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ABSTRACT 

Identification and purification of a nuclear polyhedrosis 
virus of fali armyworm Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 

1797) (Lepidoptera: Noctuidae) 

The fali arrnyworm (Spodoptera frugiperda) is one of the 
most important nesta of corn in Brazil, and its contrai 	is 
nade basically with chemical pesticides. To reduce the 	pro- 
blema caused by chemical contrai, alternatives such as 	bio- 
control with viral insecticides have been considered by 	the 
Nationai Center for Corn and Sorghum Research (CNPMS/EMBRAPA) 
and a granulosis virus was already identified. More recently, 
a nuclear polyhedrosis virus (NPV) was obtained from 	one 
field collected larva in Sete Lagoas, Minas Gerais State wich 
was suscessfully transrnitted and maintained in the laboratory. 
Polyhedra frorn NPV infected S. frugiperda larva were purified 
by differential centrifugation followed by sucrose 	gradient 
density centrifugation, and used in infectivity tests. Three, 
six and seven.-day old iarvae, fed on leaves treated with in-
clusion body (PIB) polyhedra suspensions (2 x 106  or 2 x 105  
PIB/mi) , for 24 or 48 hs, had a very high mortaiity rate (pra 
ctically 100%) , except for the 7 day-old larvae at the lower 
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PIB concentration, which resulted in about 70% rnortalitv.Liaht 
microscopy of extracts from infected larvae easily dnstrat&.3 
the presence of the polyhedra, but the adequate identification 
as a MENPV was mede by electron microscopy of tissues 	from 
ectoderm, fat body and tracheocytes consistently 	contained 
large amount of polyhedra, occluded in which there were rod-
sI- apd particles, several of them surrounded by a common neo-
brane. 

RESUMO 

A lagarta-do-cartucho é considerada uma das 	principais 
pragas da cultura do milho e seu controle tem sido feito basi 
camente pelo uso de inseticidas químicos. O CNPMS/EMBRAPA con 
siderando as possibilidades de um controle biológico 	desta 
praga, tem procurado por vírus que sirvam como bioinseticidas, 
tendo já encontrado um vírus de granulose. Recentemente iso-
lou-se, a partir de uma lagarta do campo, um vírus de polie-
drose nuclear (VPN), que tem sido manti!o em larvas em cond!i 
ções de laboratório, causando nestas sintomas idênticos 	ao 
observado no campo. Poliedros puderam ser purificados a par-
tir de extratos de lagartas infectadas através de centrifuga-
ção diferencial e em gradiente de densidade de sacarose. Tes-
tes de irtfectividade mostraram que larvas de 
criadas artificialmente, de 3, 6 e 7 dias de idade, alimenta-
das com suspensões de poliedros, em concentrações de 2 x 106  
ml, tiveram alta taxa de mortandade (praticamente 100%), ece 
to as de 7 dias, na menor dose cuja mortandade foi da 	ordem 
de 70%. Exames de extrato das lagartas infectadas 	mostraram 
a presença de grande número de poliedros, mas a identificação 
adequada de que se tratava de um vírus de poliedrose nuclear, 
do tipo "multi-enveloped", (MECPN) só pode ser feita através 
de exames de secções ultrafinas ao microscópio eletrõnico: nú 
cleos da ectoderma, tecido adiposo e traqueócitos 	continham 
grande número de poliedros e, ocluidas nestes, 	partículas 
baciliformes, em geral várias delas envolvidas por um envoltó 
rio comum. 

INTRODUCO 

Entre os fatores que contribuem para uma baixa produtiv 
dade de milho incluem-se as pragas e, dentre elas, a lagart 
do catucho, Spodopte -ra frugperda (J.E. Smith, 1797). A la-
garta alimenta-se basicamente em todas as fases de crescimen-
to desta cultura, sendo mais freqtentemente encontrada no car 
tucho de plantas novas, podendo causar reduções de até 34% n 
produção, dependendo do estádio de desenvolvimento da planta 



Âi. Soc. eji.t. 8•v5-, 18(supl .) , 1989. 	 73 

(CARVALHO, 1970). Em alguns casos, pode haver a destruição do 
ponto de crescimento da planta, ocasionando sua morte. 

