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Resumo

A lagarta Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) tem causado
grandes prejuizos econdmicos a varias culturas, como soja, algodao,
feijao e tomate. Com o intuito de identificar isolados virais de alta
patogenicidade para uso no controle dessa praga, este trabalho teve
como objetivo identificar e avaliar a atividade biolégica in vivo e in vitro
de quatro isolados virais de lagartas de C. includens infectadas por
virus, coletadas de plantacdes de soja e algoddao de Mato Grosso, MT,
Brasil. A morfologia ultraestrutural de particulas virais purificadas foi
analisada por microscopia eletronica de transmissao (MET). As anélises
mostraram corpos de oclusao poliédricos (OBs), caracterizados pela
presenca de sua principal proteina estrutural, poliedrina (~33kDa),



confirmada em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Todos
0s quatro isolados virais exibiram corpos de oclusdo com virions
contendo um Unico nucleocapsideo por envelope (single:SNPV). Essas
observacdes confirmam que as particulas sdo nucleopolyhedrovirus
(NPV) pertencente ao género Alphabaculovirus e familia Baculoviridae.
As amostras virais foram, portanto, nomeadas como Chrysodeixis
includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV), e os isolados designados
como ChinNPV-MT.A, ChinNPV-MT.B, ChinNPV-MT.C, ChinNPV-
MT.D. Bioensaios realizados em triplicata com esses isolados virais
determinaram que ChinNPV-MT.B é o mais virulento entre os quatro
isolados testados para larvas de C. includens, com uma concentracao
letal média (CLSO) de 5.305 OBs/mL. Na concentracao de 1,6 x

10° OBs/ml de dieta, ChinNPV-MT.B foi capaz de causar 100% de
mortalidade de larvas com um tempo médio de morte (TM) de 6,1 dias.
Andlises de infectividade in vitro demonstraram que o isolado ChinNPV-
MT.B também foi capaz de infectar e produzir poliedros (OBs) em
células TnbB1-4 e SF-21AE, sendo que a primeira linhagem foi a mais
produtiva.

Termos para indexacdo: Chrysodeixis includens NPV, identificacdo
taxondmica, infectividade viral, linhagens celulares de insetos,
potencial biolégico.
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Morphological Identification
and Evaluation of the
Infectivity of Viral Isolates
to the Soybean Looper
(Chrysodeixis includens)
and Insect Cell Cultures

Abstract

The caterpillar Chrysodeixis includens has caused great economic
damage to various crops, such as soybeans, cotton, beans and
tomatoes. In order to identify viral isolates of high pathogenicity for
use for control of this pest, this work aimed to identify and evaluate
the in vivo and in vitro biological activity of four viral isolates from

C. includens larvae infected by viruses, collected from soybean and
cotton plantations in Mato Grosso-MT, Brazil. The ultrastructural
morphology of purified viral particles was analyzed by transmission
electron microscopy (TEM). The analysis showed polyhedral occlusion
bodies (OBs), characterized by the presence of its main structural
protein, polyhedrin (~33kDa), confirmed on denaturing polyacrylamide
gel (SDS-PAGE). All four viral isolates exhibited occlusion bodies with
virions containing a single nucleocapsid per envelope (single: SNPV).
These observations confirm that the particles are nucleopolyhedrovirus
(NPV) belonging to the genus Alphabaculovirus and family
Baculoviridae. The viral samples were therefore named Chrysodeixis



includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) and the isolates were
designated as ChinNPV-MT.A, ChinNPV-MT.B, ChinNPV-MT.C, and
ChinNPV-MT.D. Bioassays performed in triplicate with these viral
isolates determined that ChinNPV-MT.B is the most virulent among
the four tested isolates to C. includens larvae, with a mean lethal
concentration (LC50) of 5,305 OBs/mL. At the concentration of 1.6 x
105 OBs/ml diet, ChinNPV-MT.B was able to cause 100% mortality of
larvae with a mean time to death (TD) of 6.1 days. In vitro infectivity
analyses demonstrated that the ChinNPV-MT.B isolate was also able
to infect and produce polyhedra (OBs) in Tn5B1-4 and SF-21AE cells,
where the former line was the most productive.

