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Processo de Formulacao do Baculovirus
Spodoptera em P6 Molhavel

Baculovirus

Os baculovirus sdo o grupo mais estudado e mais comum dentre os grupos de
virus patogénicos a insetos. Estes virus sdo os que possuem maior potencial para
serem usados como agentes de controle biolégico de pragas, sendo conhecidos
mais de 20 grupos deles (MARTIGNONI; IWAI, 1986).

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae. Essa familia é composta de virus
com uma simples fita dupla circular de DNA, que infectam um grande numero de
artrépodes e contém os géneros: nucleopoliedrovirus (NPV) e granulovirus (GV).
Todos os baculovirus tém uma mesma estrutura basica: um capsideo coberto de
forma arredondada. O nucleocapsideo é um “core” cilindrico de DNA e proteina.
Dentro do nucleocapsideo, a fita dupla de DNA associa-se heterogeneamente com
uma proteina bdasica e forma um “core” cilindrico. A forma como os nucleocapsi-
deos sao organizados dentro de cada envelope protéico gera dois grupos morfolo-
gicamente distintos dentro do género NPV: os “Virus de Simples Nucleocapsideo”
- SNPV, em que apenas um capsideo é encontrado por envelope, e aqueles chama-
dos de “Virus de Muiltiplos Nucleocapsideos” - MNPV, nos quais varios nucleocap-
sideos sdao encontrados em um envelope comum (Figuras 1A e 1B). No caso dos
GVs, estes possuem apenas um capsideo por envelope e as oclusdes virais sdo na
forma de granulo, contendo um e raramente dois ou mais virions por granulo (Fi-
gura 1C) (HUNTER-FUJITA et al., 1998). As figuras 1D e 1E ilustram tecidos de S.
frugiperda infectada experimentalmente por um nucleopoliedrovirus. A ocluséo das
particulas virais em matriz protéica é uma caracteristica extremamente importante,
pois é o que garante protecao e possibilita a transmissao horizontal do virus, ou
seja, de um inseto para outro (BLISSARD; ROHRMANN, 1990). As oclusodes virais,
portanto, sdo estruturas de resisténcia, permitindo que os virus mantenham a in-
fectividade mesmo fora do hospedeiro (HUNTER-FUJITA et al., 1998). Além disso,
permite a obtencdo de formulacoes de bioinseticidas que podem ser armazenados
até serem utilizados para o controle de pragas no campo.

Figura 1. Micrografia eletronica de tecido
de lagartas-do-cartucho, S. frugiperda,
infectadas experimentalmente. (A) e (B):
infeccdo por um isolado de nucleopolie-
drovirus (MVPN), podendo-se obser-

var os poliedros, os virions e a matriz

protéica de poliedrina. Notar que vérios
nucleocapsideos estdo envoltos por uma
membrana comum; (C): granulovirus
(VG), onde se é observado apenas um
capsideo por envelope protéico; (D) e (E):

tecidos infectados por nucleopoliedrovi-

rus, podendo-se observar células conten-

do em seus nucleos virions e poliedros.
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Essa divisdo da familia Baculoviridae segue a clas-
sificagcdo do Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTVdB, 2006) e esta representada esquema-
ticamente na Figura 2.

Familia Baculoviridae

—_

Género Nucleop/oliedrovirus (NPV) Granulovirus (GV)

Virus de Simples
Nucleocapsideo

Virus de Muiltiplo
Nucleocapsideos

(MNPV) (SNPV)

\
& P =
_W) (0% (e

Figura 2. Representacdo esquematica da classificacdo dos bacu-
lovirus (modificada de ALMEIDA, 2005). A divisdo dos NPV em
MNPV e SNPV sdo apenas para a visualizacdo da morfologia das

oclusdes virais.

