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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar um novo virus
isométrico, possivelmente do grupo do “CrP-like viruses”, isolado de Thyrinteina arnobia
(Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), a lagarta parda do eucalipto, e avaliar seu
potencial como bioinseticida viral. Os experimentos foram conduzidos nos Laboratorios da
FCA/UNESP, Botucatu, SP e ESALQ/USP, Piracicaba, SP. Thyrinteina arnobia Virus
(TaV), proveniente de lagartas doentes coletadas na regido de Itatinga em 1996 e Lencois
Paulista SP em 1997, foi multiplicado em lagartas de T. arnobia da criagcdo estoque do
laboratdrio. A mortalidade em lagartas de primeiro ao quarto instar foi de 100%. Fémeas
provenientes de lagartas infectadas no sexto instar originaram adultos com fertilidade
bastante reduzida quando comparadas com fémeas sadias. Através de analises de
sobrevivéncia verificou-se a suscetibilidade em cada instar de lagartas de T. arnobia ao
TaV. As lagartas em todos os instares exibiam sintomas caracteristicos de virose. Amostras
das suspensdes do virus purificado foram observadas ao microscopio eletrénico de
transmissdo, sendo visualizada uma grande quantidade de particulas do tipo picornavirus,
de aproximadamente 30 nm em diametro. Particulas menores de 15 nm, sugerindo virus
satélite, também foram detectadas. As proteinas da capa protéica do TaV foram

sorologicamente detectadas usando antissoro produzido em coelho. A capa protéica do
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virus é composta de trés proteinas de pesos moleculares 47, 60 e 66 kDa. O tamanho do

RNA gendmico varia entre 4 a 6 kb. Através de seccdes ultrafinas, verificou-se que a
infeccdo de lagartas de T. arnobia pelo TaV parece limitar-se ao epitélio do tubo digestivo,
onde ocorre acumulo dos virions. Um efeito citopéatico caracteristico foi a formacdo de
corpos multivesiculares, aparentemente derivados de mitocondrias. Ensaios preliminares
indicaram que o TaV ndo infecta Bombyx mori e Spodoptera frugiperda, mas Sarsina
violascens e Iridopsis sp. foram suscetiveis. TaV manteve-se infectivo apos passar pelo
trato digestivo de Podisus nigrispinus, um predador natural de T. arnobia, sugerindo
também seu papel na dispersédo deste virus.

Palavras chave: lagarta parda, virus entomopatogénico, controle bioldgico, microscopia

eletrénica
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PARTIAL CHARACTERIZATION AND PATHOGENICITY OF A VIRUS ISOLATED

OF Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE). Botucatu,
2001. 81p. Tese (Doutorado em agronomia/Protecdo de Plantas). Faculdade de
Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: MARIA DE LOURDES NASCIMENTO

Adviser: CARLOS FREDERICO WILCKEN

SUMMARY

The present work aimed to characterize a new virus, possibility
belonging to CrPV like viruses group, isolated from Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae), the eucalyptus brown looper, and to evaluated its potencial to
use as virus bioinsecticide. The experiments were carried out at the laboratory from
FCA/UNESP Botucatu - SP and ESALQ/USP Piracicaba- SP. Thyrinteina arnobia virus
(TaV) came from sick caterpillars collected in Itatinga, SP in 1996 and in Lencdis Paulista
SP in 1997 and colonies were replicated in T. arnobia caterpillars reared in laboratory. The
caterpillars mortality from the first to the fourth instar was 100%. Caterpillars infected in
the sixth instar and could reach the adult stage showed females with reduced fertility when
compared to health ones. Through the survivorship analysis was possible to verify the
caterpillars susceptibility to TaV in each T. arnobia instar. All larvae instars exhibited
viruses characteristic symptoms. Purified virus suspension samples were observed at the
transmission eletronic microscopy and it was visualized a large quantity of picornavirus
particles measuring about 30 nm of diameter. Shorter particles with 15 nm were detected,
suggesting the existence of satellite virus. The TaV virus cover proteins was serologically
detected using antisera produced in rabbit. This cover is composed by three proteins with
molecular weight of 47, 60 and 66 kDa. The genomic RNA size varies from 4 to 6 kb.
Through ultraslim sections, it was possible to verify that T. arnobia caterpillars infection

due to TaV seem to be limited to midgut epithelium, where there has the virions
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accumulation. The characteristic cytopathic effect was multivesicular bodies formation,

apparently due to mitochondrial derivation. Preliminaries assays indicated that TaV did not
infect Bombyx mori and Spodoptera frugiperda but infected Sarsina violascens and
Iridopsis sp. TaV kept its infectivity after have been passed by Podisus nigrispinus midgut,
a natural predator of T. arnobia, suggesting its role in TaV dispersion in field.

