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1.0 INTRODUCAO

Os baculovirus correspondem ao grupo de virus entomopatogénicos
mais bem estudados tanto do ponto de vista bioldgico quanto
molecular. Sua infectividade restrita aos artrépodos,
predominantemente & classe Insecta, juntamente com sua capacidade
de persisténcia no ambiente, caracterizam sua potencialidade como
agente de controle bioldégico de pragas de importdncia econdmica de
utilizag¢do segura a nivel comercial.

Uma série de estudos tem procurado ampliar os conhecimentos
sobre viruléncia e especificidade deste patdgeno, objetivando a
detecgdo de sistemas patégeno-hospedeiro de maior eficiéncia na
produgdo de poliedros ativos.

A avaliac8o da diversidade intra e 1interpopulacional dos
baculovirus, com o auxilio de técnicas de biologia molecular, tem
revelado a existéncia de uma grande variabilidade genética
associada a uma variabilidade na viruléncia e especificidade,
permitindo a detecg¢do e isolamento de genétipos de maior potencial
como patégeno.

0 avango dos conhecimentos sobre o material genético destes:
virus e de seus mecanismos de replicagdo, levou a descoberta de
genes hiperexpressos, prescindiveis ao processo de multiplicagdo
viral, o que tornou possivel sua manipulagdo genética com
introducdo de genes exdgenos, revelando-se um vetor de expressédo de
genes de eucariotos da maior importdncia. Por outro lado, uma série

de estudos descrevem a construgdo de baculovirus recombinantes



2
contendo genes que aceleram a morte do inseto infectado, procurando
a obtencdo de um sistema mais eficiente no controle de populag¢des
de inseto-praga. Estas novas aplicag¢bes muito tem contribuido com
a ampliacdo dos conhecimentos sobre os baculovirus (WOOD &
GRANADOS, 1991).

Neste trabalho nés utilizamos isolados virais obtidos por
RODRIGUES (1989), originados pela passagem seriada do clone E2 do
virus de poliedrose nuclear de Autographa californica (VPNMAc) em
larvas de Diatraea saccharalis (Fabr. 1794), devido ao caréater
radical das varia¢Bes biolégicas, associadas a alteragles
bioquimicas encontradas nestes isolados virais. Sendo o isolado E2
do VPNMAc o virus de inseto mais bem estudado hoje, consideramos
tratar-se de um modélo conveniente para o estudo das relag¢des
patégeno-hospedeiro nesses virus, principalmente no que concerne a

patogenicidade e especificidade.



2.0 REVISa0 BIBLIOGRAFICA

2.1 BACULOViRUS

2.1.1 CLASSIFICACAO E ESTRUTURA MORFOLOGICA

Os baculovirus correspondem a um grupo de virus de
invertebrados, representantes do utnico género descrito para a
familia Baculoviridae. Estes sdo caracterizados pela presenc¢a de
uma unidade infectiva (virion) em forma de bastdo, com dimensédo
aproximada de 50 x 250 nm. Os virions sdo constituidos por um
nucleocapsideo, envolto em um envelope protéico, contendo uma unica
molécula de DNA circular covalentemente fechada composta de 88 a
153 mil pares de bases (pb) (MATTHEWS, 1982; BILIMORIA, 1986).

Com base na sua morfologia os baculovirus podem ser agrupados
em trés sub-géneros (BILIMORIA, 1986):

Sub-género A - A unidade viral é composta por uma matriz
protéica de forma poliédrica, denominada poliedro, qgue apresenta em
seu interior inumeros virions. Neste grupo encontram-se os virus de
poliedrose nuclear (VPN). Os VPN sdo caracterizados pela presenga
do poliedro durante o seu ciclo de desenvolvimento, cujo tamanho
médio quando completo varia de 0,8 a 2,0 um, sendo <constituido
predominantemente (95%) por uma proteina estrutural denominada
poliedrina, de péso molecular correspondente a aproximadamente
29.000 daltons (FEDERICI,1986; WOOD & GRANADOS, 1991).

Os VPNs podem ser classificados quanto ao numero de
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nucleocapsideos presentes por envelope viral, em: VPN simples
(VPNS), aqueles que apresentam um; e VPN multiplos (VPNM), os que
apresentam dois ou mais nucleocapsideos por envelope (SUMMERS &
VOLKMAN, 1976). Nos dois casos um poliedro chega a conter mais de
uma centena de nucleocapsideos.

Sub-género B - A unidade viral é composta por uma matriz
protéica de formato granular, denominada grédnulo, que normalmente
encerra em seu interior apenas um virion. Os virus de granulose
(VG) sdo representantes deste grupo.

Os VG possuem corpo de inclusdo (grdnulo) de tamanho variando
de 0,1 a4 1,0 pm, sendo constituido predominantemente por uma
proteina de péso molecular de aproximadamente 29.000 daltons
denominada granulina (WOOD & GRANADOS, 1991; FEDERICI, 1986).

Sub-género C - A unidade viral corresponde a unidade de
infecgdo, desprovida de matriz protéica em qualquer fase do seu
ciclo de vida.

Os baculovirus s3o denominados, dentro dos sub-géneros, de
acordo com o hospedeiro do qual o isolado viral foi originalmente

obtido (MATTHEWS, 1987; MOORE e Cols.,1987).

2.1.2 HOSPEDEIROS NATURAIS

Os baculovirus sd3o em sua maioria patédgenos de 1insetos,
podendo ser encontrados também infectando crustdceos e aracnideos

(MARTIGNONI & IWAI, 1986). Mais de 800 diferentes isolados destes



virus foram relatados (WEITZMAN e cols., 1992).

A classe Insecta tem cerca de 600 espécies que servem como
hospedeiros destes patégenos (MARTIGNONI & IWAI, 1986). Os
principais hospedeiros sdo da ordem lepidéptera com aproximadamente
500 espécies infectados por estes virus. Outras espécies
hospedeiras pertencem as ordens coleébptera, himendéptera,
tricéptera, diptera, homéptera e tisanura (FEDERICI, 1986). Os VPNM
e VG tem sua gama de hospedeiros restrita aos lepidépteros,
enquanto os VPNS apesar de infectarem principalmente os
lepidépteros sdo encontrados em todas as outras ordens suceptiveis

aos baculovirus (WOOD & GRANADOS, 1991).

2.1.3 INFECGAO E REPLICAGAO IN VIVO

Os VPNs sdo encontrados na natureza na superficie de plantas
e no solo (WOOD & GRANADOS, 1991). Por apresentarem corpos de
inclusd3o sd3o resistentes Aas condigdes adversas do ambiente,
mantendo-se vidveis em alguns casos por dezenas de anos (JAQUES,
1977).

A principal forma de infecg¢do viral ocorre pela ingestd3o dos
poliedros durante a alimentag¢do do hospedeiro na fase de larva
(Figura 1). No intestino médio das larvas ocorre a dissolugao dos
poliedros, por agdo do pH elevado (9,0 a 11,5) e provavelmente das
proteases ai presentes, resultando na liberag¢do dos virions. Parte

dos virions atravessam a membrana peritréfica, que representa uma
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provavel Dbarreira a infec¢d3o, e por fusdo com a membrana
citoplasmdtica penetram nas células do tipo colunaf do epitélio
intestinal. Os nucleocapsideos penetram no nticleo celular onde se
inicia o processo de expressdo dos genes e replicag¢do do genoma
viral. Ocorre entdo a produgdo de unidades virais levando ao
entumecimento do nicleo celular, com lise da carioteca e
posteriormente lise celular (GRANADOS & WILLIAMS, 1986; BLISSARD &
ROHRMAN, 1990; WOOD & GRANADOS, 1991).

Nos VPNs dois fenétipos diferentes de virions sdo formados
durante o ciclo de vida, apresentando mesma identidade genética
diferindo no entanto em morfologia, composi¢do de proteina,
especificidade de tecido e modo de entrada na célula alvo. Estes
sd3o os virions derivados de poliedros (VDP) e os virions
extracelulares (EC) ou "budded-virus" (BV). O fendétipo VDP
apresenta os virions no interior de poliedros, sendo responsavel
pela transmissdo dos virus de um inseto para o outro. O fendtipo
EC corresponde ao nﬁcleocapsideo, envolvido em um envelope
originado da membrana citoplasmatica da célula hospedeira, obtido
durante sua saida ou brotag¢dao. Este possue no envelope estruturas
denominadas pepl&émeros constituidas por uma glicoproteina de origem
viral (gp64). Esta estrutura parece estar relacionada a fung¢ao dos
EC que é o processo de infecgdo de células dos outros tecidos do
hospedeiro (infecg¢do secunddria) (BLISSARD & ROHRMANN, 1990).

Durante o processo de infecgdo secunddria os VPN e VG
apresentam tropismo diferenciado, tendo o primeiro uma gama maior

de tipos de células alvo. O VPN infecta preferencialmente corpo
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Fig. 1. Ciclo de infecgdo tipico dos virus de polledrose nuclear. Este esquema esté

de acordo com o descrito por Blissard & Rohrmann, 1990.
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gorduroso, hipoderme, matriz traqueal, membrana muscular, misculo,
ganglio e célula pericardial, enquanto o VG infecta
preferencialmente corpo gorduroso,epiderme e matriz traqueal
(GRANADOS & WILLIAMS, 1986).

Os sintomas apresentados pelas larvas infectadas sdo a
alteracg¢do na colorac¢ao (ficando mais esbranquigadas), retardamento
e reduc¢do no desenvolvimento larval com perda de apetite, e
flacidez corporal, devido ao rompimento dos tecidos com o avang¢o da
infecg¢do. As larvas podem morrer em periodos variaveis de 2 dias a
3 semanas apdés a ingestdo do virus, dependendo da temperatura, dose
do indculo, do tipo do isolado viral, espécie e estado nutricional

do hospedeiro (GRANADOS & WILLIAMS, 1986).

2.1.4 VIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR Autographa californica (VPNMAc)

O VPNMAc foi pela primeira vez isolado em larvas de
Autographa californica (Noctuidae), praga da cultura da alfafa.
Este virus, pertencente ao sub-género A, apresenta uma dupla hélice
de DNA circular covalentemente fechada e superespiralada, de
128.000 pb (BLISSARD & ROHRMANN, 1990; WOOD & GRANADOS, 1991),
associada a uma proteina codificada pelo virus, semelhante a
protamina ("protamine-like"), de 6,9 kilodaltons (kd) rica em
arginina (MILLER, 1988).

