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“My friend, I'll say it clear
I'll state my case, of which I'm certain

I've lived a life that's full

I've traveled each and every highway
But more, much more than this

| did it my way

Regrets, I've had a few

But then again, too few to mention

| did what I had to do

And saw it through without exemption
(...)

Yes, there were times, I'm sure you knew
When | bit off more than | could chew
But through it all, when there was doubt
| ate it up and spit it out

| faced it all and | stood tall

And did it my way

I've loved, I've laughed and cried
I've had my fill my share of losing
And now, as tears subside

I find it all so amusing

(...)

For what is a man, what has he got
If not himself, then he has naught
To say the things he truly feels
And not the words of one who kneels
The record shows | took the blows
And did it my way”

My Way (Frank Sinatra; Paul Anka, 1969)






RESUMO

O Brasil é atualmente lider mundial em produtividade no setor florestal gracas ao
eucalipto. Os plantios de eucalipto sofrem com severos ataques de insetos-praga,
cujos danos comprometem seriamente a produtividade. O controle bioldgico é a
principal estratégia adotada pelas empresas do setor florestal, envolvendo sistemas
de monitoramento das populagdes de insetos-praga. Um dos mais importantes
grupos de desfolhadores € o dos lepidopteros desfolhadores. Espécies nativas
brasileiras se adaptaram as plantagbes de eucalipto ao longo dos anos e a mais
notavel é a lagarta parda do eucalipto, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae). Com ampla distribuicdo no territério brasileiro, esta espécie se
caracteriza pelos surtos nos periodos secos do ano, quando encontra condigdes
favoraveis para expressar seu elevado potencial reprodutivo, causando severas
desfolnas em grandes extensbes. Medidas de controle sdo frequentemente
necessarias, sendo realizadas pulverizagcdes aéreas de bioinseticidas a base de
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) e liberagcbes de inimigos naturais. Entretanto,
epizootias virais podem ser observadas como reguladores naturais de tais
populagdes. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivos: (1) a andlise da
toxicidade de seis diferentes proteinas Cry1 de B. thuringiensis sobre populagdes de
T. arnobia e seu efeito na emergéncia de virus latentes nestas populacoes; (II)
sequenciamento do genoma completo, analise filogenética e caracterizagéo
ultraestrutural de um cypovirus encontrado em lagartas de T. arnobia. Os resultados
obtidos mostram que doses subletais de proteinas Cry1 podem ter influéncia na
ativacao de virus latentes presentes nas populagdes de T. arnobia, conduzindo a um
quadro onde a mortalidade observada em diferentes niveis é ligada as infecgdes
virais associadas a toxicidade das proteinas Cry1. Ainda, as analises do cypovirus
encontrado revelaram sua proximidade com outros virus pertencentes a espécie
cypovirus 14. Dessa forma, de acordo com as normas definidas pelo Comité
Internacional em Taxonomia de Virus, este foi nomeado Thyrinteina arnobia
cypovirus 14. O gene que codifica a poliedrina, principal proteina na composi¢cao dos
poliedros observados, foi clonado com sucesso em um baculovirus recombinante,
cuja infecgdo em linhagens celulares de insetos resultou na produgédo de cristais
proteicos no citoplasma das células infectadas. Este dado indica a aptiddo dos

poliedros deste cypovirus como nanocarreadores para outras proteinas fusionadas a



poliedrina em estudos e aplicagbes biotecnoldgicas. Estudos futuros avaliardo ainda
o potencial deste cypovirus no controle de populagdes de T. arnobia a campo,
podendo se tornar mais uma ferramenta para a protecdo dos plantios de eucalipto

brasileiros.

Palavras-chave: Eucalyptus, Cypovirus, proteinas Cry.



