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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnolégica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscoOpicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicagbes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussoes, haja vista que
enfrentamos a questdo da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificagcdo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializagcdo do desenvolvimento tecnoldégico no estudo e aplicagdes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdao, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacdao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma étima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 7
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RESUMO: O controle bioldégico € um método
racional e saudavel de combate as pragas
agricolas, no qual, utiliza-se inimigos naturais,
insetos (predadores e/ou parasitéides) e micro-
organismos (bactérias, fungos e virus), que
sejam benéficos a producdo agricola. Em
busca de formas alternativas de minimizar o
uso de inseticidas quimicos no meio agricola, o
Baculovirus é considerado o agente de controle
biol6bgico que ndo mata os inimigos naturais
das pragas no cultivo, ndao deixa residuos
nos alimentos a serem comercializados e sao
inofensivos ao meio ambiente e a saude da
populagcéo. O objetivo deste trabalho foi abordar
0s principais aspectos do controle biolégico
pelo Baculovirus em lagartas presentes nas
producdes agricolas. Concluimos que o
Baculovirus € eficiente e especifico contra
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o ataque de lagartas no meio agricola e, principalmente, ndo deixando residuos no
produto final e ndo contaminando o meio ambiente.
PALAVRAS-CHAVE: controle biolégico, Baculovirus, lagarta, producao agricola.

BIOLOGICAL CONTROL OF INSECT PESTS FOR BACULOVIRUS

ABSTRACT: Biological control is a rational and healthy method of combating
agricultural pests in which natural enemies, insects (predators and/or parasitoids) and
microorganisms (bacteria, fungi and virus) are beneficial to Agricultural production. In
search of alternative ways to minimize the use of chemical insecticides in the agricultural
environment, Baculovirus is considered the biological control agent that does not Kkill
the natural enemies of pests in the crop, leaves no residues in food to be marketed and
is harmless to the environment. and the health of the population. The objective of this
work was to address the main aspects of Baculovirus biological control in caterpillars
present in agricultural production. We conclude that Baculovirus is efficient and specific
against the attack of caterpillars in the agricultural environment and, mainly, leaving no
residues in the final product and not contaminating the environment.

KEYWORDS: biological control, Baculovirus, caterpillars, agricultural production.

11 INTRODUCAO

O controle biolégico vem ganhando destaque em programas de manejo integrado
de pragas (MIP), principalmente em um momento que se discute muito a producao
integrada rumo a uma agricultura sustentavel (PARRA et al., 2002).

O controle biolégico € um método de controle racional e saudavel de combate as
pragas agricolas, no qual, utiliza-se inimigos naturais que podem ser outras ordens de
insetos benéficos (predadores e/ou parasitdides) e/ou micro-organismos como fungos,
virus e bactérias, que nao deixam residuos nos alimentos e sao inofensivos ao meio
ambiente e a saude da populacédo (EMBRAPA, 2019).

O controle bioldgico é importante como medida de controle para manutencéo
de pragas abaixo do nivel de dano econémico, junto a outros métodos, como o de
resisténcia de plantas a insetos, que podem até ser integrados com métodos quimicos
(produtos seletivos) ou mesmo com plantas transgénicas (PARRA et al., 2002). No ano
de 2010, o mercado de produtos de controle biol6gico no Brasil, foi de aproximadamente
U$ 70 milhées. Embora elevada em termos absolutos, a participagdo percentual ainda
€ inferior ao mercado de agrotdxicos sintéticos (EMBRAPA, 2019).

As principais vantagens do uso de microrganismos entomopatogénicos para o
controle de pragas sao a especificidade e a seletividade desses agentes de controle,
bem como a facilidade de multiplicacéo, disperséao e produgcdo em meios artificiais e a
auséncia de poluicdo ambiental e toxicidade ao homem e outros organismos néo-alvo,
entre outras. Dessa forma, percebe-se que o controle microbiano de insetos, como
braco do controle bioldgico, é base de sustentagao do equilibrio natural das espécies
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de insetos potencialmente consideradas como pragas (BUENO et al., 2015).

2| AGENTES ENTOMOPATOGENICOS NO CONTROLE BIOLOGICO.