Dentre os baculovirus, o VPNMAc corresponde ao que apresenta

uma das mais amplas gama de hospedeiro, infectando no minimo 23



9
espécies de insetos incluindo 8 familias da ordem dqs lepddpteros,
e se replicando em pelo menos 12 linhagens de cultura de células de
inseto (HOSTETTER & PUTTLER, 1991). Devido & sua potencialidade
como agente de controle biolégico e posteriormente como vetor de
expressdao de genes eucariotos, o VPNMAc tem sido amplamente
estudado visando a compreensdo de suas caracteristicas genéticas e

moleculares (BLISSARD & ROHRMANN, 1990; WOOD & GRANADOS, 1991).

2.1.4.1 EXPRESSAO GENICA EM VPNMAc

A expressdo génica dos VPNMAc analisada em cultura de células
de Spodoptera frugiperda se dad por regulagdo em cascata, onde a
expressdo de genes das sucessivas fases é dependente de produtos
génicos da fase anterior (MILLER, 1988; BLISSARD & ROHRMANN, 1990).
Evidéncias sugerem que tal regula¢do seja realizada a nivel de
transcrig¢do dos genes (GUARINO & SUMMERS, 1986).

Duas fases distintas (precoce e tardia) sdo observadas com
base na replica¢do do DNA viral. A fase precoce que corresponde ao
periodo que precede a replicag¢do do DNA viral, sendo caracterizada
pela expressdao de dois tipos de genes que s3o oS genes
imediatamente precoces (immediate early-IE), cuja expressio génica
independe de produtos génicos de origem viral, e os precoces
tardios (delayed early-DE) que depende dos produtos génicos dos
genes imediatamente precoces (IE) para serem expressos. A fase
tardia compreende desde o inicio da replicagdo viral, prosseguindo

até o periodo pés-transcricional onde ocorre a hiperexpressio dos
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genes tardios (estruturais).

2.1.5 CARACTERIZAGCAO DOS BACULOVIRUS POR ANALISE DO

PERFIL DE RESTRICAO

A clivagem do genoma viral com endonucleases de restrig¢do, tem
sido uma ferramenta fundamental utilizada na caracterizag¢do,
andlise da diversidade e manipulag¢do genética dos baculovirus. Um
maior conhecimento do genoma viral foi gerado com a determinagdo de
mapas de restrigd3o e localizagdo de genes nos principais
representantes destes virus.

Mapas fisicos baseados no padrdo de restrigdo tem sido obtido
para alguns baculovirus como VPNMAc (COHCRAN e cols., 1982; MILLER
& DAWES, 1979; SMITH & SUMMERS, 1979); VPN Rachioplusia ou (VPN Ro)
(SMITH & SUMMERS, 1980); recombinante de VPNAc-Ro (SUMMERS e cols.,
1980). GOTO e cols., (1992) obtiveram o mapa de restrigdo de seis
isolados de VG extraidos de larvas de Xestia nigrum, Autographa
gamma, Hydraecia amurensis, Celaena leucostigma, Aletia pallens e
Pseudaletia separata.

0 grau de similaridade entre diferentes gendtipos de
baculovirus tem sido determinado avaliando-se o perfil de restrigdo
e o grau de associag¢do dos genétipos pelo uso de técnicas de
hibridizag¢do (SMITH & SUMMERS, 1982; MAEDA e cols. 1990).

Com o desenvolvimento da biologia molecular dos baculovirus,
genes virais puderam ser localizados diretamente no genoma,

isolados e caracterizados. O maior conhecimento sobre os genes
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estruturais dos VPN, poliedrina (ADANG & MILLER, 1982; HOOFT VAN
IDDEKINGE e cols., 1983; ZANOTTO e cols., 1991) e pl0 ( KUZIO e
cols., 1984), tornou possivel a manipulagdo genética dos
baculovirus, com a introdug¢do de genes exégenos, uma vez que OS
mesmos sdo expressos na fase tardia, sendo prescindiveis ao
processo de infecgdo viral a nivel da célula. Deste modo os
baculovirus tem sido utilizados como vetores de expressdo de genes
eucariotos (LUCKOW & SUMMERS, 1988; MILLER, 1988), e sua agdo como
bioinseticida tem sido potencializada com a introdugdao de genes

letais ao hospedeiro no genoma viral (WOOD & GRANADOS, 1991).

2.1.6 VARIABILIDADE GENETICA

As populag¢des selvagens dos baculovirus tem demonstrado serem
compostas de variantes_genotipicas (McCINTOSH e cols., 1987), onde
tem sido detectada variabilidade genotipica tanto entre populagdes
geograficas distintas (SHAPIRO & cols., 1991; VICKERS e cols.,
1991), quanto dentro de populagdo de uma mesma regido (CHERRY &
SUMMERS, 1985). Esta variabilidade tem sido avaliada de forma
direta pela analise do perfil de restrigdo, tornando possivel a
obtencdo e isolamento de diferentes variantes genéticas destas
populagdes.

SMITH & SUMMERS (1978) analisando popula¢bes selvagens de
VPNMAc detectaram a existéncia de 8 genétipos distintos dentre 11

isolados obtidos rand8micamente por purificagdo em placa. SHAPIRO
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e cols. (1991) trabalhando com VPN de Spodopte;a frugiperda
encontraram 16 variantes distintas dentre 22 isolados analizados.
VICKERS & ENTWISTLE (1991) trabalhando com VG de Phthorimaea
operculella encontraram trés genétipos distintos, proximamente
relacionados, dentre 8 isolados geogrdficos analizados. MAEDA e
cols. (1990) examinando a variabilidade genética de estoques
selvagens de VPN de Spodoptera litura (VPNSl), analisaram mais de
100 isolados virais, os quais foram agrupados em gquatro grupos
distintos segundo as seguintes caracteristicas: gama de hospedeiro
"in wvitro", proteina do poliedro, padrdo de restrigdo e
hibridizag¢do de DNA.

As provaveis causas envolvidas com a existéncia da
variabilidade genotipica em baculovirus correspondem principalmente
as mutag¢des ocorridas naturalmente no genoma destes virus (McINTOSH
e cols., 1987), aliado a recombinag¢do entre os gendétipos durante o
processo de replica¢do cromossomal (CROIZIER & RIBEIRO, 1992).
Dados de literatura teh revelado que elementos genéticos méveis
(transposons e retrotransposons) atuam como agentes causadores de
variabilidade em popula¢des de baculovirus, estando envolvidos na
intera¢do inseto-patégeno promovendo troca de material genético
entre os mesmos (BLISSARD & ROHRMANN, 1990), devendo portanto
apresentarem relevante influéncia no aspecto evolutivo deste
sistema.

Além da variabilidade natural das populag¢des, variantes
genéticos ou mutantes tem sido obtidos, por passagem seriada em

culturas de célula bem como por exposigdo & agentes mutagénicos
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(BROWN & cols., 1979; LEE & MILLER, 1979; wOoOoD e'cols., 1981)
dentre outros métodos.

Sucessivas passagens de VPNMAc em culturas de células ou in
vivo, tem levado ao aparecimento de mutantes de um tipo denominado
FP (few polyhedra) cujo fenétipo corresponde a reduzida producgao de
poliedros, e manuten¢do da produgdo de virus extracelular (POTTER
e cols., 1976; FRASER & HINK, 1982; MILLER, 1988). Inserido no
genoma desses mutantes "FP" FRASER e cols., (1983) detectaram DNA
originado da célula hospedeira. Um outro tipo de alteragdo, foi
detectada por KOOL e cols., (1991) analisando mutantes de VPNMAc
que também apresentavam reduzido numero de poliedros. Estes,
multiplicados em larga escala em bioreatores, apresentaram genomas
deletados, que continuavam sua replica¢do na presen¢a de genomas
auxiliares intactos ("helper"), e virions morfologicamente
alterados.

CARSTENS e cols., (1986; 1987; 1992) trabalhando com os
mutantes morfolégicos M5 (BROWN e cols., 1980), M29 (DUNCAN &
FAUKNER, 1982; DUNCAN e cols.,1983), e M934 (PARTINGTON e cols.,
1990), verificaram que estes apresentam mutag¢do puntual, com
substituig¢do de um aminodcido, em regido conservada do gene da
poliedrina. O mutante M276 descrito por PARTINGTON e cols., (1990)
possuli uma insergdo de 229 pares de bases (pb) na regido de
codificagdo da porg¢do carboxiterminal da poliedrina (CARTENS e

cols., 1992).
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2.1.7 VARIANTES GENETICOS DE VPNMAc

Os estudos desenvolvidos com popula¢des selvagens de VPNMAc
tém revelado que estes sdo compostos por uma diversidade de
genétipos (LEE & MILLER, 1978; SMITH & SUMMERS, 1978; MILLER e
cols., 1980), mantida naturalmente nestas populag¢des.

Muitos destes variantes genéticos foram clonados em cultura de
célula, tendo seus genomas sido posteriormente analisados e
comparados, revelando o grau de similaridade entre os mesmos.

SMITH & SUMMERS (1979), utilizando 6 diferentes endonucleases
de restrigdo, verificaram que o variante E2 correspondia, dentre 41
isolados analisados, ao que apresentava maior similaridade nos
perfis de restrigdo com os do tipo selvagem do VPNMAc. Estes
autores, analisando os variantes de VPNMAc S3, E2, S1, M3 e R9,
verificaram ainda que estes apresentavam os mesmos poplipeptideos
estruturais virais, quando analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, sendd no entanto diferenciados pela andlise do
padrdo de restrigdo, com as endonucleases BamHI, XhoI e EcoRI.

COCHRAN e cols., (1982) comparando os padrdes de restrigdo do
variante HR3, descrito neste trabalho, com os de outros variantes
de VPNMAc (B2, L1), verificou diferengas entre os mesmos gquando
utilizou as endonuclease HindIII e Pstl. As digestdes realizadas
com Smal, BamHI, Xhol e EcoRI mostraram padrdo idéntico para as
trés linhagens analisadas.

A andlise dos diferentes variantes genéticos, descrito para o

VPNMAc, permitiu identificar regides no genoma destes virus, nas
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quais a maioria da variabilidade Ggenética ocorre. Estas
correspondem a oito regides de variagdo, que sao encoﬁtradas a 8,5~
11,0 unidades do mapa (u.m.), 18,3-20,0 (u.m.), 26,8 (u.m.), 52,7-
53,4 (u.m.}), 58,9-63,7 (u.m.), 70,0- 71,5 (u.m.), 76,2-77,3 (u.m)
e 84,1-86,2 (u.m.) (McINTOSH e cols., 1987).

