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Resumo

Baculovirus sdo importantes agentes de controle de insetos, em
especial de lepidépteros. Em fevereiro de 2014, foram observadas
lagartas com sintomas de virose em populacdes de Chrysodeixis (=
Pseudoplusia) includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae),
infestando lavoura comercial de soja na regido de Buritis, MG, Brasil.
As lagartas doentes apresentavam corpo flacido, com mudanca de
coloracao e fragilidade da cuticula. Foram feitas coletas de lagartas
vivas no inicio da fase reprodutiva da planta, e os insetos foram
mantidos em laboratério por seis dias para a determinacado do nimero
de insetos doentes em cada coleta. As lagartas doentes foram
maceradas, sendo o extrato resultante adicionado a folhas de soja

e oferecido a larvas de terceiro instar de C. includens criadas em
laboratério. Os insetos que se alimentaram do macerado apresentaram
0os mesmos sintomas, confirmando a natureza da infeccao pelo agente
microbiano. A visualizacdo dos tecidos larvais em microscépio éptico
demonstrou a presenca de particulas refringentes tipicas de baculovirus



do tipo Nucleopolyhedrovirus (NPV). Um total de quatro coletas
sucessivas de insetos na regido revelou um aumento na porcentagem
de insetos mortos por infeccdo natural de 10,6% para 31,2%. A fim
de confirmar a identidade do patégeno, foi feita analise das amostras
por microscopia eletrénica de transmissao. Para tanto, particulas virais
foram purificadas por ultracentrifugacao em gradiente de sacarose,
tratadas para microscopia eletrénica e contrastadas com acetato

de uranila 2%. As particulas apresentaram tamanho de cerca de 1

um, sendo o virus identificado como Pseudoplusia includens Single
Nucleopolyhedrovirus (PsinSNPV). O material foi depositado na Colecao
de Virus de Invertebrados da Embrapa sob o cédigo CVI 113.

Palavras-chave: Controle Biolégico, baculovirus, NPV, lagarta falsa-
medideira, Chrysodeixis includens.
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Baculovirus Occurrence
in Larvae of Chrysodeixis
includens in Soybean
Cultivation in the Cerrado
Region

Abstract

Baculovirus are important biological control agents of insects,
especially Lepidoptera. In February 2014, larvae with symptoms

of virus infection were observed in populations of Chrysodeixis (=
Pseudoplusia) includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae),
infesting soybean commercial field at Buritis, MG, Brazil. Dead larvae
showed soft body, color change and fragile cuticle. Living insects were
collected at the beginning of reproductive stage of soybean plants.
The insects were reared under laboratory conditions for six days

and the number of infected insects in each collect was determined.
Infected larvae were macerated and the resulting extract applied

on soybean leaves and offered to third instar C. includens larvae.

The insects that fed on treated leaves showed the same symptoms

of the disease, confirming the nature of infection by the microbial
agent. Observations of larvae tissue in optical microscope showed
the presence of typical virus particles of Nucleopolyhedrovirus (NPV).
A total of four successive insect collections in the area revealed the
increase of dead insects by natural infection ranging from 10.6% to
31.2%. Transmission electron microscopy was then carried out in
order to confirm the pathogen identity. Viral particles were purified by
ultracentrifugation in sucrose gradient, treated for electron microscopy
and contrasted with 2% uranyl acetate. The particles presented about
1 um in size and the virus was identified as Pseudoplusia includens



Single Nucleopolyhedrovirus (PsinSNPV). A sample was deposited in
the Collection of Invertebrate Viruses of EMBRAPA under the code CVI
113.

Keywords: Biological Control, baculovirus, NPV, soybean looper,
Chrysodeixis includes.
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Introducao

A regiao do Cerrado é o espaco em que mais cresce a producao de
graos e é visto como o grande potencial agropecuério do Brasil. Nas
ultimas safras, ataques severos de lagartas nas principais culturas

da regiao tém sido relatados por produtores rurais. Em geral, o
crescimento populacional de lagartas e consequentes prejuizos aos
sistemas de producdo foram ocasionados por um processo cumulativo
de préticas de cultivo inadequadas, caracterizadas pelo plantio
sucessivo de espécies vegetais hospedeiras (milho, soja e algodao) em
areas contiguas, associado a um manejo inapropriado dos agrotéxicos.
Isso tornou o agroecossistema progressivamente suscetivel a doencas
e aos insetos-praga devido a farta disponibilidade de alimentos, aos
sitios de reproducao e ao abrigo durante quase todo o ano (EMBRAPA,
2013), especialmente em dareas irrigadas.