A utilizacéo de entomopatdgenos para o controle de pragas é mais uma alternativa
eficiente e segura ao uso de agrotoxicos. Apesar de ser uma area do conhecimento
relativamente antiga, o controle microbiano tomou grande impulso principalmente
apos a proibicao do uso dos inseticidas organoclorados, e também, em decorréncia
do Manejo Integrado de Pragas (MIP) como prética racional no controle de insetos
prejudiciais em sistemas agricolas e florestais (MOINO JUNIOR, 2009).

Os principais microrganismos relacionados ao controle microbiano de insetos
séo fungos, bactérias, virus e nematoides entomopatogénicos (Tabela 1).

Micro-organismo Caracteristica
Fungo +  S&o Unicelulares ou pluricelulares.

+  S&o compostos por um conjunto de células deno-
minado micélio.

« O micélio (estruturas vegetativas) sao denomina-
das hifas.

+  Penetracéo via tegumento.
Bactéria +  S&o unicelulares e procariontes.

«  Geralmente, em forma de bastonetes.

+  Penetram no inseto por via oral.

Nematoide +  S&o vermes que ndo possuem estiletes ao redor
da boca.

+ Carregam em seu interior um pequeno inéculo
de bactérias especificas.

+ Asbactérias sao liberadas no interior do corpo do
inseto apOs a penetragéo.

+  Penetram via aberturas naturais (boca, anus).

Virus + Sao macromoléculas (nucleoproteinas).

+  Possuem somente um tipo de acido nucleico
(DNA ou RNA).

+  S&o parasitos celulares obrigatorios.

+  Penetram nos insetos por via oral.

Tabela 1 - Micro-organismos utilizados no controle biolégico de pragas. Adaptado de BUENO et
al. (2015)

31 VIRUS ENTOMOPATOGENICO

Os virus sdo macromoléculas, frequentemente nucleoproteinas, dotadas ou nao
de membrana envoltéria, capaz de replicar quando introduzidas em célula permissiveis,
isto €, nas quais o virus tem condicao de se multiplicar (RIBEIRO et al., 1998).
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Os virus apresentam algumas caracteristicas marcantes, como apenas um
tipo de &cido nucleico, tem composicdo quimica simples, ndo contém informacdes
gue geram energia, tem dimensdes sub-microscopicas, replicam-se por processo de
montagem e ndo de crescimento ou divisdo, e sdo parasitas celulares obrigatorios
(RIBEIRO et al., 1998).

Os virus sé@o considerados patdégenos de acéo lenta, sendo essa uma grande
desvantagem comercial. A especificidade hospedeira que apresentam, apesar de ser
um 6timo indicativo no aspecto de seguranca, é o principal fator limitante na producéo,
pois o fato de serem patdégenos obrigatérios exige que sua producao seja feita sobre
o hospedeiro original, o que prejudica o desenvolvimento de processos de producao
mais eficientes (producao in vitro) (BUENO et al., 2015).

Segundo o relatério publicado em 1995 pela ICTV — International Committee of
Virus Taxonomy, a Tabela 2 sao os virus que infetam insetos (RIBEIRO et al., 1998).

Acido nucleico Familia
dsDNA Poxiviridae
Iridoviridae

Baculoviridae
Polydnaviridae

ssDNA Parvoviridae

dsRNA Reoviridae
Birnaviridae

ssRNA sentido negativo Rhabdoviridae
Bunyaviridae

ssRNA Picornaviridae
Caliciviridae
Nodaviridae
Tetraviridae
Flaviviridae
Togaviridae

Tabela 2 - Classificagdo dos virus que se replicam em insetos. Fonte: adaptado RIBEIRO et al.
(1998)

*ds: fita dupla; ss: fita simples

A principal familia de virus de interesse entomologico é Baculoviridae, cujos
principais representantes pertencem ao género Baculovirus. Por serem eficientes,
especificos e seguros para o homem e outros animais, estes virus preenchem todos
0s requisitos basicos como alternativa aos inseticidas quimicos, tdxicos e poluentes,
utilizados na protecéo de culturas (BERTI FILHO; MACEDO, 2011).

41 BACULOVIRUS

Pertencentes a familia Baculoviridae, os Baculovirus formado por material
genético do tipo DNA circular de fita dupla, sedo caracterizados pelos nucleocapsideos
de virus infeccioso que se encontram dentro de uma matriz protéica (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura do Baculivirus. Fonte: adaptado de PIDRE et al. (2013).