Index terms: Chrysodeixis includens NPV, taxonomic identification,
viral infectivity, insect cell lines, biological potential.
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Introducao

A lagarta Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens (Walker, 1858)
(Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae) é uma espécie de inseto
considerada praga agricola de ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
desde o Norte dos Estados Unidos até o Sul da América do Sul e

a Austrélia (CABI, 2014). E conhecida popularmente como lagarta
falsa-medideira devido ao seu deslocamento dobrando o corpo em
movimentos do tipo “mede-palmo”. Dentre suas caracteristicas,
possuem trés pares de falsas pernas na regidao abdominal; coloracao
verde-clara, com listras longitudinais esbranquicadas e pontuacodes
pretas; fase larval com duracao entre 13 a 20 dias, podendo chegar até
o 6° instar, atingindo de 40 a 45 mm de comprimento; e capacidade
de uma Unica fémea depositar de 500 a 1300 ovos (MOSCARDI et al.,
2012). Essa espécie foi por muito tempo chamada de Pseudoplusia
includens, sendo essa nomenclatura revisada e o género Pseudoplusia
reclassificado para Chrysodeixis (GOATER et al., 2003; MOSCARDI et
al., 2012).

Esse inseto é polifago e pode se alimentar de até 174 espécies de
plantas de 39 familias diferentes (SPECHT et al., 2015), envolvendo
varias culturas de importancia econémica, em que se destacam, no
Brasil, soja, algodao, feijao e tomate. Nos ultimos anos, esse inseto-
praga tem se tornado um sério problema na cultura de soja no Brasil,
com ocorréncia em diversas regides, do Rio Grande do Sul até Roraima,
exigindo controle na maioria das safras de crescimento da soja
(MARSARO JUNIOR et al., 2010; MOSCARDI et al., 2012; SPECHT et
al., 2015).

A lagarta falsa-medideira tem grande capacidade de desfolha e pode
consumir até 200 cm? de area foliar da soja, porém nao consome

as nervuras, o que confere a folha atacada um aspecto rendilhado
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; BUENO et al., 2007). Até o final
da década de 1990, essa lagarta foi considerada praga secundéria na
soja, pois era mantida sob controle pela presenca de inimigos naturais
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(predadores, parasitoides e patégenos). Entretanto, apds as safras de
2000/2001 e 2001/2002, com o surgimento da ferrugem asiatica,

o intenso uso de fungicidas para seu controle contribuiu para um
desequilibrio no sistema de producao da soja, resultando em surtos
frequentes de C. includens em altos niveis populacionais (MOSCARDI
et al., 2012). Desde entdo, essa praga se tornou primaria e tem
causado danos econdmicos em praticamente todas as ultimas safras
de lavouras de soja, requerendo cuidados durante todo o periodo de
desenvolvimento das plantas (TOMQUELSKI et al., 2015; MARTINS;
TOMAQUELSKI, 2015).

Diferentes métodos de controle desse inseto no Brasil tém sido
propostos, porém observa-se um periodo de transicao entre a utilizacao
de inseticidas quimicos, o uso de soja geneticamente modificada e

o controle biolégico em programas de manejo integrado de pragas
(BESPALHOK FILHO et al., 2012; BERNARDI, 2012; PALMA et al.,
2015). Nesse contexto, é interessante que sejam desenvolvidas
estratégias mais eficazes para o controle dessa praga e menos nocivas
para o meio ambiente e os seres humanos. Assim, inseticidas a base
de baculovirus sdo uma alternativa para controlar C. includens, além
de serem fortes aliados para superar os problemas relacionados com

a reducao dos inimigos naturais e a possivel resisténcia a inseticidas
quimicos (BUENO et al., 2007).

