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Resumo

Sericicultura é uma importante atividade agricola no Brasil; 97% da producao
nacional é destinada a exportacao e o Estado do Parana contribui com 83,59%
da producao nacional. Contudo, a producao de fios de seda no Brasil é baixa
quando comparada a de outros paises, principalmente devido a ocorréncia de
doencas nas criacoes do bicho-da-seda. Entre estas doencas as de etiologia viral
ocupam uma importante posicdo. Lagartas do bicho-da-seda saudéaveis e doentes
foram obtidas de indUstrias sericicolas e em locais de criacao nas regioes
nordeste, oeste e sudoeste do Estado do Parana. Estas lagartas, bem como,
larvas inoculadas experimentalmente, foram inicialmente criadas e mantidas sob
condicdes de laboratério para observar o desenvolvimento dos sintomas e
identificar o agente causal da doenca. Andlises de microscopia 6ptica (MO) e
microscopia eletrénica de transmissao (MET) foram também conduzidas para
determinar a taxonomia do patdégeno, que infecta larvas de Bombyx mori.

Os sintomas observados foram os mesmos daqueles descritos na literatura, com
caracteristicas tipicas de doenca causada por Nucleopolyhedrovirus. A replicacao
viral no nudcleo das células-alvo e os efeitos citopaticos tipicos mostrados pela
andlise ultraestrutural sustentam a conclusao de que o agente infeccioso é um
virus do género Nucleopolyhedrovirus, da familia Baculoviridae. A ocorréncia de
mais do que um nucleocapsideo por envelope (multiplo) é um diagnéstico
"Bidloga, PhD, Universidade Estadual do Oeste do Parand, Cascavel, PR. E-mail: rosebrancalhao@uol.com.br
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favoravel a denominacao de multiple Nucleopolyhedrovirus (MNPV), um fenétipo
altamente virulento. Os nucleocapsideos medem em torno de 95 nm de diametro
e 315 nm de comprimento. Esses nucleocapsideos envelopados ou virions sdo
ocluidos em cristais de proteina, a poliedrina, que forma o corpo de oclusao ou
poliedro. Os poliedros medem 2,6 a 4,10 mm em tamanho, maduram no ntcleo
de células infectadas, e contém vaérios virions.



Identification of a
Bombyx mori multiple
nucleopolyhedrovirus

isolate (BMMINPV) in
Parana State, Brazil

Abstract

Sericulture is an important agricultural activity in Brazil; 97 % of the national
production is allocated for exportation and Parana State contributes with
83.59% to the national production. Silk production in Brazil, however, is low
when compared to that of other countries, a problem mainly due to the
occurrence of silkworm diseases. Among these, the viral diseases have an
important position. Healthy and diseased silkworm larvae were obtained from silk
industries and silk farms in the Northern, Western and Southern regions of
Parana State. These larvae, as well as larvae inoculated experimentally, were
initially reared and maintained under laboratory conditions in order to observe
the development of the symptoms and identify the causal agent of the disease.
Analysis on optical and transmission electron microscopy (TEM) were also
carried out to determine the taxonomy of the pathogen infecting Bombyx mori
larvae. The symptoms observed are the same those described in the literature as
typical of disease caused by Nucleopolyhedrovirus. The ultrastructural analysis,
which showed viral replication in the nuclei of target cells and the typical
cytopathic effects, support the conclusion that the infection agent is a
Nucleopolyhedrovirus, a genus of the Baculoviridae family. The occurrence of
more than one rod-shaped nucleocapsid per envelope is diagnostic for the
Multiple Nucleopolyhedrovirus (MNPV), a highly virulent phenotype.
Nucleocapsids average 95 nm in diameter and 315 nm in length.

These enveloped nucleocapsids or virions are embedded in a crystalline protein
lattice called polyhedrin which forms the occlusion body or polyhedron.
Polyhedra measure 2,6 to 4,10 mm in size, mature within nuclei of infected cells
and contain many virions.
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Introducao

A sericicultura é uma importante atividade agroindustrial no Brasil. Cerca de
97% da producao nacional de fios de seda sao destinados a exportacao.
Destacam-se como principais produtores os estados do Parana, Sao Paulo,

Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Goias. O Parana é responsavel por
83,59% da producdo nacional. Contudo, a producao de fios de seda no Brasil é
baixa quando comparada a de outros paises, principalmente devido a ocorréncia
de doencas nas criacoes do bicho-da-seda, causada por virus, bactérias, fungos
e protozoarios. Profilaxia e controle dessas doencas sao essenciais para melhoria
da producao de seda (Watanabe et al., 2000; Sengupta et al., 1990;

Fonseca & Fonseca, 1986).

O bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera, Bombycidae), € um inseto
oligofago que se alimenta principalmente das folhas de amoreira. O mais
importante aspecto da fisiologia do bicho-da-seda é a sintese da proteina da
seda. Visitando alguns sericicultores no estado do Parand, observou-se grande
quantidade de casulos manchados e larvas mortas com os corpos enegrecidos,
que geralmente encontravam-se penduradas de cabeca para baixo, fixadas por
suas patas posteriores. Os casulos danificados, provenientes dessas areas,
causam consideraveis danos econdmicos, constituindo uma ameaca a producao
de seda. Essa doenca apresenta caracteristicas tipicas de infeccao causada por
Nucleopolyhedrovirus (NPV).