ABSTRACT

Brazil is nowadays the global leader in productivity at forest sector due to Eucalyptus.
Eucalyptus plantations suffer severe attacks from insect-pests, whose damages
compromise seriously the productivity. Biological control is the main strategy adopted
by the forest companies, involving pest population monitoring systems. One of the
most important defoliators group is the lepidopterous defoliators. Native Brazilian
species had adapted to the eucalyptus plantations over the years and the most
remarkable one is the eucalyptus brown looper, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae). Spread all over Brazil's territory, this species is
characterized by the outbreaks during the dry periods of the year, when it has good
conditions to express its high reproductive potential, causing severe defoliation in
large extensions. Control measures are frequently necessary, thus aerial spraying
with Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) based bioinseticides and releases of
natural enemies are carried out. However, sometimes viral epizootics can be
observed acting as natural regulators for such populations. The interactions between
B. thuringiensis and native entomopathogenic viruses are unknown to T.arnobia in
eucalyptus plantations. In this context, the present work had as objectives: (I) the
toxicity analysis of six different Cry1 proteins of B. thuringiensis on populations of T.
arnobia and their effect on the emergence of latent viruses in these populations; (II)
complete genome sequencing, phylogenetic analysis and ultrastructural
characterization of a cypovirus found in T. arnobia caterpillars. The results show that
sublethal doses of Cry1 proteins may have an influence on the activation of latent
viruses present in the T. arnobia populations, leading to a context where the mortality
observed at different levels is linked to the viral infections associated with the toxicity
of Cry1 proteins. In addition, the analysis of the cypovirus found revealed its
proximity to other viruses belonging to the cypovirus 14 species. Thus, according to
the standards defined by the International Committee on Virus Taxonomy, it was
named Thyrinteina arnobia cypovirus 14. The gene encoding polyhedrin, the main
protein in the composition of the polyhedra observed, was successfully cloned in a
recombinant baculovirus, whose infection in insect cell lines resulted in the
production of protein crystals in the cytoplasm of the infected cells. This data
indicates the suitability of the polyhedra of this cypovirus as nanocarriers for other

proteins fused to polyhedrin in studies and biotechnological applications. Future



studies will also evaluate the potential of this cypovirus in the control of T. arnobia
populations at the field and may become another tool for the protection of Brazilian

eucalyptus plantations.

Keywords: Eucalyptus, Cypovirus, Cry proteins
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INTRODUGAO GERAL

O eucalipto chegou ao Brasil na segunda metade do século XIX, mas
somente a partir de 1966, com a lei de incentivos fiscais a empreendimentos
florestais, sua exploragdo como cultura ganhou impulso (MORA; GARCIA, 2000;
CASTRO et al., 2016). Atualmente os cultivos de eucalipto ocupam 5,6 milhdes de
hectares, o que representa 71% da area total de florestas plantadas no pais. Com
menor tempo de rotacdo e maior volume de madeira produzido, o eucalipto é o
principal responsavel pela manutencdo do Brasil como lider mundial em
produtividade no setor florestal (IBA, 2016). Recentemente, o pais se tornou o
primeiro a liberar plantios comerciais de um eucalipto geneticamente modificado
para aumento de produtividade (ISAAA, 2015; MCTI, 2015). Este evento € o marco
histérico do inicio de uma nova era biotecnolégica no setor florestal e coloca o Brasil
em vantagem ainda maior frente aos demais produtores. Contudo, os extensos
plantios, o cultivo intensivo e a uniformidade dos materiais genéticos criam
condi¢cbes favoraveis para estabelecimento, alimentacdo e reproducido de insetos-
praga em elevados niveis populacionais (HURLEY et al., 2016), cujos danos
causados aos plantios afetam diretamente a produtividade (ELEK; BAKER, 2017) e
colocam em risco a lideranca do pais no setor.

No cenario florestal brasileiro as estratégias de controle de insetos-praga séo
bastante diversificadas e baseiam-se principalmente no controle bioldgico,
diferentemente do que acontece no cenario das monoculturas agricolas, onde o
controle com inseticidas sintéticos ainda predomina nos dias atuais (UNSWORTH,
2010; PARRA, 2014). As razdes para isto variam entre as diferengas estruturais dos
cultivos até as pressdes exercidas pela certificagdo da produgao florestal, cuja
énfase na sustentabilidade das florestas plantadas limita o uso de inseticidas
sintéticos e prioriza a adogao de estratégias de controle ndo-quimicas (FSC, 2015).