A familia dos Baculovirus era dividida em dois géneros baseada no tamanho das
particulas virais e natureza da proteina do corpo de ocluséo (PAIVA et al., 2015):

a) Os nucleopoliedrovirus apresentam forma poliédrica e podem ser do tipo
multiplo (MNPV) ou simples (SNPV), de acordo com o numero de capsideos

por virion;

b) Os granulovirus (GV) contém, em geral, particulas Unicas, oclusas em
corpos protéicos de forma ovoide (Figura 2).

A Baculoviridae

Huclsopolyhedrovirus (MPV)

Granulovirus (GV)

Figura 2 - Classificagcao da familia Baculoviridae em dois géneros, Nucleopoliedrovirus (NPV) e
Granulovirus (GV). Fonte: HERRMANN (2013).

Apés andlise do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International
Committee of Virus Taxonomy - ICTV) houve uma nova classificacdo através de
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evidéncias filogenéticas, e atualmente existem quatro géneros dentro da familia
Baculoviridae (PAIVA et al., 2015):

« Alphabaculovirus: inclui todos os NPVs de lepidépteros formadores dos fe-
nétipos virais BV (do inglés budded virus) e ODV (do inglés occlusion-deri-
ved virus);

« Betabaculovirus: compreende os GVs de lepidopteros que também formam
particulas virais durante a infecgéo;

« Gammabaculovirus: especifico de himenopteros engloba os NPVs que nao
possuem genes correspondentes as proteinas especificas da particula BV;

« Deltabaculovirus: inclui os baculovirus de dipteros que ndo apresentam em
seu genoma um gene homologo ao que codifica a expressao da poliedrina,
caracteristico dos demais NPVs.

51 IMPORTANCIA DO BACULOVIRUS

Dentre os métodos de controle biolégico, destaca-se 0 uso de produtos a base
de virus, principalmente os Baculovirus que tém essa finalidade desde a década de
60, compreendendo o maior grupo de virus de insetos (ANDRADE; NEGREIRO;
FALLEIROS, 2004).

Avantagem em utilizar os Baculovirus é por serem especificos em relacéo ao seu
hospedeiro e inofensivos ao ser humano. O caso de maior sucesso mundial no uso de
Baculovirus, no controle biolégico, &€ contra a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis)
(Tabela 4), onde os principais danos sédo causados pela fase larval, pois comem tanto
o limbo como as nervuras das folhas, podendo ocasionar 100% de desfolhamento
até atingirem o seu desenvolvimento maximo, para tornarem-se pupa (ANDRADE;
NEGREIRO; FALLEIROS, 2004).

Virus Praga Cultura
Nucleopoliedrovirus Anticarsia gemmatalis Hubner Soja
Lagarta da soja
Nucleopoliedrovirus Spodoptera frugiperda (STNPV) Milho
Lagarta-do-cartucho
Virus de granulose Erinnyis ello Linnaeus Mandioca
Mandarova- da-mandioca

Tabela 4 - Principais Baculovirus utilizados no controle bioldgico. Adaptado de CASTROS et al.
(1999).

6 | CICLO DE INFECCAO

Afamilia Baculoviridae é a mais numerosa e estudada de todos os grupos de virus
entomopatogénicos. Atransmissao é baseada em duas formas, a forma oclusa do virus
(ODV) e a nao oclusa (BV), figura 3, sendo a primeira responsavel pela transmisséo
de inseto para inseto, enquanto a segunda pela infeccdo sistémica, ou seja, pela
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transmissédo de uma célula a outra célula em um mesmo individuo (CABALLERO et

al., 2009).
B Budded Virus Occlusion Derived Virus
(BV) (ODV)
BV-envelope Nucleocapsid oDV-envelope

ODV-ec27
P ——— ]
= — ODV-a56
gpB4 —p- . pif-1
{group | NPYs) pif-2
p6.9 t pT4
basic pml.ams L
F protain oDv-a18
vp3E
(cnpsil) > ODV-e66
ODV-a25
VIFION e vpa1 *
anvelope vp 1054 u gpa
pht, wif "-—-: (tegument)

Ip25K, BW/ODV-c42

Figura 3 - Estrutura do Baculovirus. BV, particulas virais ndo oclusas; ODV, particulas virais
oclusas. Fonte: HERRMANN (2013).