Baculovirus sdo um grupo de virus de ocorréncia natural capazes de
infectar mais de 700 espécies de insetos (HERNIOU et al., 2003).
Esses virus recebem esse nome devido as particulas infectivas estarem
envelopadas em forma de bastdo (FRIESEN, 2007) e taxonomicamente
pertencem a familia Baculoviridae, que esta dividida em quatro
géneros: Alphabaculovirus e Betabaculovirus, respectivamente
nucleopolyhedrovirus (NPV) e granulovirus (GV), que infectam insetos
da ordem Lepidoptera; e Gammabaculovirus e Deltabaculovirus,

virus que infectam himendpteros e dipteros, respectivamente
(HERNIOU et al., 2012). Os NPVs podem apresentar apenas um
nucleocapsideo por envelope (SNPV: single nucleopolyhedrovirus) ou
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varios (MNPV: multiple nucleopolyhedrovirus) por corpo de oclusao.
Os membros dessa familia tém um genoma de DNA de dupla-fita,
circular, variando de 80-180 Kb e possuem 38 core genes, que sao
altamente conservados em todos baculovirus até entdo sequenciados
(GARAVAGLIA et al., 2012; JAVED et al., 2017).

O ciclo infectivo desses virus produz dois fenétipos: virions derivados
de oclusao (ODV, do inglés “occlusion-derived virus”), responséaveis
pela infeccao oral e que estdao ocluidos em um corpo cristalino proteico,
chamado de corpo de oclusao (OB, do inglés “occlusion body”); e
virions brotados (BV, do inglés “budded virus”), também chamados de
virus extracelulares, que sao responséaveis pela propagacao da infeccao
célula a célula pelo corpo do hospedeiro (infeccao sistémica) e pela
infeccao em cultivos celulares de inseto. Em infeccao in vitro, similar
em sistemas de infeccdo in vivo, as duas formas virais sdo produzidas
(ODV e BV). Os ODVs sao encontrados no nucleo das células, e os
virus extracelulares (BV) na hemolinfa de insetos infectados ou no
sobrenadante de células de insetos infectadas (BILIMORIA, 1991;
CASTRO et al., 1999; ROHRMANN, 2013; CLEM; PASSARELLI,
2013).

O desenvolvimento de estudos e processos visando a aplicacées
biotecnoldgicas de baculovirus tem atingido grande importancia e
interesse no que se refere ao uso dos baculovirus como agentes de
controle biolégico, vetores de expressao para producédo de proteinas
heterélogas e vetores de terapia génica.

Os baculovirus tém alto potencial para o controle biolégico, pois

sdo especificos e possuem alta infectividade em seus hospedeiros,
oferecendo seguranca aos humanos e compatibilidade com outros
inimigos naturais. Esses virus, quando utilizados de forma adequada,
controlam eficientemente insetos-praga no campo sem poluir
nascentes, rios, além de ndo ser téxico aos aplicadores (VALICENTE;
TUELHER, 2009; MOSCARDI et al., 2011). Essas vantagens tém
também proporcionado e facilitado o desenvolvimento de bioprocessos

11
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para agregacao de valor ao produto final, embora a multiplicacao viral
em ambos os sistemas de infeccdes in vivo e in vitro apresentem
diversas limitacoes para atender a producdo de baculovirus em escala
comercial.

Devido a recente importancia econémica de C. includens em diversas
culturas agricolas, iniciativas tém sido implementadas no sentido da
realizacdo de estudos visando avaliar o potencial de uso de baculovirus
como um inseticida biolégico no combate a praga.

Com esse enfoque, estudos de caracterizacao de isolados de
Chrysodeixis includens NPV vém sendo realizados no Laboratério
de Virologia de Insetos - CENARGEN com o intuito de dar suporte a
pesquisa e ao desenvolvimento de formulacdes biopesticidas.

Este trabalho teve como objetivo selecionar isolados virais com base
em resultados obtidos de andlises morfoldgica e infectividade viral em
larvas de C. includens e em diferentes linhagens celulares de insetos.

Material e Métodos
Isolados virais

Os isolados virais foram obtidos a partir de lagartas mortas de C.
includens infectadas com baculovirus, coletadas em plantacdes de soja
e algoddao em campos experimentais do Instituto Mato-Grossense do
Algodao — IMAmt, em Primavera do Leste, no estado do Mato Grosso,
e cedidas por Carlos Marcelo S. Soares (IMAmt). Esses isolados

foram conduzidos para a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN) e depositados na Colecao de Virus de Invertebrados
(Tabela 1).
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Tabela 1. Isolados de Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV).