O complexo de insetos-praga do eucalipto compreende dezenas de espécies,
as quais se distribuem basicamente entre insetos desfolhadores (formigas
cortadeiras, lagartas e besouros), sugadores (percevejos e psilideos), rizéfagos

(cupins), galhadores (vespas) e broqueadores (besouros). Com relagdo a area
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atacada, o grupo mais importante sdo as formigas cortadeiras, seguidas pelas
pragas exoticas e depois pelo complexo de lepidopteros desfolhadores (IPEF1).

As estratégias de controle para formigas cortadeiras a partir de opgdes
bioldgicas sédo escassas. Por isso os trabalhos neste grupo geram grandes desafios
frente as entidades de certificagdo florestal, que cada vez mais restringem as
permissdes para uso de inseticidas sintéticos (ZANUNCIO et al., 2016). Quanto as
pragas exoticas, de origem australiana, existem fortes opgcdes no controle bioldgico
classico, mas a importacdo e a liberagao de inimigos naturais exoéticos encontram
seus maiores obstaculos na adaptacdo dos mesmos as condicdes climaticas
brasileiras e também na burocracia junto aos 6rgaos competentes do governo para
se obter as autorizagbes necessarias para tais iniciativas (SCHUHLI et al., 2016). Ja
o complexo de lepiddpteros desfolhadores tem como principal estratégia de controle
0 uso de bioinseticidas a base da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis
(Berliner, 1915) (ZANUNCIO et al., 1992; MAPA, 2017), ocasionalmente associado
com liberagdes de inimigos naturais (parasitoides de pupa e percevejos predadores),
auxiliando no controle dos individuos sobreviventes as pulverizagbes (BARBOSA et
al., 2016; HOLTZ et al., 2006), constituindo, portanto, um manejo integrado que se
alinha as premissas da certificagao florestal e dessa maneira ndo enfrenta maiores
questionamentos por parte de tais entidades.

Mais de vinte espécies de lepidopteros desfolhadores se adaptaram ao
eucalipto com a expanséao da cultura pelo Brasil ao longo dos anos (ZANUNCIO et
al.,, 1993). A grande maioria € observada nos plantios em baixos niveis
populacionais, ndo sendo necessario controle. Outras espécies chegam a ocasionar
surtos, mas de forma regional e esporadica, necessitando de controle apenas em
casos especificos. Contudo, determinadas espécies frequentemente desenvolvem
elevados niveis populacionais necessitando que medidas de controle sejam tomadas
com maior frequéncia, como é o caso da lagarta-parda-do-eucalipto, Thyrinteina
arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), considerada o principal lepidoptero
desfolhador da cultura do eucalipto no Brasil (ZANUNCIO et al., 1993; GALLO et al.,
2002; JESUS et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016).

Em geral estas populagdes ndo causam preocupacédo durante os periodos

umidos do ano, os quais apresentam condicbes adversas ao desenvolvimento das

1 Informagdes do Programa de Protegdo Florestal (PROTEF) do IPEF. Dados n&o publicados.
Comunicacéao pessoal, 2016.
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mesmas, como o favorecimento de doengas microbianas, que suprimem estas
populagdes naturalmente. A coexisténcia entre insetos e seus patdégenos é a base
do controle microbiano natural, um processo importantissimo para a autorregulagao
dos niveis populacionais destas espécies, o qual & observado no campo na forma de
enzootias (doengas microbianas que ocorrem com sazonalidade e predominio de
infeccbes cronicas) e epizootias (doengas microbianas que ocorrem
esporadicamente e com predominio de infeccbes letais). Nestas ocasides a
identificacdo destes entomopatdégenos é oportunidade uUnica de converté-los em
programas de controle microbiano aplicado, com seu desenvolvimento na forma de
bioinseticidas (ALVES, 1998).