Dentre os métodos de controle desta praga, o químico tem 
sido o mais estudado e difundido. Mas, devido a problemas de 
desequilíbrio biológico, poluição do meio ambiente, riscos na 
aplicação e alto custo de inseticidas, o controle biológico, 
através do uso de vírus, pode se tornar uma alternativa viá- 
vel para o controle da lagarta do cartucho, em 	substituição 
ao controle químico. Dentre os inimigos naturais, os 	vírus 
têm a vantagem de serem altamente específicos. O principaigru 
p0 de vírus que ataca insetos é o 1aca1irus (BURGES a% ai., 
1980) e, neste grupo, incluem-se os vírus de granulose (VG) e 
os vírus de poliedrose nuclear (VPN). Vários autores relatam 
que os VPNs se destacaram pela sua eficácia e segurança, com 
um alto potencial como inseticida biológico (TANADA & REINER, 
1962; IGNOFPO at ai., 1965; ALLEN t ai., 1966; 	WHITLOCI<, 
1977; KLEIN & PODOLER, 1978). BURGES e; a'. (1980) 	afirmam 
que os VPNs são inócuos ao ser humano e não se 	multiplicam 
em mi.croorganisrnos, vertebrados, plantas e invertebrados não 
artrópodes. O maior programa do Brasil de uso de bioinsetici-
da viral, ocorre na cultura da soja, através do uso do 

1' 	zra: no controle de 	 ':7:e (MOSCAR 
Di, 1983). 	 - 

A ocorrência de vírus em 	] 'Ja já é conhecida em 
outros países, tendo HAMM & IIARE (1982) demonstrado que a a-
plicação de VPN, através de água de irrigação por aspersão na 
cultura do silha, possibilitou o desenvolvimento de uma epizo 
otia nesta praga, em condições de campo. FUXA (1982) menciona 
a ocorrência de VPN infectando a lagarta do cartucho em pasta 
qens, com picos de até 68% de mortalidade, no estado da Loui-
siana, EUA. 

AGUDELO - z7. (1983) relatam que lagartas do cartuchofo 
ram encontradas infectadas por um VPN, em uma cultura de mi-
11-ia na Venezuela. Uma dose de 6 x 106  poliedros/ml, ingerida 
por lagartas de 7 e 10 dias de idade, causou uma mortalidade 
dc 100%, com um tempo letal médio de 4,7 e 7,3 dias para cada 
qrupo, respectivamente. 

Em muitas espécies de 	 i'neria, os VPNs taxn 
bêni têm sido eficientes em seu cbntrole. Assim, a comparação 
de um MEVPN de ,.- 	 com os inseticidas metomil e perme- 
trina, em condições de campo, mostraram que quando o VPN foi 
aplicado em uma dosagem mais elevada, a redução na população 
da -. 	" 	foi a mesma que aquela causado pelos inseticidas 
testados. Ouando o vírus foi aplicado em uma dosagem mais bai 
xa, o controle foi manos efetivo (GELERNTER 	i 7 , 1986) Ex- 
perimentas de campo, realizados por TOPPER 	(1984), de- 
monstraron que o dano causado por :. 	 em 	parcelas 
pulverizadas pelo VPN foi menor do que o dano verificado nas 
parcelas não tratadas. 
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Dentro deste contexto, desenvolve-se no CNPMS/EMBRAPA, em 
Sete Lagoas, MG, um programa de encontrar um vírus com possi-
bilidades de controle biológico da lagarta do cartucho. VALI-
CENTE et ai. (1988) encontraram um vírus de granulose e mais 
recentemente, Outro de poliedrose nuclear. A descrição dos de 
talhes da identificação deste é o objetivo deste artigo. 

Tanto VPN como VG foram encontrados em Sertaneja e Ponta 
Grossa, Paraná, em populações de S. frugiperda ocorrendo em 
soja (Sertaneja) e pastagens (Ponta Grossa) (MOSCARDI & KAS- 
TELIC, 1985; KASTELIC & MOSCARDI, 1987; MOSCARDI, 1987) 	e 
que, em biotestes com lagartas do inseto, estes isolados tive 
ram alta virulência, comparável à de outros isolados obtidos 
dos EUA, Guatemala e Argentina (KASTELIC & MOSCARDI, 1987). Es 
tudos histopatológicos do VPN em S. frugiperda foram realiza 
dos em Campinas (GARCIA, 1978). 

MATERIAL E MT000S 

A lagarta de 3. Jgiperda originalmente encontrada em 
um campo de milho do CNPNS, em Sete Lagoas, MG, exibia sinto- 
matologia que sugeria infecção viral (Fig. 5). Esta 	lagarta 
foi macerada com água destilada e o liquido resultante foia 
do em gaze estéril. Este extrato foi avaliado iniciolmente ao 
microscópio de luz, constatando-se a presença de poliedros - 
(Fiq. 6). O extrato foi então testado em 48 lagartas sadias, 
imergindo as folhas de milho nesta suspensão, deixando que as 
lagartas se alimentassem destas folhas durante 48 horas, sen-
do, em seguida, transferidas para dieta artificial. Observou-
-se nestas lagartas a mesma sintomatologia verificada na la-
garta coletada a campo, sendo que a morte destas ocorreu aos 
5 a 7 dias de infecção. 