A infecc&o no inseto ocorre por dois tipos de progénies, a infec¢ao primaria e a

secundaria (ou sistémica), conforme a Figura 4 (PAIVA et al., 2015).

Infecs 30 Prmana

.ﬁr‘l' [ a

o

“infece bo Sacunddria .@'

"N

Figura 4 - Ciclo de infec¢do do Baculovirus no inseto. Fonte: PAIVA et al. (2015) adaptado de
CABALLERO et al. (2009)

I. O ciclo de infec¢éo do Baculovirus € iniciado com a ingestao, pela fase larval
de um inseto susceptivel, de corpos de oclusdo (OB) do virus presentes na
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superficie das folhas;

Il. Os OBs ingeridos se solubilizam no meséntero do inseto susceptivel,
liberando os virions derivados da forma oclusa do virus (ODV);

lll. Posteriormente, atravessam a membrana peritréfica (MP) através dos
poros naturais;

IV. Em seguida, a membrana do virion se funde com a membrana das células
epiteliais;
V. Os nucleocapsideos (NC) desprovidos de membrana atravessam o

citoplasma dirigindo-se ao nucleo onde ocorre a primeira replicacdo do DNA
viral;

VI. Outros, porém atravessam o citoplasma e chegam a membrana basal, sem
passar pelo nucleo;

VIl. Em seguida, os nucleocapsideos atravessam a membrana celular
formando os virions brotados (BVs) e passam para a cavidade hemocélica
através das traquedlas;

VIIl. Na hemocele, os BVs iniciam o processo infeccioso secundario, infectando
as células dos érgéos e tecidos por endocitose;

IX. Os nucleocapsideos formam novamente BVs favorecendo a dispersao da
infeccao;
X. Em uma fase mais avancada do processo infeccioso virions e OBs formados

acumulam-se na célula e finalmente ocorre a sua liberagdo no meio devido a
ruptura das respectivas células.

7 | SINTOMAS DA INFECCAO

Os sintomas caracteristicos do processo infeccioso por NPV (Virus da Poliedrose
Nuclear) em lagartas susceptiveis incluem: perda de apetite, geotropismo negativo,
clareamento da epiderme devido ao acumulo de virus nos nucleos das células epiteliais
e no tecido adiposo (RIBEIRO et al., 1998).

Esses sintomas caracteristicos aparecem depois do terceiro ou quarto dia, sendo
que os primeiros sinais observados sdo manchas no tegumento da lagarta, o qual
adquire uma tonalidade amarelada e aparéncia oleosa. Em seguida, a lagarta reduz
sua mobilidade, parar de se alimentar e sobe até a parte mais alta da planta, ficando
pendurada pelas pernas abdominais (Figura 5A) e, depois, devido a desintegracéo
dos tecidos internos, o tegumento adquire uma coloragao escura e ou aspecto opaco
(branco-leitoso) em relacéo a lagarta sadia. Ap6s alguns dias, dependendo da espécie
hospedeira e do virus, ocorre o rompimento do corpo do inseto (Figura 5B) liberando
grande quantidade de virus no ambiente (MOSCARDI, 1999; PAIVA et al., 2015).
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Figura 5: Sintomas caracteristicos do processo infeccioso no inseto A) clareamento do
tegumento e geotropismo negativo; B) rompimento do tegumento. Fonte: GRAMKOW (2013).

8 1| PRODUCAO DE BACULOVIRUS

No sistema de producéo de baculovirus, a forma mais empregada e utilizada € a
producéo in vitro. Para a multiplicacao viral, as lagartas hospedeiras sao criadas em
laboratério e alimentadas com dieta artificial, sendo posteriormente, maceradas com
agua e pulverizadas nas plantagbes. No Brasil, o Baculovirus anticarsia € bastante
usado no controle da lagarta-da-soja, no qual, utiliza-se lagartas infectadas pelo virus.
Para o preparado do Baculovirus recomendando-se de 50 a 70 lagartas infectadas
grandes, que sao maceradas com cerca de 5 mL de agua por hectare. A suspensao,
com os poliedros do virus, passa por uma peneira, sendo em seguida colocada em
um pulverizador com 100 a 200 litros de agua (Figura 6), visando dar uma cobertura
uniforme a area tratada (BERTI FILHO; MACEDO, 2011).