O mais bem estudado isolado de VPNMAc corresponde ao clone E2,
que é mantido nos laboratérios, em cultura de células de inseto.
Variabilidade genética nos estoques virais deste clone tém sido
relatada. BURAND & SUMMERS (1982) multiplicando o clone E2 por
passagem seriada (30 geragfes), em cultura de célula de
Trichoplusia ni, linhagem TN-368, verificou alteragdo do genoma
pela duplicagdo de DNA viral, resultando em trés padrdes de
restrigdo distintos (C6, B6 e B5), 0os qualis apresentaram sequéncias
virais duplicadas inseridas nas regides hr2 (18,3 a 20,0 u.m.) e
hr3 (52,7 a 53,4 u. m.). Outro variante, denominado de isolado E,
fol obtido a partir do B2 multiplicado em cultura de célula de
Spodoptera frugiperda -(SCHETTER e cols., 1990). A causa desta
variabilidade foi atribuida a insergdo de um elemento genético
(transposon-like) de origem hospedeira, contendo 634 pares de

bases.
2.1.8 ALTERAGCAO NA ATIVIDADE BIOLOGICA DOS VPN
Os baculovirus possuem uma alta especificidade, atuando numa

gama restrita de hospedeiros, que geralmente apresentam entre si

proximidade taxon8mica (GRONER, 1986). Devido a potencialidade
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destes no controle de populag¢des de insetos que cons;ituem pragas
de culturas de importa@ncia econdmica ( TINSLEY, 1979; GRONER, 1986;
WOOD & GRANADOS, 1991), bem como da inexisténcia de relatos sobre
agentes de contr8le biolégico eficientes para parte significativa
destes insetos, diversas pesquisas tem sido realizadas objetivando
detectar melhores sistemas patdégeno-hospedeiro do ponto de vista de
contrdle destas populagdes, ampliando a compreensdo sobre
viruléncia e especificidade destes patédgenos (WOOD & GRANADOS,
1991).

Diferentes graus de eficiéncia bioldégica tem sido verificados
em baculovirus. Fatores envolvidos no acoplamento e entrada do
virion na célula, e na liberagdo do genoma viral no nucleo celular
(uncoating), resultando na expressdo génica e replicag¢do do DNA
viral, devem ser determinantes da eficiéncia do virus no hospedeiro
(GUZO e cols., 1991). O polimorfismo genotipico presente entre e
dentro de populag¢des virais tem sido considerada responsavel pela
maior parte da variabilidade do comportamento bioldégico, embora
outras causas como interag¢do entre virus e presen¢a de substancias
inibidoras ou estimuladoras da ag¢do viral também possam estar
relacionadas.

Dados na literatura indicam que os hospedeiros alternativos
exercem pressio de selegdo nas populagdes originais de baculovirus,
detectadas por alterag¢do nas frequéncias de mutantes morfoldégicos
e genétipos, e na viruléncia dos isolados virais. RODRIGUES (1989),
trabalhando com o isolado VPNAc-E2 passado serialmente por larvas

de Diatraea saccharalis e WATANABE (1975) trabalhando com VPNM de
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Bombyx mori em larvas de Chilo supressalis, detectaram um aumento
na frequéncia de mutantes morfolégicos (poliedros cubicos), nos
isolados com as sucessivas passagens seriadas. WEITZMAN e Cols.
(1992) trabalhando com VPNM de Panolis flammia, detectou que
variantes genotipicas constituintes desta populagao eram
selecionadas de forma diferenciada quando propagadas em hospedeiro
alternativo.

Alguns estudos tem sido realizados com o objetivo de adaptar
determinados tipos de baculovirus a hospedeiro alternativo, por
meio de passagem seriada, visando a obtengdo de virus mais
eficientes, para uma gama mais ampla de insetos que constituem
pragas de culturas de importéncia econdmica (GRONER, 1986). O
processo de sele¢do de gendétipos mais virulentos, €& baseado na
diversidade genotipica apresentada naturalmente pelas populag¢gdes
virais ou induzidas por agentes mutagénicos (WOOD e cols., 1981;
McCLINTOCK & REICHELDEFER, 1985).

Trabalhos tem demonstrado um aumento da viruléncia de isolados
de VPN quando passados por hospedeiro alternativo, a exemplo de:
VPNAc em larvas de Spodoptera exigua, Trichoplusia ni e D.
saccharalis (TOMPKINS, 1981; RODRIGUES, 1989); VPN de T. viminalis
em larvas de T. irregulares (SMIRNOF, 1963); VPN de Choristoneura
fumiferana em larvas de T. ni e Galleria mellonella e VPN de Orgyia
pseudotsugata em larvas de T. ni (STAIR e cols., 1981; MARTIGNONI
& IWAI, 1986); VPN de Anticarsia gemmatalis e VPN de T. ni em
larvas de D. saccharalis (RIBEIRO, 1985; PAVAN & RIBEIRO, 1989). Em

outros trabalhos ndo foi observada alterag¢do da viruléncia dos
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baculovirus apés sucessivas passagens seriadas em hospedeiro
alternativo (MALEKI-MILANI, 1978; McINTOSCH & IGNOFFO, 1986)
podendo 1levar a manuten¢do (MARTIGNONI & IWAI, 1986; RIBEIRO,
1989) ou mesmo a uma diminuig¢do da viruléncia do isolado viral
(STAIR e cols., 1981; TOMPKINS e cols., 1981) quando testada no seu
hospedeiro de origem.

Dados de literatura tem demonstrado uma a¢do sinergistica
entre diferentes tipos virais (TANADA, 1985). Os fatores
responsivels por este incremento da atividade bioldgica s&o de
natureza protéica, e tem sido descrito como fator sinergistico
(synergistic factor - SF) (HARA e cols., 1976; ZHU e cols., 1989)
e fator de incremento viral (viral enhancing factor - VEF) (DERKSON
& GRANADOS, 1988; GOTO, 1990). Um aumento da suceptibilidade de
larvas de Pseudaletia unipuncta ao VPN foi observado quando estas
foram coinfectadas com VGPu e VPNPu (TANADA & HUKUHARA, 1971;
TANADA e cols., 1975). DERKENS & GRANADOS (1988) verificaram que
fatores presentes nos cbrpos de inclusdo de VGTni e VPNMAc alteram
a membrana peritréfica das larvas de T. ni levando a um aumento da
infectividade do VPNMAc. GALLO e cols., (1991) verificaram um
aumento na viruléncia de VPNMAc e VPNMAg correspondente a

concentragcdo do VEF de VGTni em larvas de T. ni.
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2.2.0 Diatraea saccharalis {(Fabr. 1794)

Diatraea saccharalis é um inseto da ordem dos lepiddpteros,
familia nyalidae, que no estagio larval representa importante
praga da cana-de-agucar nas Américas.

Apés a eclosdo dos ovos que sdo depositados na superficie
inferior das folhas da planta as larvas invadem o colmo na regido
do terg¢o superior da cana onde se da o desenvolvimento larval.
Nesse processo sdo formadas extensas galerias que funcionam como
porta de entrada para patégenos, principalmente os fungos
Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme, dque causam uma
doenca denominada podrid3o vermelha, Qque promove a inversao da
sacarose, resultando em perda de rendimento e qualidade do agucar
extraido. Em plantas mais jovens ocorre a destruig¢do da regiao
superior da planta causando atraso e perda de massa na plantagdo
(MACEDO & BOTELHO, 1988).

Devido ao comportémento desta praga durante a fase larval, o
controle quimico é dificultado, uma vez que no interior do colmo da
cana-de-agucar estas estdo protegidas da agdo dos inseticidas. O
controle biolégico tém sido uma alternativa de controle da praga,
onde tem-se utilizado o microhimenéptero Apantheles flavipes e 08
dipteros Metagonistilum minense e Paratheresia claripalpis para
parasitar larvas deste inseto (DEGASPARI e cols., 1981). Mais
recentemente os baculovirus tem sido empregados no controle da
praga. Um virus de granulose descoberto e descrito por PAVAN e cols

(1983) tem sido avaliado como agente potencial de controle
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(ALMEIDA e cols, 1986; DINARDO e cols, 1987). Um produto comercial
registrado em 1989 (Multigen da Agroggen S.A. ‘Biotecnologia
Agricola), a base de um isolado selecionado do VPN de Anticarsia
gemmatalis, mostrou-se capaz de matar eficientemente ndo sé seu
hospedeiro original como larvas de Diatraea saccharalis apds
passagem seriado pelo hospedeiro alternativo (PAVAN & RIBEIRO,

1989).
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3.0- OBJETIVO

RODRIGUES (1989), inoculando o variante clonado VPNMAc E2 de
forma seriada em larvas de D. saccharalis, selecionou 1isolados
virais que apresentaram um aumento de viruléncia em cinco geragdes
de sele¢do de cerca de mil vezes, dados esses inéditos na
literatura. Esses isolados foram denominados de IV1-5 representando
o numero de passagens nas larvas. Além disso observou, ao longo das
gerag¢des, o aparecimento e o incremento de mutantes morfolégicos
(formas cubicas ao invés de icosaedros). Outra caracteristica
observada no processo de passagem por Diatraea, foi a redugdo
gradual na produg¢do de poliedros, chegando a ser praticamente nula
em IV5, num processo semelhante ao que ocorre com o fenétipo FP
(few polyhedra), descrito em literatura. Aliado as alteragdes
biolégicas foram observadas também alterag¢des entre os padrdes
protéicos apresentados pelos IVs, mostrando padrdes semelhantes
para E2 e IV1l, um outro para IV2 e um terceiro para IV3 e IV4,

Pelo fato de que o isolado E2 do VPNMAc é o virus de inseto
mais bem estudado hoje, aliado ao cardter radical das variagdes
biolégicas associadas a altera¢des bioquimicas encontradas nestes
isolados virais, consideramos tratar-se de um modé&lo conveniente
para o estudo das relagdes patégeno-hospedeiro nesses virus,
pricipalmente no que concerne a patogenicidade e especificidade.