Para experimentos quantitativos, procedeu-se a purifica-
ção dos poliedros, a partir de 72 lagartas, 6 dias após infec 
tadas artificialmente com o VPN, segundo o Quadro 1. Suspen-
sões de poliedros purificados foram diluídas em água destila-
da para uma concentração final de 2 x 106  poliedros/ml. As fo 
lhas de milho foram lavadas com hipoclorito de sódio a 0,5 % 
e depois em água destilada, sendo a seguir iinersas na solução 
-inóculo, nas concentrações de 2 x 105  ou 2 x 106  pol./ml. O 
alimento assim contaminado foi oferecido a lagartas de 3, 6 e 
7 dias de idade (72 a 96 individuos/tratamento) em copos plás 
ticos (capac. de 50 rei), vedados com tampas de acrilico, por 
um período de 24 a 48 horas, após o que as lagartas passaram 
a ser alimentadas com dieta artificial não contaminada. Ano-
tou-se, diariamente a mortalidade provocada pelo VPN, sendo o 
tempo letal médio calculado pelo método de próbitos. 
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QUADRO 1 - Purificação do vTrus da poliedrose nuclear da Spodoptera frugi 
perda isolado no CNPMS em Sete Lagoas, MG. (Modificado de Varna 
moto & Tanada, 1978). 

LAGARTAS INFECTADAS 

Macerado com água destilada 

Filtrado em peneira 0,35mm 
Volume completado para 200m1 

Centrifugar a 30.000g (rotor Ti 45 )130 mie. 

SOBRENADANTE (DESCARTAR) 

SEDIMENTO 

Ressuspender em gua destilada (160m1) 
Filtrar em organdi 

Completar volume para 200m1 

Centrifugar a 30.000g/30 mie. 

SOBRENADANTE (DESCARTAR) 

SEDIMENTO 

Ressuspender em 5m1 de água destilada 
Centrifugações em gradiente de sacarose 
1 ml de sacarose a 80, 60 e 40% e 5 ml a 20%, 1 ml da 
soluçiio contendo vfrus 

Centrifugar a 22.000 rpm/20 min. Rotor SW 28.1 

BANDA DO VÍRUS (formada a 4,5 em do menisco) 

Retirar com pipeta Pasteur 

Completar o volume para 100 ml com água destilada 
Centrifugar a 30.000g (reter Ti45)/30 mie. 

SOBRENADANTE (DESCARTAR) 

SE D t ME Nt O 

Ressuspender em 5 ml de água destilada 
Centrifugar em gradiente de sacarose 
(1 ml a 80% e 5 ml a 50%) e 1 ml da solução contendo 
v 	r o s 

BANDA Do vÍRUS (formada a 2,5 em do menisco) 
Retirar com pipeta Pasteur 
Completar volume para 40 ml com água cletilada 

Centrifugar a 12.000 rpm/15 mm. (repetir 2 vezes) 

SOBRENADANTE (DESCARTAR) 

SEDIMENTO 

Ressuspender em 7 ml de água destilada 
1,iofilizar ou conservar em freezer (-20°C) 
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Para exames histolôgicos ao microscópio eletrônico, amos 
tras de tecidos de lagartas obtidas por dissecação, no 59 dia 
após a infecção experimental, foram fixadas em uma mistura de 
paraformaldeido (2%) e glutaraldeido (2%) em tampão cacodila-
to 0,05M, p11 7,2, pós-fixadas em tetróxido de ôsmio 11. no moa 
mo tampão, embiocadas no meio de Spurr. As secçôes ultra-fi-
nas foram obtidas em ultramicrótomo LKB ultratome III, equipa 
do com navalha de diamante, contrastadas com acetato de urani 
la e citrato de chumbo, e examinadas ao microscópio eletrôni-
co JOEL JEM 100C. 

RESULTADOS E DISCUSSAO 

A natureza viral da enfermidade letal da lagarta do car- 
tucho, constatada em Sete Lagoas, MG, pode ser 	demonstrada 
pelos bioensaios, confirmando-se sua identificação como sendo 
vírus de poliedrose nuclear do tipo "multiple enveloped, a-
travôs de microscopia eletrônica. 

O esquema de purificação dos poliedros induzidos pelo VPN 
revelou-se eficiente e permitiu elaborar bioensaios quantita-
tivos mais cuidadosos. Em condiçôes experimentais, os polie-
dros purificados mostraram ser bastante infectivos e, nas con 
centraçôes de 2 x 105  e 2 x 106  pol/mi, foram letais para pra 
ticamente 100% das larvas infectadas, diminuindo um pouco 	a 
eficiôncia para larvas mais desenvolvidas (7 dias de idade 
na menor dose (2 x 105  pol/ml) Quadro 2. 