Infeccao e modo de acdo dos baculovirus
Os baculovirus possuem dois tipos de “progénies”
infecciosas: uma forma oclusa do virus responsa-
vel pela transmissao de inseto para inseto, e outra,
chamada de forma nao oclusa, é responséavel pela
transmissao de célula para célula, em um mesmo
individuo (GRANADOS; FEDERICI, 1986). A rota
principal de infeccdo dos baculovirus é via inges-
tdo dos poliedros e a penetracao dos virus, através
das células epiteliais do intestino médio dos inse-
tos. Com a ingestao dos poliedros pelos insetos,

a matriz protéica é dissolvida no intestino médio
devido ao pH ser fortemente alcalino (8-11). Com
a dissolucdo da matriz protéica, ha a liberacdo dos
virions no limen digestivo e as particulas infectivas
penetram nas células epiteliais do intestino médio,
mediada por receptores especificos. Os nucleocap-
sideos sao transportados ao nucleo, liberando o
seu DNA, iniciando o processo de replicacao viral.
A replicacdo do virus produz a forma nao oclusa

do virus, que passa a infectar os demais tecidos.

A forma oclusa somente é produzida nos estagios
finais da infeccao viral onde os virions sdo “enve-
lopados” e produzidos os poliedros. Nos estagios
finais, ocorre a ruptura das células e a liberacao
dos poliedros. E onde acontece a morte do inseto
seguida da liquefacao dos tecidos (FEDERICI, 1997,
1999). Os sintomas tipicos da infeccdo vao desde
mudancas comportamentais a morfolégicas e que
levam a morte do inseto apdés alguns dias. Pode ser

observada reducao na alimentacdo e diminuicao

do crescimento, descoloracdao do tegumento e, ao
morrer, rompimento do tegumento do inseto, o que
vem a liberar os poliedros no ambiente, possibili-
tando novos ciclos de infeccao (FEDERICI, 1997,
1999). Uma visao simplificada do ciclo de infeccao
é mostrada na Figura 3.
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Figura 3. Infeccdo de um inseto hospedeiro por baculovirus
(adaptado de SZEWCZYK et al., 2006)

Baculovirus spodoptera para o controle
da lagarta-do-cartucho

Os trabalhos com o baculovirus para o controle

da lagarta-do-cartucho na Embrapa Milho e Sorgo
tiveram inicio em 1984. Foi realizado um levanta-
mento dos principais inimigos naturais deste praga
em diversas regides representativas e produtoras de
milho do Estado de Minas Gerais, incluindo o Sul de
Minas, Vale do Rio Doce e Alto Paranaiba. Durante
o levantamento, entre 1984 e 1989, foram coleta-
das mais de 14.000 lagartas, em que foram encon-
trados diversos parasitéides das ordens Diptera e
Hymenoptera, incluindo varias lagartas mortas por
virus (VALICENTE, 1989). Este levantamento se es-
tendeu até o Estado do Parana, onde foi detectado
um alto indice de lagartas parasitadas e mortas por
virus (VALICENTE; BARRETO, 1999). Atualmen-
te, o banco de baculovirus conta com 22 isolados
amostrados em diversas regioes do Brasil. Estes
isolados foram estudados, caracterizados, e sua
eficiéncia avaliada em relacao a lagarta-do-cartucho
(BARRETO et al., 2005). Dentre os isolados mais
estudados e eficientes no controle desta praga, o
isolado 19 ja teve seu genoma totalmente seqlen-
ciado (WOLFF et al., 2008). Este seqlienciamento
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é muito importante para que se saiba a estrutura, agua, o suficiente apenas para fazer girar as paletas
seqléncia e funcédo de cada gene. Os isolados 6 e do liquidificador. As larvas devem ser trituradas no
18 sdao também muito importantes pela alta efici- liquidificador por aproximadamente 10 minutos,
éncia no controle da lagarta-do-cartucho do milho. sem interrupcao (Figura 5A). Neste passo, deve ser
O isolado 6 possui uma caracteristica Unica pelo incorporado um inerte (caulim) que atua como agen-
fato de nao causar o rompimento do tegumento da te de preenchimento e ajuda na secagem do produ-
lagarta morta imediatamente apdés a sua morte. Este to na formulagcdo em p6é molhavel (Figura 5B).

é um dos fatores que mais facilitam o sistema de
producdo em larga escala. Apdés a morte das lagar-
tas com o baculovirus, estas podem ser congeladas
ou processadas imediatamente, dependendo do
esquema de producao da biofabrica.