No Brasil, os surtos de lepidopteros desfolhadores em eucalipto ocorrem
geralmente nos periodos secos do ano e em regides com regimes pluviométricos
menos intensos, cujas condi¢gdes favorecem a reproducao e sobrevivéncia destes
insetos em altos niveis populacionais. Nestas ocasides, epizootias causadas por
virus entomopatogénicos ja foram observadas algumas vezes, entretanto, os
agentes causais ndo foram completamente caracterizados e com isso as pesquisas
neste sentido ndo evoluiram (NASCIMENTO, 2001).

Bioinseticidas virais direcionados a protecao florestal sdo estudados e
utilizados ha décadas em paises como Canada, Estados Unidos e Japao (KUNIMI,
2007; LACEY et al., 2015; VAN FRANKENHUYZEN; LUCAROTTI; LAVALLEE,
2015). Entretanto, esta € uma area de pesquisa muito recente no Brasil e possui
apenas um caso de sucesso, no qual se utiliza um virus de poliedrose nuclear para o
controle da lagarta-do-alamo, Condylorrhiza vestigialis (Guenee, 1854) (Lepidoptera:
Pyralidae). Apos sua descoberta e devida caracterizagdo, as pesquisas com este
virus evoluiram até seu desenvolvimento como bioinseticida, sendo registrado junto
ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, permitindo sua aplicagao
comercial em plantios de alamo no sul do pais (CASTRO et al.,, 2009). Para o
eucalipto, apesar das epizootias observadas a campo, até o momento ndo ha
grande avango neste sentido, considerando a auséncia de isolados Vvirais
devidamente caracterizados. Recentemente, durante os experimentos prévios deste
estudo (HORTA, 2012), um cypovirus foi encontrado em lagartas de T. arnobia
mantidas em criagdo de laboratério (Figura 1), tornando sua identificacdo e completa

caracterizagdo molecular parte dos objetivos deste trabalho.
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Figura 1 — Gaiola de criagao de T. arnobia com lagartas mortas pelo cypovirus
encontrado. Em detalhe, lagarta morta pendurada a folha com bolo fecal ligado

ao anus, sintoma caracteristico observado neste tipo de infecgao.

Nos anos de 2015 e 2016 o clima mais seco com poucas chuvas favoreceu a
ocorréncia de surtos populacionais da lagarta-parda-do-eucalipto (Figura 2) nos
estados da Bahia, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e S&o Paulo
(IPEF?).

Figura 2 — Aspecto do desfolhamento causado por surto populacional de T.

arnobia em plantio comercial de eucalipto (Agudos — SP, 2015).

Horta, A. B.

2 Informagdes do Programa de Protegdo Florestal (PROTEF) do IPEF. Dados nZo publicados.
Comunicacéao pessoal, 2016.
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Nestas ocasides a principal estratégia de controle adotada foi a pulverizagéo
aérea de bioinseticidas a base de B. thuringiensis (ZANUNCIO et al., 1992; MAPA,
2017). Formulagcdes comerciais desta bactéria possuem como ingrediente ativo
esporos e cristais proteicos produzidos pelas células bacterianas durante seu
processo de esporulagdo. Estes cristais apresentam proteinas com atividade
inseticida (toxinas) em sua composi¢cédo, as quais sendo ingeridas pelas lagartas,
encontram condi¢bes de pH alcalino no intestino médio das mesmas, sendo
solubilizadas. A partir de entdo, sua interagcdo com receptores especificos, presentes
nas microvilosidades das células do epitélio intestinal, leva a formacao de poros que
alteram o equilibrio osmoético das mesmas, culminando na ruptura de suas
membranas e morte celular (MILNER, 1994; BRAVO et al., 2011).