QUADRO 2 - Mortal idade da lagarta do cartucho, S dopt'ia fruti 	½, com 
o vTrus da poliedrose nuclear. CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1988. 

Tempo de exposição da 
Idade 	de lagarta 	com 	folhas Dosagem dovfrus 
lagarta contaminadas pelo vÇ- (poliedros/mi) 2 de mortalidade 

ru 5 

3 	dias 24 	horas 2,5 	x 	106  100,0 
48 	horas 2,5 	x 	10 6  100,0 

6 	dias 24 	horas 2,5 	x 	10 6  97,0 
48 	horas 2,5 	x 	iob 100,0 

7 	dias 48 	horas 2,5 	x 	10 5  71,3 
48 horas 2,5 	x 	106 100,0 
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Exames de tecidos das lagartas infectadas mostraram que 
a maioria dos núcleos das células da ectoderme, tecido adipo-
so e traqueócitos estavam tomados por poliedros, de contorno 
poligonal, com 1-3 microns (im) de diâmetro (Figuras 1-4). O- 
cluldos nos poliedros, notavam-se grupos de 2-6 	partículas 
baciliformes, de aproximadamente 50nm x 250 - 300nm, envoltos 
por uma membrana comum, caracterizando este VPN como do tipo 
"mu.ttiple-enveloped". Nos núcleos, observou-se, além dos po-
liedros, nucleocapsideos e virions, dispersos ou associados a 
uma matriz, correspondente ao referido como estroma virogêni-
co, e também, ocasionalmente, massas densas, paracristalinas, 
e alongadas, de natureza desconhecida. Material similar a es-
te também foi observado no citoplasna. Em algumas células da 
ectoderme, notaram-se vírions associado á membrana basal ou a 
dobras da membrana plasrnática, representando possivelmente a 
fase de penetração do VPN nestas células (inserção da Fi-
Tura 4). O tempo letal médio (TL50) foi de 5,1 dias. 

Os resultados acima identificam este vírus da lagarta do 
cartucho como sendo de poliedrose nuclear. Pela 	eficiência 
que apresentou em bioensaios com lagartas, este parece serpro 
missor como inseticida viral, o exemplo do observado por KAS- 
TELIC & MOSCARDI (1987) com isolados de VPN de .J. 	 srJa 
obtidas do Paraná. Trabalhos estão em andamento para verifi- 
car sua eficiência em condições de campo, estudar 	aspectos 
moleculares deste vírus, para compará-lo com VPNs anteriormen 
Le descritos em .fi 'r 	e estabelecer eventuais identi- 
dades. Será averiguada uma possível ação sinergistica 	deste 
VPN com o vírus da granulose, como descrito em 	T'sda7eia 
':' 	(Haworth) (TANADA, 1959). 
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FIGS. 1-4 - Micrografia eletr6nicas da tecidos da iaaria do 	cartucho 
(Spodopt.'ro r 	rr' infectada e'cperimentalmente por um isolado do ví- 
rus da po]iodruse nuclear (VPN). CNi7i. Sete Lagoas, MC, 1988. 	1. Vista 
geral de parte da ectoderma, mostrando células com seus núcleos (N) contnk.) 
verbas 	e/ou pol iedros (P) . No ndcleo situado na regido central , ocorre 
tunaproeiniiieate massa densa alongada (M). Em varios outros ricleos ocorrem 
os chamados estromas virognicos (E); 2. Detalhe de um niicleo (N) toma- 
do polos poliedros (P). Massas densas (M) podem ser vistas no ndcleo 	ou 
no citoplasma adjacente. 	3. Poliedro contendo virioris (V). Notar 
que vários nucleocapsídeos aparecem envoltos por uma membrana comum, ca- 
racterizando este VPN como sendo do tipo multiple enveloped; 4. 	Tra- 
quec.ito infectado pelo VPN. Vi-se em seu niicleo (N) poliedros (P), 	vi- 
nona (v) e a massa densa alongada (M). T-traquíia. Na inserção, 	deta- 
lhes da parte basal de unia cilula da ectoderina, mostrando virions (v) as-
sociadas a dobras da membrana plasmtica junto a membrana hasal (mb) 
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FEG. S. Lagarta da cartucho morta pelo vfrus da poliedrose nuclear (VPN). 
CNPMS. Sete Lagoas, MC. 1988. 

FJC. 6. Vírus da poliedrose nuclear (VPN) fotografado em microsc6pio 	de 
luz (80x). CNPMS. Sete Lagoas, MG, 1988. 
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