Chnn BMM0S2 Gl oot dolsws  Sas A
Chl\i/’l‘T'\'.gV' BRQAV?%??O Ci.’;c’:’fu‘:),de‘i:’s"'s 17/01/2014 Zgr[’%ga Soja IMAmt
ChinNPV-  BRM 028711 Chrysodeixis 31035014 ZZ”%SS. Soia  IMAmt
C':\iA”T'\fEV' BR(“:"V(I)f%m Cf’;;’;‘;‘:‘;”s"s 29/05/2014 SETM:;era Algoddo  MAM!

(*) Area Experimental do IMAmt em Primavera do Leste, MT.

Linhagens celulares de insetos

Quatro linhagens celulares de insetos foram utilizadas para os testes
de infeccao in vitro: BTI-Tn-5B1-4 — Trichoplusia ni (GRANADOS et

al., 1994); IPLB-SF-21AE - Spodoptera frugiperda (VAUGHN et al.,
1977); Sf9 — Spodoptera frugiperda (SUMMERS; SMITH, 1988); e
UFL-AG-286 - Anticarsia gemmatalis (SIEBURTH; MARUNIAK,1988).
Para o cultivo celular, utilizou-se o meio TNMFH suplementado com
soro bovino fetal 10%, exceto para a linhagem UFLAG 286, em que foi
utilizado o meio de cultura TC100.

Criacdao e manutencao de col6nia de C. includens

A criacao de C. includens teve inicio a partir de 35 pupas cedidas
pelo Dr. Fernando H. Valicente (Embrapa Milho e Sorgo — MG) ao
Laboratério de Virologia de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN) e posteriormente teve continuidade com
a utilizacdo de pupas enviadas por Dr. Braulio Santos (Universidade
Federal do Parand — UFPR). As pupas foram mantidas em gaiolas

de tubos PVC (30 cm de didametro e 40 cm de altura) revestidos
internamente por papel toalha e cobertos com tecido voile sob
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condicOes controladas de temperatura (26 + 1°C), umidade relativa
(70 £ 10%) e fotoperiodo (14 h) (Figura 1A). Durante a emergéncia
das mariposas, foram colocados na gaiola copos plasticos de 50 mL
com um chumaco de algoddao embebido em uma solucdo de 10% de
mel, 0,1 g de acido sérbico e 90 mL de 4gua destilada (HOFFMANN-
CAMPO et al., 1985). Apds o aparecimento das posturas, o papel
toalha foi removido e acondicionado em um pote de 2 litros com um
cubo de dieta artificial (cerca de 5x5 cm) (GREENE et al., 1976) até
a eclosao das larvas. Posteriormente, a dieta com as larvas eclodidas
foi transferida para potes menores e feita a reposicao de nova dieta
no pote anterior (2 litros) (Figura 1B). Para a manutencao da coldnia,
larvas em 4° instar foram colocadas em copos plasticos de 50 mL (3
a 4 larvas/copo), contendo cubos de aproximadamente 2x2 cm de
dieta artificial e monitoradas até a formacao de pupas (Figura 1C).
Todo o ciclo de desenvolvimento e manutencao da col6nia de insetos
foi mantido sob condicGes controladas de temperatura, umidade e
fotoperiodo, conforme ja descritas.

Multiplicacao de particulas virais

Lagartas de C. includens de 4° instar foram utilizadas para
multiplicacao e obtencao de poliedros. Foi preparada dieta artificial
segundo Greene et al. (1976), sendo nela incorporada o virus na
concentracdo de 1x10% OBs/mL de dieta, distribuindo-se cerca de 10
mL em copos pléasticos (50 mL), nos quais foram colocadas 5 larvas
por copo. As lagartas foram mantidas em BOD sob temperatura de

26 + 1°C, umidade relativa (UR) de 70 = 10% e fotoperiodo de 14
horas. Os experimentos foram monitorados diariamente para coleta das
lagartas mortas, armazenamento a -20°C e posterior purificacao de
particulas virais.
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Pupas Estabelecimento da colonia
Chrysodeixis includens — fase adulta
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\Lar\ras sadias - C. includens Larvas infectadas mortay

Figura 1. Estabelecimento da colénia de Chrysodeixis includens (lagarta falsa-medideira) e
infeccdo de insetos por Chrysodeixis includens NPV. 1A: criacdo de insetos; 1B: lagartas
infectadas e purificacdo viral; 1C: multiplicacdo de virus e testes de patogenicidade
(bioensaios).

