma segunda centrifugagéo
a 12.000 rpm, por 10min (Rotor Sorvall SS-
34), sendo o sobrenadante descartado e o
precipitado suspenso em TrissEDTA. Seguiu-
se a aplicacdo do material no topo do
gradiente linear de sacarose de 1,17-1,30g/
ml narelacdo de, aproximadamente, 150mg
do extrato por gradiente (volume do gradiente
=30ml). Efetuou-se, entéo, umacentrifugagdo
a 27.000 rpm por 30min (Ultracentrifuga
Sorvall, Rotor AH 627), resultando na
formagdo de uma nitida banda de poliedros,
que foi coletada com pipeta Pasteur. Os
poliedros foram diluidos com Tris-EDTA
(relacdo 1:4) e centrifugados a 12.000 rpm,
por 10min (Rotor Sorvall SS-34). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado,
contendo os poliedros, foi suspenso em 2 a
5ml de agua destilada e estocado a-20°C.
Na purificagdo de virions liberados por
dcali, paraefeitos de comparagdo, metade da
amostra foi inativada a 70-77°C, por 1h ea
outrametade deixadaatemperaturaambiente.
Os poliedros foram ent&o solubilizados apos
adicdo, do correspondente & metade do seu
volume, de solucdo alcalina 3X, pH 10,9
(0,3M carbonato de sadio; 0,5M NaCl; 0,03M
EDTA), durante 30min a temperatura
ambiente. Procedeu-se aaplicacdo no topo do
gradiente linear de sacarose de 1,17-1,26 g/
ml, seguida por centrifugacéo a 24.000 rpm,
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por 1h a4°C (Ultracentrifuga Sorvall - Rotor
AH 627). As bandas contendo os ARVs
(virionsliberados por dcali) foram coletadas
com pipeta Pasteur ediluidascom TrissEDTA
(0,01M Tris, pH 7,8; 0,001M EDTA). Essas
bandasde ARV sforam centrifugadas a24.000
rpm por 30min (Rotor Sorvall AH 627), com
0 sobrenadante sendo descartado e o
precipitado suspenso em 100ml de Tris-
EDTA, paraestocagem a4°C.

Anélise das Proteinas Estruturais das
Particulas Virais, Através de Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida-SDS. Cem ml de
cadaamostra (poliedros estocados em agua e
ARV suspensos em Tris-EDTA) foram
diluidos, numa relacéo 1:1, com tampéo de
amostra 2X (0,01M Tris, pH 7,8; 0,001M
EDTA; SDS 8%; Glicerol 40%; b-
Mercaptoetanol 20% e azul de bromofenol
0,01%) e aguecidos em éguafervente por 2 a
3min. Paraandlise comparativadas proteinas
virais, foram utilizados poliedrose ARVs de
Baculovirus anticarsia (VPN de A.
gemmatalis) cedidos pelo CENARGEN/
Embrapa. A eletroforese processou-se em
placas de vidro, em gel de poliacrilamida-
SDS, utilizando-se um gel concentrador 5%
e gel de corrida 15% (Laemmlli 1970). A
corrida foi feita em tampéo de eletroforese,
pH 8,3 atemperaturaambiente, a80V durante
amigragdo das amostras no gel concentrador
e a 120V até que a frente de migragéo
estivesse a 3cm do fina da placa. O gel foi
fixado e corado com uma solucéo de metanol
40%; é&cido acético 7,5%; “ Coomassie Bril-
liant Blue R-250" 0,05%, durante aproxi-
madamentel4h e descorado, em seguida, com
metanol 40% e acido acético 7,5%. Para
coloracdo com Prata, seguiu-se o
procedimento de Boulikas& Hancock (1981).

Resultados e Discussao

Multiplicagdo do Virus. As lagartas de S
frugiperda infectadas pelo baculovirus
caracterizaram-se por apresentar manchas
amarelas no corpo, lenta perda de apetite e
oleosidade na epiderme. Num estagio mais
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avancado da doenga, a epiderme torna-se
fragil, rompendo-se com facilidade e havendo
liberagcdo de um fluido leitoso, com milhares
de poliedros do VPN e tendéncia de lagartas
infectadas procurarem o ponto mais alto
disponivel, um fendmeno comum a varios
VPNs (Tanada & Kaya 1993).