No inseto, a principal rota natural de infeccao é através da ingestao de alimento
contaminado com o virus na forma ocluida (poliedros). Os poliedros ao
alcancarem o intestino médio da larva do inseto sao dissolvidos por enzimas e
secrecoOes altamente alcalinas, presentes no ambiente, liberando os virions.

Os virions atravessam a matriz peritr6fica, infectam células alvos e iniciam seus
ciclos de vida. A infeccao é caracterizada inicialmente por hipertrofia nuclear e
presenca de estroma virogénico, onde os virions sao produzidos. Em um
segundo estagio, os virions sdo ocluidos em cristais protéicos, os poliedros.

E em um estagio mais avancado, as células sofrem lise com liberacdo de um
grande nuimero de poliedros e virions na hemolinfa (Federici, 1997).
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Microscopia 6ptica

Microscopia eletrénica

Larva de B. mori (5°instar) infectada com BmMNPV- 7 dp.i. Lagarta seccionada
ventralmente: tecido adiposo.

Materiais e Métodos

Lagartas sadias e doentes do bicho-da-seda foram obtidas das industrias e
produtores rurais das regioes do Nordeste, Oeste e Sudeste do estado do
Parand. Essas lagartas, bem como as larvas inoculadas experimentalmente,
foram inicialmente criadas e mantidas sob condicdes de laboratério para observar
o desenvolvimento dos sintomas e identificar o agente causal da doenca.

Analises de microscopia 6ptica e eletronica de transmissao (MET) foram
conduzidas para identificar o patégeno infectando larvas de Bombyx mori.
Amostras do tecido adiposo foram removidos de larvas de quinto instar de

B. mori no sétimo dia pds-inoculacao (dp.i.), como pode ser visto na figura
mostrada neste tépico. Para estudos de microscopia éptica, as amostras foram
fixadas com DuBosq Brasil e coradas pela técnica de Hamm. As amostras para
MET foram fixadas com Karnovsky, pés-fixadas em tetréxido de 6smio1%, por
duas horas, e coradas com acetato de uranila 0,5%, por 12 horas, a 4°C.
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Fig. 1. Replicacdo viral mostrando a formacdo de nucleocapsideos e envelopamento
dos virions dispersos pelo estroma virogénico (VS). Envelope nuclear (NE), citoplasma

(C). Escala 1 mm.

Fig. 2-3. Replicacdo de nucleocapsideos: formacdo de multiplos nucleocapsideos por
envelope - formacdo de feixe (bf), estrutura membranosa que forma o envelope do
virion (seta), nucleocapsideos n&o-envelopados (NE). Fig. 2, escala 0,5 mm e

Fig. 3, escala 1 mm.
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Fig. 4-5. Estagios de formacdo do poliedro: virions com Unico nucleocapsideo (l),
virions com multiplos nucleocapsideos (setas brancas), corpo de oclusdo ou poliedro
(P), envelope do poliedro (setas na fig. 5). Escalas 1 mm.
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Fig. 6. Poliedros maduros com vérios virions. Escala 1 mm. (a) Seccdes transversais

de virions com um, dois e trés nucleocapsideos envelopados. Escala 0,1 mm.
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O material foi desidratado e emblocado em resina “Spurr”. Secc¢des ultra-finas
foram coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo e analisadas por
microscopia eletrénica. O material controle seguiu 0 mesmo processamento do
material infectado.

Resultados e Discussao

Os sintomas observados no inseto sao similares aos descritos na literatura como
tipicos de doenca causada por Nucleopolyhedrovirus. As analises ultraestruturais
mostraram replicacao viral no ntcleo das células alvos e efeitos citopaticos
tipicos de infeccao causada por Nucleopolyhedrovirus, género pertencente a
familia Baculoviridae (Fig. 1-6). A ocorréncia de mais do que um nucleocapsideo
por envelope é diagnéstico para o multiplo Nucleopolyhedrovirus (MNPV), um
fenotipo altamente virulento (Fig. 2, 4, 5 e 6). Os nucleocapsideos tém, em
média, 95nm de diametro e 315nm de comprimento. Esses nucleocapsideos
envelopados ou virions sdo embebidos em uma matriz cristalina protéica, tendo
como principal proteina a poliedrina, que forma o corpo de oclusao ou poliedro.
Os poliedros medem 2,60 a 4,10mm em tamanho, sua maturacéo ocorre dentro
do nucleo de células infectadas e contém varios virions (Fig. 6).

As figuras de 1 a 6 sdo seccOes mostrando estagios da infeccdo por BmMPV em
ndcleos de células de tecido adiposo de B. mori (7 dp.i.).

Para uma melhor caracterizacao do patégeno e deteccao de provaveis variantes
genotipicos, estudos da citopatologia da doenca e andlises bioquimicas e
moleculares de DNA e proteinas estdo sendo conduzidos. Os resultados deverao
contribuir para um maior conhecimento sobre o ciclo de desenvolvimento do
patégeno dentro de seu hospedeiro, o que podera vir a ser Gtil na aplicacao de
medidas profilaticas na sericicultura no Brasil.
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