A partir do material obtido por RODRIGUES (1989), este
trabalho teve por objetivo ampliar os estudos visando detectar a

presencga de altera¢des no genoma destes isolados virais, analisando



sua relag¢do com as alterag¢des bioldgicas verificadas.
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4.0- MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 INSETOS

Foram utilizadas larvas de D. saccaralis em quarto estadio
larval (13 dias de idade), mantidas em laboratério segundo método
de cria¢d3o e dieta artificial descritos por HENSLEY & HAMMOND
(1968), modificado por DEGASPARI e cols. (1981). As larvas foram
mantidas em dieta artificial a uma temperatura constante de 28°C
em fotoperiodo de 12 horas. Para multiplicagdo e obtengdo dos
isolados virais empregados nos experimentos, foram utilizadas
larvas criadas no Laboratério de Virologia do Departamento de
Genética da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Para os
experimentos de viruléncia, devido a necessidade de lotes maiores
de insetos e com sincronia de desenvolvimento, utilizou-se larvas
gentilmente cedidas pelo setor de Entomologia Agricola do Centro de

Tecnologia da COOPERSUCAR mantidas da mesma forma.

4.1.2 ISOLADOS VIRAIS

Neste trabalho utilizou-se isolados IVl e IV2, representando

poliedros obtidos por RODRIGUES (1989) a partir de variante

genética do VPNMAc, clone E2, apés uma e duas passagens seriadas,
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respectivamente, em larvas de D. saccharalis.' Esse clone
originalmente utilizado, foi obtido pelo método de purificagado em
placa (SMITH & SUMMERS, 1978; SUMMERS & SMITH, 1978), multiplicado
em cultura‘kde célula de Trichoplusia ni, linhagem TN-368-10,
inicialmente (1986) cedido pelo Dr. J.E. MARUNIAK, Departamento de
Entomologia da Universidade da Flérida.

Os estoques dos isolados E2, IV3 e 1IV4, analizados por
RODRIGUES (1989), ndo apresentavam quantidade suficiente de
poliedros para serem utilizados nos experimentos por nés
desenvolvidos.

Como padrdo do genétipo do variante VPNAc E2 utilizamos
material da mesma origem, cedido mais tarde (1991) pelo Dr. J.E.
MARUNIAK. Durante esse perfodo o material foi multiplicado em
células, em cultura, em seu laboratério, com o objetivo de aumentar

a quantidade de material disponivel.

4.1.3 ENZIMAS

Baseado no mapa de restrigdo do VPNMAc, para a andlise dos
isolados utilizou-se as endonucleases EcoRI, PstI, BamHI, HindIII,

Smal e Xhol fornecidas pela AMERSHAM.
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4.2 METODOS
4.2.1 MULTIPLICAGCAO DOS ISOLADOS VIRAIS

Os isolados virais foram multiplicados em larvas de D.
saccharalis, por inoculagdo individual, de acordo com o descrito
por PAVAN e cols. (1981), com algumas modificagdes.

Em placas de acrilico, contendo 24 cavidades, foi colocado por
cavidade um disco de dieta artificial (3 mm de didmetro x 1 mm de
espessura aproximadamente), ao qual foi aplicado 2,7 ul da
suspensdo viral, na concentra¢do apropriada, utilizando-se de um
microaplicador automdtico. Ao grupo de larvas controle (testemunha)
foram oferecidas discos de dieta sobre o qual foi aplicado 2,7 pl
de agua destilada. As lagartas foram mantidas em cdmara umida a uma
temperatura de 28°C + ou - 1, durante 24 horas, com fotoperiodo de
12 horas. Aquelas que ingeriram todo o indéculo foram transferidas
para tubos com dieté ndo contaminada. O desenvolvimento e
mortalidade 1larval foram monitorados diariamente. Amostras
representativas de larvas infectadas foram examinadas ao
microscépio de contraste de fase (marca LEITZ, modélo DIALUX 20,
num aumento de 400X). As larvas retiradas sdo estocadas a -20°C até

sua utilizagdo.
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4.2.2 PURIFICAGCAO DOS CRISTAIS VIRAIS POR CENTRIFUGACAO

DIFERENCIAL

0 protbcolo de purificag¢do seguido, foi aquele descrito por
PAVAN e cols. (1981; 1983) com algumas modificagdes.

As larvas com sinais tipicos de infecg¢do e contendo poliedros
foram homogeneizadas com um homogenizador manual, em tampdo de
extragdo viral (ANEXO I) numa proporgdo de 10 ml por grama de
tecido de larva infectada. A suspensdo viral foi filtrada em gase
e centrifugada a 500xg durante 3 minutos, em uma centrifuga de mesa
BECKMAN modélo GPR com rotor GH-3.7. O sobrenadante foi submetido
a uma centrifugacdo de 12.000xg por 30 minutos em uma centrifuga
refrigerada, BECKMAN modélo J2 21, rotor JA 20. O precipitado,
ressuspendido em uma solug¢do de 0,5 M de NaCl para retirada do SDS
(dodecil sulfato de sédio - ANEXO II), foi lavado por duas vezes
com &gua destilada, sendo posteriormente mantido em suspensdo e
estocado a -20%. No éaso de haver a presenga de excesso de

contaminantes o ciclo foi repetido.
4.2.3 PURIFICACAO DOS CRISTAIS VIRAIS POR GRADIENTE DE SACAROSE

Com a finalidade de eliminar a contaminag¢do por outros virus,
presentes nos isolados virais 1 e 2 obtidos de RODRIGUES, procedeu-
se a purifica¢do em gradiente. Para isso, uma suspensdo viral
obtida por centrifuga¢do diferencial de acordo com o protocolo

descrito por PAVAN e cols. (1981; 1983), contendo aproximadamente
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109 poliedros/ml, foi submetida & um gradiente continuo de sacarose
(40-66% p/p), e centrifugada em ultracentrifuga Beckman modelo L8-
80 M , rotor SW-41, a 25.000xg durante 30 minutos. As bandas virais
foram coletadas, e aquela contendo os virus de poliedrose foi
centrifugada, sendo os gpliedros precipitados por centrifugagdo a
12.000xg durante 30 minutos numa centrifuga refrigerada, Beckman
modélo J2-21, rotor 5A 20, e lavados posteriormente por duas vezes
com 4gua destilada, para retirada do excesso de sacarose. Os virus
foram ressuspendidos em tampdo 0,01 M tris pH 7,5 e estocados & -

20°C até seu uso.
4.2.4 QUANTIFICACAO VIRAL

A quantificag¢do viral foi realizada em um hematimetro de
NEUBAUER através de um micréscopio LEITZ, modélo DIALUX 20, com
contraste de fase, num‘aumento de 400 X.

Apés a quantificagdo as suspensdes virais foram preparadas como
um inéculo estoque numa concentra¢do de 5 x 10 cristais/2,7 ul,
e estocadas a -20°, para posterior utiliza¢do. Dosagens menores

foram obtidas por diluigdo seriada a partir do indéculo estoque.

4.2.5 OBTENGAO DAS LINHAGENS VIRAIS

A partir dos isolados virais IVl e IV2 obtidos por RODRIGUES
(1989), estocados na colegcdo de virus entomopatogénicos do

Laboratério de Virologia, obteve-se os outros isolados (IV3, IV4 e
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IV5), por passagem seriada destes em larvas de piatraea. Os
estoques do IVl e IV2, utilizados originalmente neste trabalho,
apresentavam contaminag¢do por outros virus (virus de granulose e
densonucleose), sendo purificados por gradiente de sacarose
conforme descrito anteriormente.
A passagem seriada consistiu em inocular o isolado viral em
larvas de Diatraea, ;elecionar as que apresentam sinais tipicos de

infecgdo, e extrair os poliedros que representam o novo isolado

viral. Esse processo foi repetido para cada geragdo.

4.2.6 ENSAIOS DE MORTALIDADE LARVAL

Foram realizados ensaios biolégicos visando comparar a
viruléncia dos isolados para larvas de D. saccharalis.

Num primeiro experimento larvas foram alimentadas com doses de
5x10°, 5x10!, 5x10', 5x10? e 5x10! poliedros/larva dos isolados IV1
e IV3.

Num segundo experimento larvas foram alimentadas com doses de
5x10°, 1x10%, 2x10!, 4x10®, 8x10! poliedros/larva dos isolados IV2,
IV4 e IVS.

» Num terceiro experimento larvas foram alimentadas com uma dose
tnica de 1 x 10° poliedros/larvas dos isolados IV1, IV3 e IVS5.
Neste foram separados grupos de aproximadamente 10 individuos,
criados de forma individual, que correspondiam a repetigdo do

tratamento,para cada tipo viral utilizado.
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Nos trés experimentos um grupo controle recebeu dieta com agua
destilada. Para cada isolado e cada dose, um lote de 48 larvas de
mesma idade e tamanho aproximado, receberam individualmente os
discos de dieta inoculado. Em média, nos trés experimentos,
inclusive nos grupos controle, em cada lote aproximadamente 40
larvas ingeriram todo o virus, e foram analizadas didriamente para
andlise da mortalidaée.

Os dados dos dois primeiros experimentos foram utilizados para
estimar os valores de dose letal 50% (DLW). Estes experimentos
foram realizados em periodos distintos, onde se utilizou um menor
intervalo entre doses no segundo experimento, buscando-se uma
melhor estimativa da DLy, o que entretanto ndo foi verificado em
relacdao aos valores de DLN estimados no primeiro experimento.
Devido & limitag¢do de material biolégico (quantidade de larvas)
para realiza¢do dos bioensaios estes ndo foram realizados de forma
simulténea.

Para o terceiro expegimento foram estimados os valores de
tempo letal 50% (TLW) sendo os dados de mortalidade submetidos a
andlise de varifncia pelo pacote estatistico STATGRAPHIC.

Para estimar os valores de DL;; e TL;y foi utilizado o método
de andlise de probit pelo pacote estatistico do SAS.
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4.2.7 AVALIACKO DA PRODUGCAO DE POLIEDROS VIRAIS

Visando comparar a capacidade de cada um dos isolados de
produzir poliedros virais, larvas mortas pela infecg¢do viral
inoculadas com uma dose de 1 X 105 poliedros/larva, foram
coletadas, pesadas em balan¢a de precisdo MICRONAL, modélo B 360,
e armazenadas a —fo%x Para uma avaliag¢do da gquantidade de
poliedros produzidos, procedeu-se a extragdo dos diferentes
isolados de forma simultinea. O processo de extragdo segue O
protocolo descrito por PAVAN e cols., (1981, 1983). A precipitagdo
dos poliedros do extrato de larvas (filtrado), foram realizadas em
tubos tipo '"eppendorf" a 12.000xg por 2 minutos, em
microcentrifuga Incibrds modelo Spin-I. Duas lavagens com
precipitagdo subsequente foram realizadas em dgua destilada, sendo
posteriormente os poliedros resuspensos em tampdo TE (anexo III) e
estocados a -20%C. A quantificaqéo viral foi realizada como jé&
descrita, sendo os valoreg considerados os correspondentes ao
valor médio de trés contagens.