Coleta de hemolinfa (in6culo)

Larvas de C. includens no 4° instar foram infectadas com cada isolado
viral separadamente, e no quarto dia apds a infeccao dessas larvas,
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periodo em que a quantidade de particulas extracelulares (BV: budded
virus) é alta e a larva continua viva, a hemolinfa foi coletada das
larvas. Aliquotas de 500 L de hemolinfa foram colocadas em tubos de
microcentrifuga, mantidos no gelo, contendo 450 uyL de meio TNMFH
ou TC-100 (Gibco) sem soro e 50 uL de cisteina (concentracao final

de 0,01 M), totalizando 1 mL. A mistura foi centrifugada a 10.000
rpm por 15 segundos, e o sobrenadante coletado foi filtrado em filtro
Millipore 0,45 uL, sendo em seguida adicionado as células de inseto
em cultivo, conforme o protocolo descrito neste trabalho no tépico a
seguir.

Ensaios de infectividade viral in vitro

Células na densidade de 2x10° células /poco foram semeadas em
placas de 6 pocos, incubadas overnight. Para infeccao das células
500 uL do inéculo (hemolinfa) foram adicionados e, apds 1 hora de
adsorcdo do virus, o sobrenadante foi removido e, apds lavagem 1x
em meio de cultura sem soro, foram adicionados 2 mL de meio de
cultura completo. Os sistemas de infeccao foram incubados a 27°C

e acompanhados diariamente por microscopia 6ptica, e os efeitos
citopaticos foram fotografados, registrados e analisados a partir de 3
dias pds-infeccao. BVs foram coletados 72 horas pés-infeccao (hp.i.) e
utilizados como inéculo para as infecgcbes seguintes.

Purificacao de particulas virais (OBs)

Larvas infectadas ou mortas pelo virus foram maceradas em agua
destilada, filtradas em camadas de gaze e a suspensao obtida foi
submetida a centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em agua destilada
e tratado com SDS (dodecil sulfato de sédio) a uma concentracao final
de 0,5%, com agitacdao magnética por 30 minutos. Em seguida, o
material foi centrifugado de novo (10.000 rpm/15 minutos). O pellet
obtido foi ressuspendido em agua Milli-Q autoclavada e centrifugado
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nas mesmas condicdes anteriores. Desta vez, o pellet foi ressuspendido
em agua Milli-Q autoclavada e armazenado a -20°C.

Contagem de particulas OBs (poliedros)

Para estimativa da concentracéo viral, os estoques foram diluidos

em agua 200-500x e contados por microscopia ética em camara de
Neubauer, utilizando-se campos de contagem com &area de 0,04 mm?.
Os 4 campos laterais e o campo central foram contados, descartando-
se os poliedros que estavam na parte esquerda e inferior dos
quadrantes. O somatério da contagem dos quadrantes foi multiplicado
pelo fator de correcao da camara (5x10.000) e pelo fator de diluicéo.
Para determinacdo da concentracao viral (OBs/mL), foi calculada

a média do somatério das contagens do ndmero de poliedros dos

dois lados do hemacitdmetro e esta adicionada na seguinte féormula
(MORAES; ALVES, 1986):