O conhecimento a respeito do modo de acdo destas toxinas sobre
lepidopteros desfolhadores foi obtido ao longo de décadas de estudos dentro do
cenario das monoculturas agricolas. Diversos grupos de pesquisa ao redor do
mundo desenvolveram tais trabalhos, cada qual com foco nas mais importantes
espécies de insetos-praga de suas localidades. Analisando o comportamento de
diferentes populagdes expostas as toxinas desta bactéria foi possivel chegar ao
conhecimento hoje existente sobre B. thuringiensis. No inicio foram as formulagbes
de bioinseticidas que mostraram o potencial da bactéria na supressao de
populagbes a campo. A medida que a tecnologia do DNA recombinante se
desenvolveu, seus genes foram clonados em plantas, de forma individual, nascendo
assim a primeira geragdao de plantas transgénicas resistentes a insetos. Com o
avango da tecnologia e o melhor entendimento sobre os casos de populagbes de
insetos resistentes as toxinas de B. thuringiensis, surgiram as plantas piramidadas,
ja na segunda geragao de plantas transgénicas. Nestas plantas, dois ou mais genes
codificadores de toxinas com diferentes mecanismos de acao foram introduzidos a
fim de garantir ao menos duas vias distintas de combate aos insetos-alvo. Ainda, em
alguns casos, estes genes foram associados a outros que conferiam as plantas
resisténcia a herbicidas, favorecendo o manejo de plantas daninhas na conducéo da
cultura. Mais recentemente, as plantas piramidadas passaram a ter outra tecnologia
incorporada em sua engenharia genética. A tecnologia de RNA de interferéncia
(RNAI), um mecanismo de silenciamento génico que atua sobre importantes vias
metabdlicas nos insetos-alvo, foi incorporada em conjunto com as toxinas de B.

thuringiensis, marcando a terceira geragcdo de plantas transgénicas resistentes a
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insetos (GORDON; WATERHOUSE, 2007; PRICE; GATEHOUSE, 2008; BURAND;
HUNTER, 2013; TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013; TABASHNIK et al.,
2015).

Enquanto no cenario agricola mundial o controle de insetos-praga atraveés
desta bactéria possui atualmente o mais alto nivel de conhecimento disponivel, no
cenario florestal brasileiro a situacdo €& oposta. Especificamente para o caso dos
lepidopteros desfolhadores de eucalipto ndo existem estudos que abordem
diretamente as toxinas presentes nos bioinseticidas, que sao utilizados ha décadas
no controle destas populagdes a campo. Diferentes toxinas Cry estdo presentes em
suas formulacgdes, entretanto, ndo esta determinada a eficiéncia de controle de cada
uma delas, a interagdo com os receptores presentes no intestino médio dos insetos,
a existéncia de potencial de resisténcia cruzada entre as mesmas, entre outros
tantos aspectos fundamentais da ciéncia que envolve esta bactéria.

A eficiéncia dos bioinseticidas a base de B. thuringiensis na prote¢do dos
plantios de eucalipto brasileiros é comprovada e até 0 momento se mantém estavel.
Contudo, exemplos da utilizagdo desta tecnologia no cenario agricola, em um
passado nao tao distante, nos mostram que a auséncia deste tipo de conhecimento,
quando combinada ao uso intensivo destes produtos, levou a evolucido de
populacdes resistentes a esta tecnologia (TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE,
2013). Dessa maneira fica evidente a importancia que tais pesquisas representam
para a manutencao da eficiéncia de B. thuringiensis no controle de T. arnobia e o
impacto que o enfraquecimento desta estratégia de controle poderia representar na
protecdo dos cultivos e consequentemente para a liderangca brasileira no setor
florestal.

Considerando-se o exposto sobre o contexto do controle microbiano de T.
arnobia nos plantios brasileiros de eucalipto, o presente estudo foi realizado em
duas frentes de trabalho paralelas, cujos objetivos foram:

e Sequenciamento do genoma completo, anadlise filogenética e
caracterizagao ultraestrutural do cypovirus encontrado em lagartas de T.
arnobia.