Deve-se considerar que a produg¢do é medida para o indéculo, ou
seja, quando se analisa a produg¢do de IVl a IV5 esta se analisando
a quantidade dos poliedros produzidos dos isolados resultantes a
partir do indéculo mencionado. Assim, quando se estima, por exemplo,
a produgdo de IV1 na verdade se conta o nimero de poliedros do tipo

IV2 produzidos pelo inéculo de IV1.
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4.2.8 ANALISE DOS MUTANTES MORFOLOGICOS

Os cristais virais foram analizados, em microscépio de
contraste de fase (aumento de 400x), pelo exame de amostras tecido
de larvas infectadas esmagados entre l8mina e laminula, e das
suspensfes virais purificadas. O registro fotografico destes foi

J
realizado em um Fotomicroscépio ZEISS, modé&lo 1

4.2.9 EXTRAGAO DO DNA VIRAL

A extragdo do 4cido nucléico foi realizada segundo
procedimento de SMITH & CROOK (1988) com modificagdes.

Uma amostra de suspensdo viral contendo um total de 10g
poliedros, purificados por centrifuga¢do diferencial, foi
centrifugada em uma microcentrifuga Spin-Incibrds a 12.0000xg
durante 3 minutos. Descértog—se 0 sobrenadante, e o precipitado foi
ressuspendido em um volume de 150 pl de solucgdo, contendo 1% de
SDS, ao qual foi adicionado 3 pl de proteinase K (20 mg/ml),
visando a inativa¢do de nucleases do hospedeiro sendo incubada a
temperatura de 56°C por 30 minutos. O poliedro foi rompido pela
adig¢do de 30 ul de Na,CO; 1 M, e incubando a solugdo a uma
temperatura de 56°C por 30 minutos. A extragdo do DNA do
nucleocapsideo foi feita utilizando-se 200 ul de fenol, por duas
vezes, misturados suavemente com a solug¢d3o presente no tubo

"eppendorf", onde a separag¢do das fases fenol/aquosa foi realizada
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mediante centrifugag¢do a 12.000xg por 3 minutos em microcentrifuga,
recuperando-se a fase aquosa. Residuos de fenol foram retirados da
amostra pela adigd3o de 200 pl de solugdo cloroférmio/alcool
isoamilicé; na propor¢do de 24:1, que foi suavemente misturada em
tubos "eppendorf"; a separagdo das fases foi realizada de acordo
com o anteriormente descrito. O DNA viral, presente na fase aquosa,
foi precipitado pef; adigdo de dois volumes de etanol absoluto
(-20°C) e 1/10 de volume de 3 M NaOAc pH 4,8, e subsequente
resfriamento a -70°C por 30 minutos. Posteriormente a solugdo foi
centrifugada em microcentrifuga a 12.000 g por 30 minutos, e o0
precipitado lavado com etanol (70%), para retirada do excesso de
sal, e novamente centrifugado nas mesmas condig¢des. O precipitado
foi séco a temperatura ambiente, ressuspendido em 100 pl de tampdo

TE (ANEXO II) e estocado a -20°C.

4.2.10 MEDIDA ESPECTOFOTQMETRICA DO DNA

Os valores da concentracdo e pureza do DNA extraido foi
calculado de acordo com 1indices descritos por SAMBROOK e
cols.(1989) utilizando espectémetro BECKMAN, modélo DU-65.

A leitura foi realizada num comprimento de onda de 260 nm,
considerando o valor unitdrio da densidade o6ptica (D.O.)
correspondente & uma concentrag¢do de 50 pg de DNA/ml. A estimativa
da pureza do material extraido foi dada pela relagdo D.O. 260/D.O.

280 obtida através de leitura nos comprimentos de onda a 260 e 280
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nm respectivamente, considerado adequado quando este valor for
igual ou superior & 1,8. Esse nivel de pureza permite uma boa

digestdo pelas enzimas de restrigdo em geral.

/
4.2.11 DIGESTAO DO DNA POR ENDONUCLEASES DE RESTRIGAO

Os DNAs virais foram digeridos com as endonucleases EcoRI,
BamHI, HindIII, PstI, Smal e XholI, fornecidas pela AMERSHAM.

As reag¢bes de digestdo foram montadas de acordo com o
recomendado por SAMBROOK e cols., (1989), onde digeriu-se de 1,0 a
10,0 pg de DNA gendmico do virus, numa propor¢do de 3-4 unidades de
enzimas/pg de DNA, durante 4 a 6 horas, em temperatura de 28°C ou

37°C segundo as recomendag¢des do fabricante.

4.2.13 TECNICA DE ELETROFORESE

Para a corrida de eletroforese do DNA foram utilizadas cubas

MINI SUB CELL-BIORAD e WIDE MINI C BIORAD, alimentadas por uma

fonte de corrente continua, sendo empregados valores de 15 ou 45
volts por um tempo de corrida de 12 ou 5 horas respectivamente.

As amostras migraram em gel de agarose (0,6-0,8%), separando os

fragmentos obtidos por ag¢do de endonucleases de restrigdo;
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utilizou-se o tampdo TAE (ANEXO 1IV) tanto para a corrida
eletroforética quanto para a preparag¢do do gel.

A visualizag¢do das bandas contendo os fragmentos de DNA foi
feita através do uso de luz ultra-violeta, em gel com brometo de
etidio na proporg¢do de 0,5 pg/ml de solugdo de agarose. O registro

fotogrdfico destes se deu com filme POLAROID 667 POSITIVO.

-

4.2.14 ANALISE GENOMICA DOS ISOLADOS VIRAIS

0 padrdo de restrigdo dos isolados virais estudados (IVs),
foi obtido para amostras de DNA viral clivadas com as endonucleases
EcoRI, HindIII, PstlI, BamHI, Smal e Xhol.

Os padrdes obtidos para os isolados foram comparados a um
clone de VPNAc E2, cedido pelo Dr. MARUNIAK no ano de 1991 derivado
do mesmo clone originalmente utilizado na obten¢do dos isolados em
Diatraea. Esse material foi utilizado em lugar do clone original
que nido mais tinhamos para anédlise.

Como marcadores de pé&so molecular foram utilizados o fago
lambda cortado com HindIII, fago lambda + pSPTBM 20 - StyI e Saul,
e ladder 1 kb, que co-migraram com as amostras analizadas.

+ O tamanho dos fragmentos de restrig¢do foi estimado pelo
programa Eletroforese (Dr. ADILSON LEITE) baseado na andlise de
regressdo ndo linear (METODO MARQUARDT), como descrito por PLIKAYTS

e cols., (1986).
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5.0- RESULTADOS
5.1 ATIVIDADE BIOLOGICA DOS ISOLADOS

Os isolados virais do VPNMAc utilizados (IV1, IV2, IV3, IV4 e
IV5) infectaram as 1larvas levando ao aparecimento dos sintomas
tipicos de poliedroge. Larvas infectadas apresentaram perda de
apetite, alterag¢do na coloragdo e redugdo no desenvolvimento
corporal quando comparadas com larvas sadias (testemunhas). Nos
estdgios finais da infecgdo as larvas apresentaram flacidez
corporal, e em alguns casos foi observado o total rompimento dos
tecidos larvais (wilt).

O inicio da mortalidade larval ocorreu a partir do oitavo dia
ap6s inoculagdo dos isolados virais, para a dosagem mais elevada (5
X 105 poliedros/larva), tendo este periodo sido ampliado (132 dia)
na dosagem de 8 Xx 102 poliedros/larva. Para a menor dosagem de
inéculo utilizada (5 x 10} poliedros/larva) nédo foi verificada
mortalidade na fase larval. No entanto foram observadas mortalidade
em pupas para todos isolados virais utilizados, nas diferentes
dosagens dos inéculos.

De uma forma geral, foram detectados aumentos dos valores de
mortalidade, proporcionais as dosagens crescentes dos 1inéculos
virais (IV1-5) fornecidos as larvas de D. saccharalis.

Os dados apresentados na tabela 1 correspondem aoc experimento
involvendo os isolados IVl e IV3. Para todas as doses empregadas a

mortalidade apresentada pelo IV3 foi superior a aquela de IV1 -
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Tabela 1. Mortalidade de D. sccharalis (Fabr. 1794){ 40 estéadio de
desenvolvimento, inoculadas com os isolados virais (IV) IV1 e IV3,
nas diferentes dosagens, considerando o numero total de individuos
analisados o numero (N) e a porcentagem (%) de individuos
mortos pelo virus.
IV DOSE NA N $
(poliedro/larva)
vl 5x10! 38 2 5,3
IV3 42 2 4,8
Iv1 5x10? 44 2 5,0
IvV3 42 7 16,7
V1 5x10° 46 4 8,7
IV3 41 12 29,3
IVl 5x10* 43 11 25,6
IV3 41 25 61,0
. IVl 5x10° 47 35 74,5
Iv3 18 17 94,4
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exceto para a dose de 5 x 101 onde os dois isoladqs apresentaram
uma mortalidade de aproximadamente 5%. A maior diferenca entre a
mortalidade dos dois isolados pdde ser observada nas doses
intermedidrias (5x102, 5x10° e 5x10* poliedros/larva) onde 1IV3
causou uma porcentagem de mortalidade cerca de 3 vezes superior a
IVl. Na dose maior, dé 5 x 10° poliedros/larva IV3 mostrou ainda
nitida vantagem sob;e IV1i com valores de 95 e 75% de mortalidade
respectivamente.

Os dados da tabela 2 correspondem ao experimento involvendo os
isolados 1IV2, IV4 e IV5. De modo geral se observou um aumento da
mortalidade com o aumento da dose. Da mesma forma os dados mostram,
de modo geral um incremento da mortalidade de IV2 para IV4 e deste
para IV5.

Os valores estimados da DL50 foram de 159x103, 24x103, 22x103,
17x10} e 3x10°  poliedros/larva para IVl, 2, 3, 4 e 5
respectivamente (Tabela 3). Foi observada uma redu¢ao dos valores
da DLg, de mais de 50 vezes para as linhagens virais submetidas a
4 passagens seriadas 1iIn vivo (Tabela 3). As redugbes mais
drasticas, da ordem de 6 vezes, podem ser observadas entre IVl e
IV2 e entre IV4 e IVS.