Concentragao viral (OBs/mL) = Média (5 campos) x 5x10* x fator de diluigéo

Microscopia eletronica de transmissao

Para a microscopia eletrénica de transmissao, os OBs purificados foram
fixados em solugédo contendo glutaraldeido 2,5% e 0,1 M de tampao
cacodilato de sddio (pH 7,2) e mantidos a 4°C por cerca de 24 horas.
Em seguida, os OBs foram pdés-fixados em solucdo de tetréxido de
6smio 1% e 0,1 M de tampao cacodilato de sédio (pH 7,2), por 1 hora.
Apés a fixacdo, as amostras foram imersas em acetato de uranila 0,5%
(contrastacao in bloc), durante 24 horas a 4°C, desidratadas em série
gradual de etanol e, logo depois, as amostras foram embebidas em
resina de Epon 812, pelo protocolo do fabricante. Seccdes ultrafinas
foram obtidas com 40 nm em grades de cobre cobertas com Formvar®,
ao ultramicrétomo Leica, corados com acetato de uranila 5% por

1 hora, em condicboes escuras, analisadas e fotodocumentadas em
microscopio eletrénico de transmissao (Zeiss, modelo EM 109).
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Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante -
SDS

Particulas OBs provenientes das diferentes infeccGes foram preparadas
em tampao amostra (2X: 125 mM de Tris-HCI pH 6,7; 30% de
glicerol; 4% de SDS; 0,002% de bromophenol blue e 10% de
B-mercaptoetanol), fervidas por 5 min, resfriadas em gelo por 15 min,
e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS-PAGE) 16%. O gel foi corado (Coomassie Brilliant Blue R-250
0,05%, metanol 40%, acido acético 7,5% e &gua destilada), por 2 h,
e em seguida descorado (metanol 40%, acido acético 7,5% e agua
destilada) por 1 h e 30 min e, entdo, fotografado.

Bioensaios

Para avaliacado do potencial bioldgico de quatro isolados virais,
bioensaios foram realizados utilizando-se dieta artificial (GREENE et
al.,1976) sem formol (VAIL et al., 1968), e suspensao viral incorporada
na dieta de acordo com os procedimentos descritos por Morales e
Moscardi (1993). De cada isolado viral, trés concentracées foram
testadas: 2.500, 10.000 e 160.000 OBs/mL de dieta, mediante a
exposicado de 40 larvas de terceiro instar por tratamento (2 larvas/copo
de 50 mL). Os bioensaios foram realizados em triplicata e mantidos em
camara BOD sob temperatura de 26 + 1°C, umidade relativa (UR) de
70 £ 10% e fotoperiodo de 14 horas. As larvas foram monitoradas
diariamente até a morte ou atingirem o estagio de pupa. Logo apds a
morte, as larvas foram coletadas, contadas e armazenadas a -20°C. Os
dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit (FINNEY,
1971) para o calculo dos valores de concentracéo letal média (CL,)

e parametros associados (limites de confianca e regressao). A média
do tempo de morte (TM) foi calculada de acordo com o protocolo de
Morales et al. (2001).
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Resultados e Discussao

O procedimento para criacado de C. includens foi estabelecido conforme
descrito em materiais e métodos. Observacdes foram feitas durante o
desenvolvimento da criagcdo, confirmando dados similares aos descritos
na literatura (CARVALHO et al., 2012; MOSCARDI et al., 2012), tais
como: desenvolvimento embrionério larval de cerca de 2,5 dias; periodo
larval de aproximadamente 12 a 15 dias, em que ocorrem mudancas de
coloracao da larva nos diferentes instares, e apds seis instares ela se
transforma em pupa; periodo de pupa de 9 a 12 dias até a emergéncia
de adultos. Ao final da 5% geracdo da coldnia, foram adicionadas novas
pupas para evitar declinio populacional por endocruzamentos.

Analise morfoldgica

Cortes transversais e longitudinais das particulas virais encontradas em
larvas de C. includens, obtidos pelo uso de técnicas de microscopia
eletrénica de transmissao, evidenciaram estruturas com formas
poliédricas contendo vérios virions com um Unico nucleocapsideo

por envelope (single nucleopolyhedrovirus: SNPV), formando corpos

de oclusao (OBs) (Figura 2). De acordo com a taxonomia da familia
Baculoviridae (HERNIOU et al., 2012), os quatro isolados virais
analisados neste estudo sao, portanto, NPVs pertencentes ao género
Alphabaculovirus, similares aos sete isolados de Chrysodeixis includens
single nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) classificados em estudos
anteriores (CRAVEIRO et al., 2010, 2015, 2016). Esses isolados