¢ Anadlise da toxicidade das proteinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca,
Cry1Ea e Cry1Fa sobre lagartas de T. arnobia e observagao de seu efeito

na ativagao de virus latentes presentes em T. arnobia.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho abrem novas possibilidades dentro das
pesquisas sobre o controle microbiano de T. arnobia e também dos demais
lepidopteros desfolhadores que ocorrem nos plantios de eucalipto brasileiros.

Em uma das vertentes deste estudo, o TharCPV-14 foi o primeiro virus
patogénico a principal lagarta desfolhadora de eucalipto no Brasil a ter seu genoma
completamente sequenciado. O isolamento de um virus que apresenta suas
particulas virais oclusas em poliedros pode ser o comeco de todo um plano de
pesquisa, cujo resultado final seria o desenvolvimento de um bioinseticida viral.

Em outra vertente deste estudo, os testes com diferentes toxinas de B.
thuringiensis encontraram um grande obstaculo inesperado, a presenga de virus de
particulas livres nas populagdes testadas. A avaliacdo da toxidade de cada uma das
toxinas separadamente nao foi conclusiva, mas as observagoes realizadas durante
os experimentos forneceram indicios talvez ainda mais interessantes. B.
thuringiensis e suas toxinas talvez tenham influéncia na indugéo de doencas letais a
partir da ativagao de virus latentes nas populagdes destes insetos. A confirmacao
desta hipotese evidenciaria a agdo sinérgica existente entre virus e B. thuringiensis
ja comprovada em outros estudos, mas ainda nao exibida no contexto da cultura do
eucalipto no Brasil.

Sendo uma linha de pesquisa muito recente no pais, a exploragao de virus
patogénicos a lepidopteros desfolhadores em florestas plantadas possui apenas um
caso de sucesso, aplicado em cultivos de Alamo no sul do Brasil em uma area com
algumas dezenas de milhares de hectares. Em contraste, paises como Canada,
Estados Unidos e Japao utilizam bioinseticidas virais ha décadas em areas de
florestas com centenas de milhares a milhées de hectares de extenséao.

Neste contexto, o entendimento dos mecanismos envolvidos na interacdo
destes virus com a bactéria B. thuringiensis pode levar a melhorias nas estratégias
de controle atualmente empregadas no campo, incrementando ou prolongando a
eficiéncia das mesmas na supressao de surtos populacionais. Entretanto, um longo
caminho precisa ser percorrido, visto que esta € uma area de pesquisa com pouca
evolucdo no setor florestal brasileiro. Viroses em diferentes populacbes de

lepidopteros desfolhadores de eucalipto tém ocorréncias observadas de longa data,
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mas até o momento outros virus patogénicos a estas espécies nado foram
devidamente caracterizados.

Os estudos com toxinas de B. thuringiensis dependem do desenvolvimento de
metodologias de criagdo que eliminem ou reduzam o indéculo deste tipo de
entomopatdégeno ou da seleg¢ao de linhagens destes insetos que sejam livres destes
contaminantes ou ainda resistentes aos mesmos. Dessa forma, os experimentos
para determinacdo das toxicidades destas toxinas e demais efeitos de suas
interacbes sobre as lagartas, poderiam fornecer respostas sem interferéncias
externas tdo agravantes. Caso contrario, os efeitos observados nunca seréo
resultado direto da estratégia em teste, mas sim resultado da combinagcdo da
estratégia em teste com o entomopatégeno “contaminante”, levando a inseguranga
quanto aos resultados encontrados.

Somente a partir da reducéo significante dos efeitos externos provocados por
“‘contaminantes” inseridos nestas populagcdes sera possivel determinar os
verdadeiros potenciais de exploracdo do TharCPV — 14 e das proteinas de B.
thuringiensis no controle de T. arnobia. Estas definicbes sdo importantes para o
futuro do setor florestal brasileiro, que diante dos novos desafios que se anunciam
com as projecdes de expansao das areas e do emprego da biotecnologia a campo,
certamente enfrentara problemas no cenario do controle de insetos-praga,
necessitando cada vez mais conhecer a fundo os mecanismos de acdo de seus

principais agentes de controle utilizados.
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