Os resultados do experimento realizado para comparar a
atividade dos IV1l, IV3 e 1IV5, para a dose de 1 x 105
poliedros/larva (Tabela 4) mostram uma diferenga estatistica da
atividade biolégica do 1Vl com o 1V3 e IV5, a um nivel de
signific8ncia de 0,001 pela andlise da varifncia (ANOVA). Ndo foram

observadas difereng¢as significativas entre IV3 e IV5; os valores
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Tabela 2 Mortalidade de D. saccharalis (Fabr. 1794), 4Q estadio de
desenvolvimento, inoculadas com os isolados virais (IV) IV2, IV4,
IV5, nas diferentes dosagens, considerando o numero total de
individuos analizadgs (NA), o numero (N) e a porcentagem (%) de

individuos mortos pelo virus.

IV DOSE NA N %
(poliedro/larva)
IV2 40 7 17,5
IV4 8x10° 39 7 17,9
IVS A 41 19 46,3
IV2 39 7 17,9
IV4 4x103 39 8 20,5
IV5 46 17 37,0
IV2 38 17 44,7
V4 2x10* ) 40 22 55,0
IVS 47 35 74,5
V2 39 24 61,5
1V4 1x10° 39 30 76,9
IVS 45 36 80,0
V2 40 38 95,0
IV4 5x10° 41 36 87,8

., IVS 41 38 92,7




Tabela 3. Valor da dosagem letal 50% (DLN) e equagdo

-39

da reta para

os isolados virais IVl, IV2, IV3, IV4 e 1IVH.
DL, EQUACAO DA RETA
(poliedro/larva)

IvVi 1,59 x 10 y= 0,6815 x - 3,5441
IV2 2,43 x 10 y= 0,8556 x - 3,7524
IV3 2,27 x 10t y= 0,6309 x - 2,7483
IV4 1,70 x 10! y= 0,8312 x - 3,5174
1V5 3,10 x 103 y= 0,5984 x - 2,0891
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Tabela 4. Mortalidade larval de D. saccharalis, inoculadas com os
isolados virais (IV) 1IVl, IV3 e 1IV5, na dosagem de 1 x 105
poliedros/larva, considerando o numero de individuos analizados

>

(NA), o nimero (N) e a porcentagem (%) de larvas mortas pelo virus.

Iv NA N %

Ivl 85 46 54,12
Iv3 45 33 73,33
IV5 90 65 72,22

* Estes dados ndo contemplam andlise da mortalidade na fase de

pupa.



41
médios de mortalidade apresentados por estes ~1isolados sdo
praticamente idénticos (V3=0,728 e 1IV5=0,726). Os resultados
relativos ao tempo de mortalidade para matar 50% das larvas
analisadas, apresentados para cada isolado viral deste experimento,
revelam uma ag¢do significativamente mais rédpida dos IV3 e IV5 em
relagdo ao IV1 (Tabelas 5 e 6). Os valores do TLgg dos IV3 e IV5 néo
apresentaram difef;nga significativa, tendo o0s respectivos
intervalos de confianga valores muito semelhantes (Tabela 6).

A andlise dos dados de produgdo de poliedros, obtidos pela
contagem dos cristais virais dos IVs, ndo revelou uma tendéncia de
aumento ou redug¢do na quantidade destes com a passagem do virus em
larvas de Diatraea. Os dados da tabela 7 mostram uma variagdao
aleatdéria com a maior produgdo de poliedros por grama de tecido
larval para os inéculos de IV3 (8,00 x 108) e de IV4 (7,07 x 108),
e a menor produgdo pelos indéculos de IV2 (3,75 x 108). As produg¢des
apresentadas pelos indculos IVl e IV5 possuem valor intermedidrio

aos dos outros isolados, sendo em torno de 5,0 x 108

poliedros/larva.

5.2 APARECIMENTO DE MUTANTES MORFOLOGICOS

Os poliedros mutantes de forma cubica foram observados em
praticamente todas as larvas infectadas pelos cinco 1isolados
virais. As formas cibicas apresentaram-se em frequéncia varidavel,

de larva para larva, chegando em alguns casos a constituirem quase



Tabela 5. Mortalidade acumulada de D.

saccharalis,

.42

40 estddio de

desenvolvimento larval, inoculadas com os isolados virais (IV) IV1,

IV3 e IV5 na dosagem de 1 x 105 poliedros/larva, ao longo dos dias

s

apés a inoculagdo viral.

DIAS vl IV3 IVS

(86) (45) (90)
09 - 02 -
10 02 06 07
11 02 06 07
12 07 12 20
13 12 20 46
14 23 26 51
15 27 30 55
16 29 31 57
17 35 31 59
18 35 31 64
19 37 31 64
20 43 32 65
21 43 33 -
27 46 — -
28 47 - -
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Tabela 6. Valor do Tempo letal 50% (TLW), intervalo de confianga

e equagao da reta para os

isolados virais IVl, 1IV3 e 1IV5,

inoculados em larvas D. saccharalis de 13 dias de idade na dosagem

de 1 x 105 poliedros/larva.

TLgy

(poliedro/larva)

EQUAG30 DA RETA

Ivli
IV3

IVS

19,42 - 21,10 - 23,93
13,77 - 14,70 - 15,67

13,87 - 15,08 - 16,45

4,69x - 6,22

6,02x - 5,02

6,10x - 7,19
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Tabela 7. Produgdo de cristais de VPNMAc dos isolados virais (1IV)
Ivl, IV2, IV3, IV4 e IV5 em larvas de D. saccharalis (42 estadio
larval) por grama de tecido larval infectado (PTL) e por larva
infectada (PLI). Sendo N o numero de individuos analisados e PL o

péso total de larvas.

Iv N PL PTL PLI

(g) (108 poliedros/g) (107 poliedros)

Ivli 6 9,71 4,82 4,29
Iv2 5 0,40 3,75 3,00
IvV3 7 0,39 8,00 4,48
Iv4 6 0,60 7,07 7,00

IV5 14 1,01 5,05 3,96
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Figura 2.

Tecide larval de D. saccharalis
apresentando células infectadas com
poliedros de formatos icosaédrico
(seta horizontal) e cubico (seta

vertical) dos isolados de VPNAc 1IVs.



Figura 3.

Suspensdo viral dos VPNAc 1IVs

apresentando poliedros de formatos

icosaédrico e cubico. As setas

indicam cristais com forma cubica.



Figura 4. Tecido larval de D. saccharalis
no estdgio avancgado da infeccéo
(wilt) apresentando predominéncia
de poliedros mutantes dos 1IVs

(formato cubico).
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a totalidade dos poliedros produzidos (Figuras 2, 3 e 4).
Os poliedros mutantes observados, apresentaram além do formato
cibico, tamanho superior aos poliedros icosaédricos normais de

VPNMAC (Figura 2).

5.3- ANALISE GENOSMICA DOS ISOLADOS VIRAIS

Os padrbes de restrigdo obtidos para os IVs apresentaram um
nimero de bandas perceptiveis em gel correspondente a 16 para
HindIII, 13 para EcoRI, 12 para PstI, 9 para Xhol, 6 para BamHI e
4 para Smal. Nenhuma diferenga nos perfis de restrigido foi
detectada entre os IVs quando foram analizadas as bandas formadas
pela digestdo por HindIII, PstI, Xhol, BamHI e Smal (Figuras 5, 6
e 7).

A andlise do padrdo de restrigdo EcoRI dos IVs, no entanto,
revela a existéncia de uma banda submolar, de tamanho estimado em
4,08 kpb, que apresenta uma concentrag¢do varidvel nos diferentes
isolados virais, sugerindo uma intensifica¢do da mesma a medida que
estes foram passados em larvas de D. saccharalis (Figuras 5 e 8).
Neste padrdo as outras 12 bandas de concentrag¢do equimolecular,
apresentaram tamanhos estimados em 14,23; 12,83; 11,10; 9,7; 8,9;
7,33; 6,55; 5,31; 3,82; 2,45; 2,37; e 2,01 kpb e sdo idénticas para
os cinco isolados.

Os padroes de restriqéo apresentados pela clivagem dc DNA do

isolado E2M mostram diferen¢as no numero de bandas e na migrag¢do de
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(Figura 9). Os perfis de E2M apresentaram os seguintgs numeros de
bandas visiveis em gel: 15 com HindIII, 12 com EcoRI, 6 com BamHI
e 4 com Smal.

O padrao HindlIl deste isolado apresentou: 13 bandas idénticas
as apresentadas pelo IVs; uma banda de tamanho estimado em 5,8 kpb,
ausente no perfil dos 1IVs; e uma banda, de tamanho estimado
ligeiramente menor que a correspondente nos IVs (E2M-4,94 kpb x
IVv-4,96 kpb).

0 padrdo de clivagem do DNA de E2M com EcoRI, apresentou 11
bandas com a mesma migra¢do eletroforética das bandas de DNA
obtidos para os IVs com a mesma enzima, e uma correspondente
a banda de 14,23 kpb encontrada nos IVs, com um tamanho estimado em
15,04 kpb. A banda de 4,08 kpb encontrada nos IVs ndo estd presente
em E2M.

0 padrdo BamHI deste isolado apresentou cinco bandas idénticas
as encontradas nos IVs, e uma banda com migra¢do diferenciada
aquela correspondente nos IVs (8,93 kpb), ligeiramente maior com um
tamanho estimado em 9,3 kpb.

0 padrdo de restrigdo de Smal para E2M apresentou-se idéntico

ao observado para os IVs.



FIGURA 5.
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Padrdo de restrigcdo em gel de agarose

0,7% do DNA genbmico dos IVs (1,2,3 e 5)
cortado com as endonucleases: Pstl (2 a 5),
EcoRI (7 a 10}, XholI (12 a 15) @ BamHI
(17 a 20). Os numeros ac lado correspondem
ao tamanho dos fragmentos em kpb do padrio
de péso molecular fago Lambda+pSPTBM20-Styl

(21},
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FIGURA 6.
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Padrdo de restrigdo em gel de agarose
0,7% do DNA gendmico dos IVs (1,2,3 e 4)
cortado com HindIII. Os nuimeros ao lado
correspondem ao tamanho dos fragmentos em
kpb do padrdo de péso molecular fago

l4mbda HindIII.
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FIGURA 7.
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Padrdo de restricdo em gel de agarose
0,7% do DNA gendmico dos isoclados E2ZM
(BE) e IVs (1, 3 e 5) cortado com Smal.
Os numeros ao lado correspondem ac
tamanho dos fragmentos em kpb do

padrdo de péso molecular Ladder 1Kpb.
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FIGURA 8,
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Padrdo de restrigcdo em gel de agarose
0,7% do DNA genBmico dos isolados E2M
(E) e IVs (2, 3, 4 e 5) cortado com
EcoRI. Os numeros ao lado correspondem
ao tamanho dos fragmentos em kpb do

padrdo de péso molecular Ladder 1Kpb.
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FIGURA 9.
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Padrdo de restrigdo em gel de agarose
0,7% do DNA genBmico dos isolados E2ZM
(E) e IVl cortado com as endonucleases:
EcoRI(2-3), HindIII(4-5), BamHI(6-7) e
Smal (8-9). Os numeros ao lado
correspondem ao tamanho dos fragmentos
em kpb do padrdao de péso molecular

Ladder 1Kpb.