virais foram entao denominados ChinNPV-MT.A, ChinNPV-MT.B,
ChinNPV-MT.C e ChinNPV-MT.D, tendo sido adicionado MT por serem
provenientes do estado do Mato Grosso.
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Mag | HV | Operator |HFW | ___amostra b8 °
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Figura 2. Microscopia eletronica de transmissao de corpos de oclusé@o (OBs: poliedros) de
um isolado de Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) mostrando
virions contendo um Unico N: nucleocapsideo por envelope. N: nucleocapsideo - cortes:

longitudinal (esquerda) e transversal (direita). P: poliedrina.

Analise de infectividade viral em linhagens celulares de
insetos

Os isolados ChinNPV-MT.B e ChinNPV-IE, considerados mais virulentos
a lagartas de C. includens, foram testados em quatro linhagens
celulares de insetos (Tn5B1-4, SF-21AE, Sf9, UFLAG-286) com o
objetivo de observar as possiveis alteracées quanto ao tamanho e/

ou morfologia das células, lise celular semelhante a apoptose e/ou
producédo de poliedros (Figura 3). Diferentes sinais de infeccado nesses
sistemas foram observados em microscépio 6tico de contraste de fase,
exceto a Sf9, que foi considerada nao suscetivel aos isolados virais
testados (Figura 3A).
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Figura 3. Micrografias de contraste de fase de linhagens celulares de insetos nédo
infectadas e infectadas por isolados de Chrysodeixis includens NPV a 72 hp.i. (400x). 1.
ChinNPV-MT.B, 2. ChinNPV-IE, 3. Linhagens celulares de insetos - controle.
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Células UFLAG-286 apresentaram intensa lise quando infectadas com
esses isolados (72 hp.i.) (Figura 3D), sendo esse efeito citopatico mais
acentuado em sistema de infeccdo com o isolado ChinNPV-MT.B,
embora, comparativamente em células TnbB1-4, este isolado foi menos
infectivo do que o ChinNPV-IE. A linhagem celular Tn5B1-4 foi a mais
suscetivel (Figura 3C), seguida da SF-21AE (Figura 3B). Os isolados
ChinNPV-MT.B e ChinNPV-IE foram capazes de infectar as células
Tn5B1-4 e produzir poliedros (OBs). O isolado ChinNPV-IE foi o mais
infectivo, 70% do total de células apresentaram sintomas de infeccéo
e 60% exibiram poliedros em seus ntcleos (7x108 OBs/mL, 144 hp.i.),
enquanto o isolado ChinNPV-MT.B causou infeccdo em 60% do total
de células e somente 40% das células continham poliedros (4,1x108
OBs/mL, 144 hp.i.). A presenca de poliedros em células Tn5B1-4 e
SF21-AE infectadas foi também confirmada pela deteccédo da poliedrina
(33 kDa) em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) (Figura 4).

Figura 4. Proteinas de Chrysodeixis includens NPV produzidas em células Tn5B1-4
infectadas (144 hp.i.), detectadas por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
16% (SDS-PAGE). 1: Células Tn5B1-4 — controle; 2: Tn5B1-4 com ChinNPV-IE; 3:
Tn5B1-4 com ChinNPV-MT.B; 4: Marcador de peso molecular - BenchMark Protein
Ladder 1 Kb Invitrogen. A seta indica a banda correspondente a poliedrina (~33kDa),

proteina estrutural dos corpos de oclusao (poliedros) dos NPVs.
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Analise de infectividade viral em insetos —
Patogenicidade

Dentre os isolados virais testados quanto a patogenicidade em larvas
de C. includens, o ChinNPV-MT.B apresentou a menor CL_, (5305,1
OBs/mL), seguido de ChinNPV-MT.C, com CL,, de 7629,4 OBs/mL
(Tabela 2). Os valores de relacionados aos diferentes isolados virais
nao foram significativos, indicando que os dados eram homogéneos
para todos os isolados e ajustados ao modelo de andlise Probit utilizado
(FINNEY, 1971). Na concentracédo de 1,6 x 10®° OBs/mL de dieta, o
isolado ChinNPV-MT.B foi capaz de causar 100% de mortalidade das
larvas e um tempo médio de morte (TM) de 6,1 dias, destacando-

se como o mais virulento dentre os quatro isolados aqui analisados.
O MT.C nessa mesma concentracao levou um tempo médio de
morte de 6,6 dias, sendo o segundo menor tempo, mas nas outras
concentracdes nao seguiu um padrao, os isolados MT.A e MT.D
tiveram um tempo médio de morte préoximos (Tabela 3).