As espécies mais importantes de Lepidoptera que atacam a soja no
pais sdo Chrysodeixis includens (também conhecida como Pseudoplusia
includens), Anticarsia gemmatalis, o complexo de espécies do género
Spodoptera e, mais recentemente, Helicoverpa armigera (CZEPAK
et al., 2013; SPECHT et al., 2013). Na cultura da soja, C. includens
era considerada uma praga secundaria, controlada naturalmente por
parasitoides e fungos entomopatogénicos. Entretanto, ha alguns anos
tém sido relatados surtos nos estados de Mato Grosso do Sul, Goias,
Sao Paulo e Parand (ALEXANDRE, 2010). Possivelmente as aplicacoes
de fungicidas para o controle da ferrugem asiatica, na soja, estejam
contribuindo paraadiminuicdo daincidénciade fungos entomopatogénicos
que mantinham a populacdo do inseto em equilibrio (MOSCARDI et al.,
2011; SOSA-GOMEZ, 2006; SOSA-GOMEZ et al., 2003).

Atualmente, para o controle de C. includens sao utilizados basicamente
produtos quimicos, os quais nao tém sido eficientes em determinadas
regioes brasileiras devido ao habito da lagarta de permanecer na regiao
inferior das folhas e sua populacao ser maior quando a soja estad bem
desenvolvida, o que dificulta que seja atingida (ALEXANDRE., 2010;
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OLIVEIRA et al., 2010). Este fato faz com que sejam aumentadas as
doses dos inseticidas, diminuindo a acdo de seus inimigos naturais,
além da evolucao da resisténcia aos produtos em populacées da praga
(MOLINA, 2007).

A crescente conscientizacao da sociedade sobre a necessidade de um
desenvolvimento econémico sustentavel, comprometido com a salde
da populacao e de preservacdao do meio ambiente, tem impulsionado o
crescimento de praticas alternativas aos métodos quimicos de controle
pragas. No Brasil, um bioinseticida denominado baculovirus anticarsia, cujo
principio ativo é o Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV), foi empregado desde o inicio da década de 1980 para o
controle da lagarta-da-soja (MOSCARDI, 1999), alcancando dois milhdes
de hectares de soja na safra 2003/2004 (MOSCARDI et al, 2011). No
entanto, a area tratada com este agente de controle microbioldgico
foi reduzida drasticamente em decorréncia de desequilibrio ecolégico,
0 que levou a ressurgéncia de pragas como a lagarta falsa-medideira
(C. includens), cujas populacbes tornaram-se mais frequentes desde
2003/2004 (MOSCARDI et al, 2011; BRAGA et al. 2011).

Os baculovirus sao virus que infectam artrépodes, principalmente
insetos da ordem Lepidoptera. O nome baculovirus é derivado do
formato em bastdo de seu capsideo, que mede 40-50 nm de didmetro
e 200-400 nm de comprimento. Esses virus apresentam DNA dupla
fita, circular, com tamanho variando de 80 a 230 kbp. Uma nova
classificacao taxon6mica dividiu, recentemente, a familia Baculoviridae
nos géneros Alphabaculovirus, Betabaculovirus, Gammabaculovirus
e Deltabaculovirus (KING et al., 2012). Esta familia encontrava-se
anteriormente composta por dois géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV)

e Granulovirus (GV) (VAN REGENMORTEL et al., 2000).

Lagartas com sintomas de virose em populacdes de C. includens,
infestando lavoura comercial de soja, foram observadas na regiao de
Buritis, MG, em fevereiro de 2014. As lagartas doentes apresentavam
corpo flacido, com mudanca de coloracao e fragilidade da cuticula. O
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municipio de Buritis, por ser parte da regiao Noroeste de Minas Gerais,
tem sua vegetacao constituida por cerrado. O presente trabalho teve
o objetivo de confirmar a etiologia viral da doenca em Chrysodeixis
includens e identificar o agente microbiano responséavel pela patologia.

Material e Métodos

Coleta e avaliacdo da incidéncia da doenca em
populacoes de Chrysodeixis includens

No periodo de fevereiro a marco de 2014, foi realizado o levantamento
da populacdo de C. includens e da proporcéao de insetos doentes com
virus em areas de cultivo comercial de soja na regido de Buritis, MG
(S15°22,2° W46°50,7 *). Para tal, em cada uma das quatro coletas,
com “pano de batida”, os insetos foram quantificados, acondicionados
em recipientes plasticos e alimentados com folhas de soja por seis
dias. A cada dois dias, foi feita a contagem e retirada dos insetos

com sintoma de infeccdo por baculovirus dos recipientes, além da
reposicao de alimento. Parte das larvas apresentando sinais tipicos de
infeccao foi macerada e submetida a anélise por microscopia 6ptica
(Olympus CK2) para identificagdo do patégeno (poliedros). Outra

parte das lagartas doentes foi macerada em &agua estéril, sendo o
extrato resultante aplicado sobre folhas de soja e oferecido a larvas

de terceiro instar de C. includens criadas em laboratério. Os insetos
foram acondicionados em copos plasticos (26°C) e observados por até
10 dias. Os insetos mortos com sintoma da doenca foram novamente
macerados e as particulas virais identificadas em microscépio éptico.