54



55

6.0 DISCUSSAO

Neste trabalho procurou-se analisar cinco isolados virais
(IVs), derivados de VPNMAc, teoricamente de um variante genético
clonado denominado E2 (SMITH & SUMMERS, 1978). Este isolado,
inoculado em larvas de Diatraea saccharalis, mostrou uma tendéncia
a um aumento gradual da viruléncia para esse hospedeiro
alternativo, com as sucessivas passagens seriadas In vivo. Paralelo
a esse aumento de viruléncia, os dados sugerem ainda a presenga de
pelo menos dois gendétipos diferentes, semelhantes a E2, e um
aumento também gradual da frequéncia de um desses variantes
genéticos, possivelmente mais adaptado a Diatraea saccharalis.

Os resultados de ensaios bioldgicos revelam que os IVs foram
capazes de infectar larvas de D. saccharalis, durante o quarto
estddio larval, com redugdo gradual do valor de DLg, a medida que
foram realizadas as passagens seriadas in vivo. Os IVl e IV5, a
primeira e a quinta geragdo respectivamente, apresentaram
viruléncia significativamente diferentes, e os valores de DLy
mostram uma redu¢do em torno de 50 vezes, indicando uma tendéncia
ao incremento da infectividade deste patégeno para esse hospedeiro
alternativo.

Os dados de RODRIGUES (1989), utilizou os mesmos isolados 1 e
2 descritos nesse trabalho e obteve os isolados 3 e 4 da mesma
forma, por passagem em larvas de D. saccharalis. No caso de
RODRIGUES, no entanto, as passagens foram feitas utilizando-se

larvas de terceiro estddio, e o que se observou foi uma redugdo
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muito mais acentuada no valor de DLy, , que foi de praticamente
1000 vezes apés quatro passagens seriadas.

Os dados de RODRIGUES mostram um efeito de seleg¢do muito mais
rdapido que os nossos, que se equiparam, por exemplo, a um trabalho
de TOMPKINS e cols. (1981), que obtiveram um aumento de viruléncia
de 10 vezes apdés 2 passagens seriadas do VPNMAc em larvas de
Trichoplusia ni.

Considera-se que, de modo geral a interpretag¢ido dos resultados
desses estudos de transmissdao cruzada podem ser dificultadas,
devido ao fato de que é comum popula¢bles de inseto apresentarem
naturalmente, virus na forma latente e virus contaminantes, uma vez
que os vdrios tipos de virus de insetos podem atuar como agentes de
"stress'", alterando em geral a a¢do do virus inoculado (GRONER,
1986). No nosso caso isto pode ter ocorrido, ja que nos IVl e IV2
obtidos de RODRIGUES detectamos a presen¢a do virus de granulose de
Diatraea saccharalis (VGDs) (PAVAN e cols. 1983) como contaminante.
Além disso CAVALLARO (1988) e STOPPE (1991) relatam a preseng¢a de
um virus de densonucleose de Diatraea saccharalis (DsDNV) em nossas
popula¢bes de laboratério de D.. saccharalis.

A variag¢do na redugdo do valor de DL;; ou do ganho de
viruléncia, entre os valores observados neste trabalho e os de
RODRIGUES (1989), podem se dever em parte a diferenga de
desenvolvimento corporal, ou estaddio das larvas testadas. Esse
efeito no entanto ndo seria suficiente para explicar esta diferenga
tao drédstica. Um outro fator também pode residir na presenga dos

outros virus contaminantes (VGDs e/ou DNV), causando uma possivel
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interag¢do sinergistica destes com os VPNMAc, resultando em um
incremento acentuado na atividade biolégica. Estudos involvendo
interag¢do entre baculovirus, tem revelado a existéncia de fatores
responsaveis pelo incremento da atividade bioldégica dos mesmos.
GALLO e cols., (1991) verificaram um aumento da infectividade de
VPNMAc em larvas de T. ni, proporcional a concentragdo do fator de
incremento a viruléncia (VEF-viral enhancing factor) obtido do
VGTni, onde para uma mesma dosagem do VPN, a viruléncia variou de
20,8 a 93,1% quando foi ministrado de 1 a 40 ng/larva do VEF.

DERKSENS & GRANADOS (1988) verificaram alterag¢bes da membrana
peritréfica de larvas de T. ni por agdo de fatores presentes no
corpo de inclusdo de VGTni e VPNMAc, levando a, respectivamente, um
aumento de 30 e de 2 vezes da eficiéncia biolégica do VPNMAc neste
hospedeiro.

No entanto os dados obtidos por GARCIA-CANEDO (1989), indicam
ndo haver efeito sinergistico resultante da infecgdo mista do virus
de poliedrose nuclear de Anticarsia gemmatalis {(VPNAg) e do DsGV em
larvas de D. saccharalis.

O trabalho de RODRIGUES apresentou ainda dados muito
divergentes dos nossos com relagdo a produgdo de poliedros.
Enquanto seus dados indicam uma redug¢do gradual da produgdo de
poliedros até a terceira passagem, e um desaparecimento quase total
na gquarta passagem, em nosso caso esses valores oscilam
relativamente pouco sem indicar qualquer tendéncia de variag¢ao
significativa.

STOPPE (1991), utilizando VPNMAg, verificou a redu¢do na
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produg¢ao de cristais, em larvas de D. sacchararalis. A autora
observou essa redu¢do em virus submetidos a tratamento térmico. O
gue se observou fol que amostras das larvas infectadas, analisadas
por microscopia eletrénica, ndo apresentavam poliedros nem
nucleocapsideos tipicos dos baculovirus, e detectou a presenga de
virus contaminantes (DsDNV) nas larvas analisadas. A presenga
destes virus poderia nesse caso resultar em uma 1inibig¢do na
produgdo de poliedros do virus inéculado.

A avaliag¢do da produgdo de poliedros dos isolados virais
(IVs), revela que estes apresentam o fenétipo descrito como MP
(Many polyhedra), mantendo uma produ¢do normal de cristais virais,
ndo sendo detectado portanto uma tendéncia a diminuigdo da produgdo
destes, com as cinco passagens seriadas realizadas em D.
saccharalis. Com dados semelhantes aos nossos BURAND & SUMMERS
(1982) nado verificaram alterag¢do na produgdo de poliedros, quando
analisaram variantes genéticos obtidos a partir do clone VPNMAc E2,
passados de forma seriada por 30 vezes em células TN-368.

A andlise do padrdo de restrigdo de EcoRI dos IVs, mostrou um
aumento da concentrag¢do de uma banda submolar e péso molecular
estimado em 4,08 kpb. Estes dados indicam a presenga de pelo menos
dois gendétipos no que deveria ser origindrio de um clone viral.
Como observado por MCINTOSH e cols. (1987) existem claras
diferengas de viruléncia, entre variantes genéticos e combinagdoes
destes, para todos os VPNs estudados inclusive no caso de VPNAc. Os
nossos dados indicam que a passagem do isolado, em um hospedeiro de

espécie e familia (Piralidae versus Noctuidae) diferente do
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hospedeiro natural do VPNAc, tenha gerado uma pressdo de selegdo
que parece ter favorecido o gendétipo que contém a banda EcoRI de
4,08 kpb.

De forma similar, WEITZMAN e cols. (1992) verificaram haver
uma selegdo diferenciada de gendétipos, dependendo da 1larva
hospedeira (Panolis flammea ou Mammestra brassicae), para dois
variantes distintos de VPN de P. flammea.

BROWN e cols. (1985) propuseram que no minimo trés mecanismos
estariam involvidos com o aparecimento da variabilidade em
baculovirus detectada por variagdes do perfil de restrigdo dos DNAs
virais. Esses mecanismos seriam a duplicagdo de sequéncias do
genoma viral, inser¢do de sequéncias do genoma da célula hospedeira
e mutagdes de ponto.

CROIZIER & RIBEIRO (1992) mostram em VPNAg que a recombinagao
entre variantes pode chegar a 80% da progénie obtida em células em
cultura, e representar um mecanismo importante na manuten¢do da
variabilidade desses virus.

A alterac¢do no genoma viral, detectada nos variantes genéticos
que compdem o estoque IV, deve ter involvido poucos pares de bases
do DNA, uma vez que ndo foram detectadas alterag¢des na mobilidade
dos 12 outros fragmentos de restrigdo do padrao EcoRI, ou quaisquer
alteragbes nos perfis das outras cinco enzimas analizadas. Esta
alteragdo, observada no fragmento EcoRI de 4,08 kpb, deve
representar uma pegquena inserg¢ao no genotipo do virus,
provavelmente localizada na regido hr4 do genoma, como a encontrada

nos variantes de VPNMAc, M3 e S3 (SMITH & SUMMERS, 1978).
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Uma outra possivel explica¢do para o aparecimento de um novo
gendétipo nos IVs seria pela inserg¢do de DNA do hospedeiro, D.
saccharalis no genoma do virus. Essa inserg¢do de origem celular, no
entanto, teria provavelmente gerado uma alterag¢do na migragdo dos
fragmentos de DNA, detectdveis nos padrdes de restrigdo obtidos
pelas enzimas utilizadas, o que ndo foi observado, sendo deste modo
pouco provavel ser esta a causa da variabilidade genotipica
encontrada.