A aplicacéo do Baculovirus deve ser realizada no inicio do ataque do inseto, nas
fases iniciais de desenvolvimento (EMBRAPA, 2010). E para tal aplicagéo, recomenda-
se:

+ Aplicar quando encontradas de 5 a 7 lagartas pequenas por planta;

+ Descongelar a calda de Baculovirus somente no momento da aplicagao;
+ Verificar o estado de conservacéo do pulverizador e dos bicos;

+ Dissolver a dose do virus em agua;

+ Verificar o pH da calda (acido);

+ Aplicar pela manha ou fim da tarde.
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Figura 6: Preparo do Baculovirus. A) Maceracao das lagartas coletadas em campo em agua;
B) Filtragdo do preparo em pano fino ou gazes; C) Armazenamento da calda de Baculovirus.
Fonte: EMBRAPA (2010).

Diversos fatores que afetam a multiplicacdo do virus no interior do hospedeiro
sao importantes e devem ser estudados para se evitar perdas, tais como temperatura
e a idade ideal de inoculacédo do virus, possibilidade de utilizacdo de hospedeiros
alternativos ou da possibilidade de utilizacdo de um isolado que n&o provoca o
rompimento imediato da lagarta apds sua morte reduzindo perdas de poliedros virais
durante a coleta das lagartas que precede a formulagéo do bioinseticida (PAIVA et al.,
2015).

Um exemplo disso é no caso do Baculovirus spodoptera em que a descoberta
de um isolado altamente virulento e que nédo provoca o rompimento imediato do
tegumento larval aumentou a eficiéncia do processo de produgao reduzindo as perdas
no processo de fabricacao e facilitando o manuseio das larvas mortas pelo virus (PAIVA
et al., 2015).

91 PRODUTOS COMERCIAIS

No Brasil, existem alguns produtos a base de virus desenvolvidos por industrias
e centros de pesquisa (Tabela 3).
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Inseto-alvo Produto Empresa
Anticarsia gemmatalis Protege Geratec (Defensa)
A. gemmatalis Baculoviron Tecnivita
A. gemmatalis Baculovirus Nitral
A. gemmatalis Baculo-soja Nova Era
Erinnyis ello Baculovirus erinnyis IAPAR
A. gemmatalis Baculovirus anticarsia Embrapa-AEE
A. gemmatalis Baculovirus anticarsia EPAGRI
A. gemmatalis Baculovirus anticarsia IAPAR
A. gemmatalis Baculovirus anticarsia COODETEC
A. gemmatalis Baculovirus anticarsia Embrapa/CNPSo

Tabela 3 - Produtos a base de virus desenvolvidos pelas industrias e centros de pesquisas .
GALLO et al. (2002) apud BERTI FILHO; MACEDO (2011).

Um exemplo de produtos € o BACULO ® SOJA é um inseticida bioldgico
registrado pela empresa Novozymes a base de Baculovirus anticarsia, especifico para
o controle da lagarta da soja Anticarsia gemmatalis. Sua aplicacéo deve ser feita para
as lagartas ainda pequenas (menores que 1,5 cm) na maioria. A dosagem é de 20 g/
ha realizando uma pré-mistura com um pouco de agua e agitando vigorosamente. Em
seguida adicionar esta suspenséo diretamente no pulverizador em agita¢gdo. Devendo
ser reaplicado em caso de reinfestacdo, mas observando as limitagcées de uso e outras
restricdes (AGROLINK, 2019).

101 CONSIDERAGCOES FINAIS

A producéo agricola no mundo sofre perdas significativas devido ao ataque de
insetos reduzindo a producgao de varias culturas. Buscando algum tipo de controle da
populacéo do inseto-praga, o agricultor utiliza inseticidas quimicos em doses elevadas.
Essa pratica, além de causar resisténcia as pragas ao inseticida, causam danos ao
meio ambiente e a saude humana, exigindo alto investimento financeiro.

Dentre os métodos de controle bioldgico, destacasse o uso de produtos a base
de virus, principalmente os Baculovirus que € um virus com DNA dupla fita, especificos
aos seus hospedeiros, constituem agentes ideais para o controle de pragas, sem riscos
aos vertebrados e a outros organismos, e também, ndo poluindo 0 meio ambiente.
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