Purificacao de poliedros

Lagartas infectadas foram trituradas em tampao de homogeneizacao
(acido ascorbico 1%; SDS 2%; Tris 0,01 M pH 7,8; EDTA 0,001

M pH 8,0). Apés filtragem em camadas de gaze com la de vidro e
centrifugacao a 10.000 rpm por 15 min a 4°C (rotor Sorval SS 34),
foram feitas lavagens do macerado por centrifugacdo em tampao TE

11
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(Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0). Em seguida, a amostra
foi aplicada em gradiente de sacarose de densidade 1,17 a 1,30 g/

ml e submetida a ultracentrifugacao a 24.000 rpm por 40 min a 4°C
(rotor Sorvall AH 627). A banda de poliedros formada no terco inferior
do tubo foi coletada e diluida de tampao TE (MARUNIAK, 1986). Apds
centrifugacédo a 12.000 rpm por 15min a 4°C (rotor Sorvall SS 34),

o pellet contendo os poliedros foi suspenso em dgua e armazenado a
-20°C.

Analise ultraestrutural

Para a andlise ultraestrutural, o material (poliedros purificados)

foi inicialmente fixado em tampao de cacodilato de sédio 0,1 M e
glutaraldeido 2,5%. Apds tratamento com tampao de pés-fixacao
contendo tetréxido 1%, a amostra foi submetida a uma série de
desidratacoes em etanol 30%, 70%, 90% e 100%, e condicionada
em resina spurr. Em seguida, o bloco foi cortado em secdes finas
com ultramicrétomo (navalha de diamante) e colocado sobre telinhas
de cobre. Finalmente, as telinhas com amostras foram coradas com
acetato de uranila 2% e visualizadas em microscépio eletrdonico de
transmissao Jeol 1011 (BOZZOLA; RUSSELL, 1992).

Resultados e Discussao

Lagartas com sintomas de infeccao por baculovirus apresentaram
descoloracdo da epiderme, flacidez da cuticula, culminando com lise
dos tecidos (Figura 1). Um total de quatro coletas sucessivas de
insetos na regiao revelou um aumento na porcentagem de insetos
mortos por infeccao natural de 10,6% para 31,2% (Figura 2).

As lagartas criadas em laboratdério e que se alimentaram do extrato
apresentaram os mesmos sintomas, confirmando a natureza viral da
infeccao (postulado de Koch). A visualizacédo dos tecidos larvais em
microscoépio 6tico demonstrou a presenca de particulas refringentes
caracteristicas de baculovirus do tipo Nucleopolyhedrovirus (NPV).
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Fotos: Francisco Guilherme Vergolino Schmidt

Figura 1. Figura 1. Sintomatologia da doenca: (A) Larva de Chrysodexis includens sadia
em soja; (B) Larva doente apresentando descoloracdo da epiderme; (C) Larva morta com

tegumento lisado; (D) tegumento seco da lagarta apds lise celular.
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Figura 2. Numero total de lagartas coletadas e infectadas com o virus em lavoura comercial
de soja nas diferentes datas (Buritis, MG).
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A andlise por microscopia eletrénica de transmissdo revelou que as
particulas virais (poliedros) medem cerca de 1 yM, com vérios virions
oclusos na matriz proteica e contendo apenas um Unico virion por
envelope (Figura 3). O virus foi identificado como Pseudoplusia includens
Single Nucleopolyhedrovirus (PsinSNPV), pertencente ao género
Alphabaculovirus da familia Baculoviridae. O material foi depositado na
Colecéao de Virus de Invertebrados da Embrapa sob o cédigo CVI 113.

o = e St B Mag | MV r
ﬂm;_mw_mm,n_«r_ : nmnmwmnm'

Figura 3. Ultraestrutura dos poliedros purificados. Os corpos de oclusdo apresentam
formato poliédrico (nucleopolyedrovirus) contendo apenas um Unico virion por envelope
(single). (A) aumento de 30.000x; (B) aumento de 50.000x.

A ocorréncia de Pseudoplusia includens Single Nucleopolyhedrovirus
(PsinSNPV) em lagartas falsa-medideira coletadas em plantios de

soja, no periodo de 2006 a 2008, nas regides de Londrina, Maringa,
Iguaracu e Sertandplis (Parand) e em Dourados (Mato Grosso do

Sul ), e a anélise comparativa dos isolados virais foi relatada por
Alexandre e colaboradores (2010). Em cultura de maracuja infestado
com C. includens no municipio de Linhares (Espirito Santo), também
foi observada a infeccado por baculovirus nos anos 2009 e 2010,
porém o indice de insetos doentes foi considerado baixo, sem reducao
significativa das altas infestacGes da lagarta (BENASSI et al., 2012).
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Conclusoes

Embora o baculovirus PsinSNPV ainda nao esteja disponivel
comercialmente, os dados observados para o isolado coletado em
Buritis, MG, mostram que ha potencial para sua utilizacdo como
biopesticida, requerendo futuros estudos de eficiéncia de controle para
larvas de C. includens, em laboratério e campo, e de producédo em larga
escala.
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