Os genétipos presentes nos IVs deveriam provavelmente estar
presentes no inéculo que se assumiu como sendo um clone de E2
utilizado originalmente por RODRIGUES (1989). Os nossos resultados
indicam que provavelmente o que se utilizou como inéculo ndo seria
o variante E2, uma vez que este além de apresentar essa diferenga
no perfil de EcoRI apresenta ainda diferengas no padrdo HindIII. A
sugestdo de que o indéculo inicial seria uma mistura de pelo menos
dois gendétipos diferentes se deve ao fato de que a banda variavel
(4,08 kpb EcoR1l) foi detectada, j4 na primeira passagem (IV1l), em
concentra¢do alta o suficiente para ser visivel. Como o que se
analisou foi uma mistura de véarios individuos infectados, o
aparecimento de uma alteragdo em um individuo dificilmente seria
detectiavel numa banda corada com brometo de etideo sem um processo
de clonagem in vivo. A baixa frequéncia com gue esse novo variante
apareceria ndo concorda com o que foi observado.

Os resultados apresentados por BURAND & SUMMERS (1982) e
SCHETTER e cols. (1990) reforgam a hipétese de Qque O que se

considerou como clone de E2 seria na verdade uma mistura de
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variantes genéticos. Esses autores observaram que ogtros variantes
genéticos foram obtidos a partir da passagem seriada do clone
VPNMAc E2 em cultura de célula de inseto. BURAND & SUMMERS (1982)
obtiveram variantes originados de E2, a partir de inserc¢do de
regides duplicadas do préprio genoma. Ja a variag¢ao genotipica
detectada por SCHETTER e cols. (1990) foi atribuida & inser¢do de
um elemento genético (transposon-like) de origem hospedeira
(cultura de célula de Spodoptera frugiperda), com um tamanho
correspondente a 634 pb.

A anadlise genbmica dos IVs mostra claramente que os perfis
correspondem a variantes genéticos de VPNAc provavelmente derivado
do clone E2. Foram observados os mesmos padrdes de restrig¢dao gquando
utilizou-se as endonucleases PstlI, Xhol, BamHI e Smal e padrao
diferente para as enzimas EcoRI e HindIII. As diferengas
encontradas no padrao HindlII correspondem ao aparecimento de duas
bandas de péso molecular estimado em 15,0 e 7,6 kpb. Estas bandas
sdo correspondentes as encontradas no padrd3o descrito para o
variante L1 (MILLER & DAWES, 1979), e cuja origem é atribuida a
presencga de um sitio de restrig¢do no interior de uma banda de 21,5
kpb (COCHRAN e cols., 1982).

A diferencga observada entre os padrdes EcoRI de IVs e E2, se
deve a banda submolar de 4,08 kpb presente nos IVs. Uma banda
correspondente é também encontrada nos variantes de VPNMAc M3, S3
(SMITH & SUMMERS, 1978); e E (SCHETTER e cols., 1990).

Os gendétipos correspondentes aos IVs representam pelo menos

dois variantes genéticos de VPNMAc e o0 que contém a banda EcoRI de
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4,08 kbp apresenta diferencas genotipicas com os variantes de
VPNMAc descritos na literatura tais como E2, M3, 53, (SMITH &
SUMMERS, 1978); E (SCHETTER e cols., 1990); L1 (MILLER & DAWES,
1979); HR3 (COCHRAN e cols., 1982) C6, B6 e B5 (BURAND & SUMMERS,
1982) e com o isolado que designamos como E2M fornecido pelo Dr.
J.E.MARUNIAK.

Além das alteragdes ja descritas, a passagem do VPNMAc E2 em
larvas de D. saccharalis resultou no aparecimento de mutantes
morfoldégicos, apresentando poliedros de formato cubico e de
dimensdo superior aos poliedros icosaédricos normais. A provavel
causa do aparecimento destes, também relatados por RODRIGUES
(1989), deve estar relacionada com altera¢des no gene da
poliedrina, a semelhanga de outros mutantes morfoldgicos descritos
em literatura. Estas alterag¢des devem involver um pequeno numero de
pares de bases, uma vez que nao foram detectadas altera¢des no
padrao de migrag¢do, das bandas de DNA gque contém o gene da
poliedrina EcoRI-I, PSTI—D, XhoI-D (SMITH e cols., 1983).

CARSTENS e cols. (1986; 1987; 1992) analisando os mutantes
morfolégicos M5 (BROWN e cols., 1980), M29 (DUNCAN & FAUKNER, 1982;
DUNKAN e <cols., 1983), e M934 (PARTINGTON e <cols., 1990)
verificaram que estes apresentam mutag¢do puntual, com substituigdo
de um aminoacido na regiao da poliedrina. A andlise do mutante M276
descrito por PARTINGTON e cols. (1990), por outro lado, revelou a
presenga de uma inserg¢do de 229 pb na regido de codificag¢do da
porgdo carboxiterminal da poliedrina (CARSTENS e cols., 1992).

A demonstrag¢do cabal da correlag¢do entre a alterag¢do gendmica
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verificada neste trabalho, e a alteragdo da atividade bioldgica,
poderia ser realizada pela clonagem dos dois gendétipos de um mesmo
estoque IV, onde sua capacidade de replica¢do poderia ser comparada
in vivo, em larvas de D. saccharalis, e em culturas de células de
T. ni, linhagem TN-368-10, a partir da gqual os 1isolados foram

originalmente obtidos.
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7.0 CONCLUSOGES

As principais conclusdes deste trabalho sdo:

1) Os 1isolados virais IVs sdo formados por uma mistura de pelo
menos dois gendtipos distintos, que correspondem a variantes
genéticos de VPNMAc.

2) Estes isolados virais se mostraram capazes de infectar larvas de
D. saccharalis no 4Q estadio de desenvolvimento larval, revelando
uma tendéncia ao incremento da atividade bioldégica quando passados
de forma seriada neste hospedeiro.

3) A inoculagdo destes variantes genéticos de VPNMAc em larvas de
D. saccharalis resultou no aparecimento de mutantes morfoldégicos,
apresentando cristais virais de formato cubico e tamanho superior
aos do isolado selvagem utilizado originalmente.

4) A quantidade de poliedros produzidos foi normal para cada um dos
isolados virais, apés um total de seis passagens seriadas.

5) Os dados sugerem que temos selecionado de um variante genético
de VPNMAc, de alta patogenicidade para Diatraea saccharalis, e que
esse variante pode ser selecionado por sua passagem em larvas deste

hospedeiro.
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8.0 RESUMO

Neste trabalho foram obtidos e analisados 5 isolados virais
(IVs), obtidos por passagem seriada do VPNMAc, originalmente
fornecido como clone E2, em larvas de Diatraea saccharalis.

Ensaios biolégicos foram realizados com larvas de 49 estadio
de Diatraea saccharalis visando avaliar a capacidade do isolado de
se desenvolver neste hospedeiro alternativo e analizar alterag¢des
biolégicas observadas em trabalho anterior no mesmo laboratdrio.

Os dados mostram um aumento gradual de viruléncia resultando
numa redugdo de aproximadamente 50 vezes no valor da dose letal 50%
com as sucessivas passagens em larvas de Diatraea. Observou-se
ainda o aparecimento de mutantes com poliedros de formato cuibico em
frequéncias varidveis em substituigdo aos poliedros icosaédricos.
O processo de infecgdo mostrou caracteristicas tipicas de infecgao
por NPV e em nosso caso a produgdo de poliedros virais apresentadas
por estes isolados foi normal, nd3o sendo afetada pelas passagens
seriadas neste hospedeiro alternativo.

Associada as alteragdes bioldégicas observadas pode-se observar
alteragbes a nivel do genoma viral. A analise do perfil de
restrigdo dos isolados obtidos revelou que os cinco isolados virais
(IVs), correspondem a uma mistura de pelo menos dois variantes de
VPNMAc proximamente relacionado ao variante genético clonado
denominado E2. O que se conclui é gque ocorreu o aumento de
frequéncia de um dos genétipos presentes no indéculo inicial com as

passagens seriadas neste hospedeiro, evidenciada pelo gradual
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aumento de concentrag¢do de uma banda submolar presente no padrao de

restrigdo da enzima EcoRI.
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SUMMARY

This work reports the obtention and analyses of 5 viral
strains originated from the serial passage of a genomic variant of
the Autographa californica nuclear polyhedrosis virus (AcCNPV) in
Diatraea saccharalis larvae.

4" jinstar larvae of Diatraea in

Bioassays were done using
order to evaluate the capacity of the strains to develop and adapt
to this alternate host species. The present work represents a
continuation of a study performed in this laboratory using the same
biological system.

The results showed a gradual increase in the strains virulence
resulting in a reduction of about 50 fold of the LDy, values after
the 5 passages in the insect larvae. Besides this the appearance of
morphological mutants exhibiting polyhedra with a cubic instead of
the normal icosahedral shape and significant increase in size. The
infection process in the cells was normal showing the typical
symptoms of this type of virus. The number of polyhedra production
was unaltered for the different generations of the viral strains.

The analyses of the viral genome of the strains showed
alterations associated to the passage of the strains in the insect
larvae. The restriction enzyme profile of the 5 strains indicated
that they correspond to a combination of at least two different
genomic variants of AcCNPV that resemble very much the E2 strain
which we were supposed to be working initially. The restriction

profiles show that the passage of the original inoculum in the D.
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saccharalis larvae resulted in the frequency increase_of one of the
genomes indicated by the gradual increase of a specific band in the
restriction profile of the enzyme EcoRI. The genome alterations
could be related to the increase of virulence and the other

observed alterations.
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11.0 ANEXOS

I. Tampdo de extrag¢do viral

0 tampdo de extrag¢do viral é composto por 1% de duodecil sulfato
de sédio (SDS), 1% de 4cido ascérbico, 0,01M de "trizamida" pH 7,7

e 0,001M de etileno diamino "tetraciclato" de sédio (EDTA).

Para uma solucdo final de 10ml, adiciona-se:
100 pl de 1M tris pH 7,4
100 pl de 0,5M EDTA pH 8,0
1000 pl de SDS 10%

1000 pl de 4&cido ascoérbico 10%
II. Solugdo estoque de Duodecil Sulfato de Sédio (SDS) 10%

Cem gramas do SDS é dissolvido em 900 ml de H20 destilada
aquecido a 68 graus centigrados, e o pH é ajustado para 7,2 pela

adicdo de HCl. Agua destilada é adicionada até atingir o volume

final de 1000 ml.

III. Tampdo TE (pH 7,6)

10mM tris C1l pH 7,6

1mM EDTA pH 8,0
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IV. Tampdo TAE

O tampdo de corrida é composto por 0,04M tris-acetato e 0,001M

EDTA e 0,1% de &cido acético glacial.

Para um litro de solugdo estoque TAE 50X, adiciona-se:
242,0g de tris base
57,1ml de Acido acético glacial

100,0ml de O0,5M de EDTA (pH 8,0)