Formulacao do baculovirus em p6é molhavel
A formulacao do baculovirus em pé molhavel pode
ser realizada em trés etapas.

Fotos: Fernando Hercos Valicente

Figura 5. Maceracéao de larvas de Spodoptera frugiperda mortas

~ pelo baculovirus (5A) e mistura do inerte (5B).
Selecdo e coleta das larvas:

Lagartas mortas pela infeccao causada pelo bacu-

lovirus sao selecionadas pela cor e pelo aspecto Secagem do Baculovirus formulado em poé
externo. As caracteristicas principais sdo a descolo- molhavel:

ragdo e o aspecto oleoso do tegumento das larvas Ap6s a trituracdo das larvas no liquidificador e a
mortas (Figuras 4A e 4B, respectivamente). mistura com o inerte, todo o material é colocado em

bandejas lavadas e limpas com éalcool 70%, e secas
em laboratdrio, com jato de ar forgado (Figura 6).
Vale ressaltar que varios inertes podem ser testados
e usados na formulagao.

Fotos: Edmar de Souza Telher

Figura 4. Lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, morta

pelo Baculovirus spodoptera (isolado 6). Observa-se a descolo-

racdo da larva - A, e o aspecto oleoso do tegumento da lagarta

Fotos: Fernando Hercos Valicente

morta — B.

Figura 6. Material triturado e misturado com inerte é colocado

em bandejas e secas em laboratério com jato de ar dirigido (Figs.

. ) ) 6A e 6B).
Estas larvas sdo coletadas com pincas e acondi-

cionadas em recipientes plasticos limpos, para que
possam ser congeladas, se necessario. Se houver
disponibilidade de tempo, as larvas mortas podem
ser processadas e formuladas imediatamente. Com

Apds 3 a 4 dias, todo o material estara seco e de-
vera ser triturado com o uso de um moinho, e pode

) } ser embalado em sacos plasticos transparentes ou
este novo isolado de baculovirus, o rendimento de

coleta de lagartas mortas e o armazenamento por
homem/hora tornou a producdo em larga escala

sacos de papel aluminio-laminado (tipo embalagem
de café). Esta embalagem é melhor porque evita a
o ) acéo direta da luz sobre o produto. A Figura 7 mos-
viavel economicamente. tra o baculovirus embalado em saco plastico trans-
parente numa quantidade de 50g/ha. Esta quantida-
de é a recomendada para ser diluida em 250 litros

de agua/ha.

Maceracao de larvas:

As lagartas mortas pelo baculovirus serao macera-
das usando liquidificador comum ou industrial (ca-
pacidade de 6L), com uma pequena quantidade de
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Fabricagdo: 13/06/)7

Ingrediente Inerte: Caolin

Conteirdo: 50 g

Foto: Edmar de Souza Telher

Figura 7. Baculovirus empacotado na formulacdo p6é molhével,
com a recomendacédo de 50g/ha. No rétulo deve conter a con-

centracdo e a data de empacotamento.

Estabilidade de B. spodoptera
formulado em p6 molhavel

As condi¢cbes de armazenamento poderao afetar

a infectividade do baculovirus. Assim, o tempo de
prateleira de um produto biolégico deve ser deter-
minado a fim de que possa ser utilizado com segu-
ranca, obtendo-se a eficiéncia de controle desejada.
Foi verificada a eficiéncia do baculovirus com a
utilizacdo de dois materiais inertes distintos: caulim
e zedlita. Apés um ano de armazenamento, foi ob-
servado que nao houve diminuicdo da eficiéncia de
controle de lagartas de S. frugiperda, ndo havendo
diferenca significativa entre os tempos de avaliacao
ou materiais inertes utilizados na formulacéao (Figura
8). Observou-se, na média, maior eficiéncia na con-
centracdo de 4x107 poliedros/mL (89,7%) do que
na de 4x106 poliedros/mL (98,7 %).

O tipo de formulagédo utilizada é a mais simples, sen-
do que o aprimoramento dela é uma das vertentes da
pesquisa, com a adicdo de adjuvantes e protetores
contra radiacao ultravioleta que poderao contribuir
para a melhor eficiéncia do bioinseticida no campo.
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