Sete isolados virais de ChinNPV (I-A a I-G) j& foram estudados

e analisados quanto a infectividade em condicdes de laboratério
(ALEXANDRE et al., 2010), sendo o isolado ChinNPV-IE selecionado
como mais patogénico. O presente trabalho veio trazer resultados de
outros quatro isolados de ChinNPV, analisados por procedimentos
similares, destacando-se o ChinNPV-MT.B como o mais patogénico,
embora a CL,, seja cerca de 1,8x maior do que a CL,, determinada
anteriormente para ChinNPV-IE (2.974 OBs/mL). Esses dois isolados
estdo sendo considerados como um interessante ingrediente ativo para
o desenvolvimento de formulacdo de um protétipo inseticida bioldgico.

Os isolados testados em laboratério (LVI-Cenargen) foram enviados
para o Instituto Mato-Grossense do Algodao (IMAmt) para serem
multiplicados em uma biofabrica construida em Primavera do Leste,
MT, onde serdo realizados procedimentos de criacdo massal do
hospedeiro sadio, infeccao do hospedeiro sadio com os isolados virais,
coleta e armazenamento dos insetos infectados e mortos.
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Tabela 2. Concentracéo letal média (CL, ) de isolados virais em larvas de C.
includens.

Limites Fiduciais 95%

(SOlRdes Inferior Superior
ChinNPV-MT.A 97741 5291,8 18053,3 1,093 + 0,136 0,951
ChinNPV-MT.B 5305,1 3106,2 9060,7 1,331 £ 0,119 0,873
ChinNPV-MT.C 7629,4 4646,7 12526,8 1,452 + 0,110 0,272
ChinNPV-MT.D 9041,7 5058,8 16160,6 1,174 + 0,129 0,526

Tabela 3. Determinacdo da porcentagem média e tempo médio de morte de
larvas de C. includens infectadas com Chrysodeixis includens NPV.

Isolado viral OBs/mL de Mortalidade Tempo de morte
dieta média (%) (dias)
1,6 x 10° 90,8 7.9
ChinNPV-MT.A 1,0 x 10* 50,8 9,9
2,5x 10° 26,7 11,4
1,6 x 10° 100,0 6,1
ChinNPV-MT.B 1,0 x 10% 64,2 8,6
2,5 x 10° 33,3 9,8
1,6 x 10° 98,3 6,6
ChinNPV-MT.C 1,0 x 10* 67,5 9,2
2,5x10° 19,2 10,8
1,6 x 10° 90,8 8,3
ChinNPV-MT.D 1,0 x 10* 65,0 9,0

2,5 x 10° 19,2 11,7
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Conclusoes

A estrutura morfolégica dos isolados virais foi caracterizada,
confirmando sua forma poliédrica pela evidéncia de corpos de

oclusdo (OBs). Os isolados virais foram identificados como
nucleopolyhedrovirus (NPV) pertencentes ao género Alphabaculovirus e
espécie Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV).

Andlises de infectividade nas diferentes linhagens celulares de insetos
evidenciaram Tnb5B1-4 como uma linhagem suscetivel e produtiva

aos isolados ChinNPV-MT.B e ChinNPV-IE. Em infeccGes em insetos,
causadas por isolados provenientes de Mato Grosso, ChinNPV-MT.B foi
o mais virulento as lagartas de C. includens.

Dentre 11 isolados de Chrysodeixis includens NPV, sete analisados em
trabalho anterior e quatro no presente trabalho, os isolados ChinNPV-
IE (=PsinNPV-IE) e ChinNPV-MT.B foram selecionados para uso como
agentes de controle bioldgico contra C. includens.
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