Andlise Ultraestrutural da Infeccéo.
Grande numero de massas densas,
intranucleares, de perfil poligonal (0,5a2mm
de didmetro), foram consistentemente
encontradas nas célulasdaectoderme, células
adiposas e de traquedcitos. Contudo,
raramente foram observadas em tecido mus-
cular eno tubo digestivo. Essas massas densas,
identificadas como poliedros do VPN,
exibiam um padréo paracristalino e
apresentavam, nelas ocluidas, particulas
baciliformes envolvidas por uma membrana
comum, caracterizando este virus como um
virusde poliedrose mltiplanuclear (VPMN).
Além dos poliedros, os nicleos continham,
frequentemente, uma matriz amorfa, similar
ao referido como estroma virogénico,
particulas livres e, eventualmente, massas
alongadas, densas e paracristalinas, pro-
vavelmente p10 (van Oerset al. 1993, 1994).
Estas ocasionalmente apareciam no
citoplasma. A proteinapl0 tem papel nalise
celular, interferindo naliberagdo do poliedro
por células infectadas. Em algumas células,
foram notadas particulas baciliformes nao
ocluidas, associadas & membrana basal ou a
dobras da membrana plasmética, possivel-
mente em processo de penetracdo (Figs.
lab,c,d; 2ab). Ascaracteristicas apresentadas
pelas células infectadas e os tecidos onde
ocorreu a proliferacdo das particulas virais
estdo de acordo com o padréo de infec¢éo e
com 0s tropismos por tecidos apresentados
pelos VPNs (Federici 1993, Tanada & Kaya
1993).

Purificacdo de Poliedros e Virions
Liberados por Alcali (ARVS). A banda de
poliedros formada, apo6s centrifugacdo em
gradientelinear de sacarose (1,17-1,30g/ml),
situou-se no terco inferior do tubo. A
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Figural. Andlise ultraestrutural dainfeccéo de lagartas de Spodoptera frugiperda por seu
VPN. a, b, ¢ - Detalhe de nlicleos na ectoderme contendo poliedros. Em a, além dos poliedros,
onulcleo apresentaum estroma virogénico bastante desenvolvido. d - Detalhe de um poliedro
contendo varias particulas baciliformes. A membranaenvol tériadessas particul as pode conter
varios nucleocapsideos, caracterizando este VPN como do tipo: “multiple-enveloped”
(MENPV). P = poliedro; E = estroma virogénico; Mp = massa paracristaling; A = varios
nucleocapsideos por envelope. (Fotos: E.W. Kitgjima).

purificaco de poliedros resultou num alto
grau de pureza, que pode ser comprovado
através da andlise de micrografia eletrénica
(Fig. 2c). Os poliedros aparecem como
particulas densas e escuras, devido atécnica
empregada (contraste negativo). Oscorposde
inclusdo obtidos por purificagdo sdo muito
estéveis, resistentes ao calor e a muitos
agentes quimicos, incluindo baixo pH. S&o
insollveis em agua, mas dissolvidos
prontamente em solugdes aquosas de NaOH,
KOH, H,SO, e CH,COOH (Smith 1976).
Durante a solubilizacgo dos poliedros com
solucédo alcaling, observou-se que a medida

em gque aumentava o tempo de digestdo dos
poliedros, com solucéo alcalina, houve uma
maior dissolucdo dos corpos de inclusdo
(poliedros), com consequente liberagcdo de
virions (ARVs). Apés centrifugacdo em
gradientelinear de sacarose (1,17-1,26g/ml),
para a purificagdo de ARV's, detectou-se a
presenga de cinco bandas nitidas, cuja
distribuic8o esta relacionada com o nimero
de nucleocapsideos por envelope. A etapade
70°C na purificagdo de ARVs é importante
para a inativagdo de proteases alcalinas,
provenientes das lagartas infectadas,
responsaveis pela degradacéo da poliedrina.
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Figura 2. Andlise ultraestrutural da infecgdo. a. Presenca de niicleos contendo poliedros
nas células adiposas; b. Parte de um traguedcito infectado pelo SFMNPV. Detalhe de uma
massa paracristalina alongada e densa e de aguns poliedros; e, ¢. Poliedros purificados a
partir de lagartas de Spodoptera frugiperda infectadas por STMNPV. P = poliedro; Mp =

massa paracristalina. (Fotos: E.W. Kitajima).

Yamafuji et al. (1958) mostraram que as
proteases do virus e do hospedeiro eram
ativadas sob condi¢des acalinas, com Gtima
atividade proxima ao pH 10,6 e que
temperaturas acima de 70°C inativavam as
proteases. Estudos posteriores de Yamafuji et
al. (1960) revelaram que, aparentemente,
maior atividade das proteases era associada
com particulasviraisdo que com apoliedrina
e sugeriram que havia a degradacéo de
componentesvirais. A presenca de uma pro-
tease que degradava poliedrina, quando
ativadaao pH 10,5-11, durante asolubilizagéo
do poliedro, foi documentada (Yamafuji et al.
1958, 1960, Summers 1975).

Andlise das Proteinas Estruturais das
Particulas Virais, Através de Eletroforese
em Géis de Poliacrilamida-SDS. O perfil
eletroforético das proteinas de poliedros de
AgMNPV (baculovirus de A. gemmatalis) e
SfFMNPV (baculovirus de S. frugiperda),
tratados ou ndo parainativacdo daprotease, é
apresentado na Fig. 3. A coloracéo com

“CoomassieBlue” (Fig. 3a) revelou umaforte
banda presente nas particulas de AQMNPV,
com peso molecular de 33.000 e uma banda
fraca, um pouco abaixo, com 31.000 dalton
(Fig. 3a, colunas 2 e 3). Com relag8o aos
poliedros de SFIMNPV, evidenciou-se uma
nitidabandade 32.000 dalton (Fig. 3a, colunas
5 e6). Bandas com pesos mol ecul ares abaixo
de 30.000 também foram detectadas, embora
se mostrassem pouco nitidas, tanto para
poliedros de AQMNPV quanto de STMNPV.
Umamel hor visualizac&o dasbandasfoi feita
apos coloragdo com nitrato de prata (Fig. 3b).
Proteinas naregi&o de 15.500 a24.000 dalton
mostraram-se presentes, tanto em poliedros
de AQMNPV néo inativados (Fig. 3b, coluna
2) quanto nostratados parainativacdo dapro-
tease (Fig. 3b, coluna 3), bem como as
proteinas de 31.000 e 33.000 dalton, descritas
anteriormente. Resultado similar foi obtido
parapoliedrosde SFMNPV néo tratados (Fig.
3b, coluna5) ou tratados (Fig. 3b, coluna6),
detectando-se proteinas de peso molecular
variando entre 14.500 e 28.000 dalton, bem
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Figura 3. Perfis eletroforéticos. a. Colorag@o com “Coomassie Blue”’;

b. e c. Coloracéo

com Nitrato de Prata.1. Marcadores; 2. Poliedros de AgMNPV n&o inativados; 3. Poliedros
de AQMNPV inativados; 4. ARVs de AgMNPV; 5. Poliedros de STMNPV néo inativados; 6.
Poliedrosde STMNPV inativados, 7. ARVsde STMNPV néoinativados; 8. ARVsde STMNPV
inativados. As setas grossas i ndicam poliedrinacomo contaminante. Proteinas (Peso Molecu-
lar): F - Fosforilase B (94.000); AS - Albumina Sérica Bovina (67.000); O - Ovalbumina
(43.000); AC - Anidrase Carbdnica (30.000); IT - Inibidor da Tripsina da Soja (20.100); .L -
- Lactoal bumina (14.400); a. 33.000 (poliedrinaAgMNPV); b. 31.100; c. 24.800; d. 19.700;
e. 15.500; f. 32.000 (poliedrinaSTIMNPV); g. 28.800; h. 22.000; i. 21.000; j. 17.000; k. 14.500;

[. 45.500; m.39.800; n. 35.900; o. 34.300; p.18.600; g.23.600. (Fotos: Eliana Santana -

CENARGEN/Embrapa).

como a de 32.000, ja descrita. A andlise de
ARVs de SFMNPV néo inativados (Fig. 3c,
coluna 7) e inativados (Fig. 3c, coluna 8)
revel ou apresencade algumas bandas nitidas,
com pesos moleculares de 35.900, 39.800 e
45.500, em ambas asfragdes. Entretanto, uma
banda de peso molecular 23.600 esteve
presente apenasnosA RV sinativados (Fig. 3c,
coluna 8) e bandas de pesos moleculares
18.600 e 34.300 apareceram apenas nos nao-
inativados (Fig. 3c, coluna 7). O tratamento
para inativagdo da protease, que degrada a
poliedrina, n&o resultou em modificacgo do
perfil eletroforético das proteinas das
particulas virais. Sabe-se que apoliedrinade
diversos baculovirus varia entre 28.000 e

33.000 dalton (Summers & Smith 1978). A
proteina de 33.000 dalton, do AQMNPV, e a
proteina de 32.000 dalton, do STMNPV, séo,
presumivelmente, poliedrinas, por se
encontrarem em maiores concentracfes e
possuirem peso molecular caracteristico desse
grupo de proteinas.
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