Key words: eucalyptus brown looper, entomopathogenic virus, biological control, eletronic
microscopy



1. INTRODUCAO

A érea plantada de Eucalyptus no mundo é de aproximadamente 10
milhdes de hectares. O Brasil responde por cerca de 30% dessa area. O eucalipto tem sido
a espécie florestal mais utilizada em reflorestamentos homogéneos. A area florestal em
1999 era de 2.965.880 hectares de eucalipto. Em relacdo ao mercado interno o setor de
base florestal brasileiro gera receitas da ordem de US$ 20 bilhdes, oferece 700 mil
empregos diretos e 2 milhdes de indiretos. Contribuiu, em 1999, com US$ 2 bilhdes em
impostos e participou com 4,0 % no PIB nacional. Nesse cenario o Brasil exportou cerca
de US$ 3,5 bilhdes no ano de 1999, sendo que a celulose é o produto de base florestal que
representa participacdo mais expressiva no mercado mundial com 5,2 % dos negocios
internacionais (Sociedade Brasileira de Silvicultura, 1999).

Como qualquer monocultura, o aumento da &rea plantada
proporciona sérios problemas no equilibrio biolégico e o desenvolvimento de pragas,
principalmente insetos desfolhadores como formigas, lepidopteros e coledpteros, cujos
danos geram grandes prejuizos e queda de produtividade. Dentre os lepiddpteros
desfolhadores que tem se destacado pela severidade de seus danos evidencia-se
Thyrinteina arnobia Stoll 1782 (Lepidoptera: Geometridae) que € considerada como a

principal praga entre os lepiddpteros desfolhadores de eucalipto (Anjos et al., 1987;



Branco, 1995).

Considerando-se que o ecossistema de uma floresta homogénea
é bastante fragil, e que o uso de inseticidas convencionais pode trazer sérios danos ao
equilibrio, acredita-se que o0s produtos de baixo impacto ecoldgico, utilizados
isoladamente e/ou em um programa de manejo integrado de pragas possam ser de
grande valia no controle de lagartas desfolhadoras (Zanuncio, 1993).

As viroses de insetos tem sido muito estudadas, devido ao
interesse geral dessas patologias e, mais particularmente, por causa de seu potencial
ambientalmente favoravel ao manejo de pragas (Evans e Shapiro, 1997).

Varios produtos a base de virus tém sido registrados para uso no
controle de pragas nos Estados Unidos e na Europa (OECD 1995), entretanto poucos
sdo comercialmente produzidos no mundo. O melhor exemplo poderia ser atribuido ao
uso do Baculovirus anticarsia para o controle da lagarta desfolhadora Anticarsia
gemmatalis na cultura da soja no Brasil. Mais de um milhdo de hectares sédo
pulverizados anualmente com resultados satisfatorios de controle e retorno estimado de
50 milhGes de ddélares/ano (Moscardi, 1998).

Também o Baculovirus erinnys, para controle do mandarova-
da-mandioca, Erinnys ello vem ganhando destaque em Santa Catarina, Parana e
Nordeste do Brasil. O Baculovirus spodoptera para controle da lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda na cultura do milho, também tem se destacado em Minas Gerais
e Nordeste (Flores et al. 1992)

Os EUA e Canada dispbe de produto comercial registrado a
base de Bacillus thuringiensis (Bt), Nucleopoliedrovirus (NPV) e Granulovirus (VG)
para uso em floresta (Lewis 1981; Huber 1986). Segundo Alves (1997) os produtos
microbianos a base de virus representam 15 % do mercado mundial de biopesticidas.

De acordo com dados do IBAMA (1998), no Brasil apenas trés
produtos bioldgicos sdo registrados para uso em florestas, sdo os produtos a base da
bactéria Bacillus thuringiensis var. kurstaki e var. aizawai, € nenhum produto a base de

virus.
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Trabalhos recentes tem enfatizado a importancia dos virus da

provavel familia Picornaviridae com potencial para o controle de pragas. Nakashima et
al. (1998), estudaram as propriedades de um provavel picornavirus patogénico ao
percevejo Plautia stali (Hemiptera: Pentatomidae). Williamson e Wechmar (1995)
estudaram o efeito de dois virus na metamorfose, fecundidade e longevidade do
percevejo verde Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae). Muscio et al. (1987)
relataram a ocorréncia de picornavirus infectando T. infestans um dos percevejos
transmissores da doenca de chagas. Czibener et al. (2000) sequienciaram completamente
0 genoma do Triatoma virus (TrV). Chao et al. (1986), caracterizaram um virus tipo
picorna isolado de Pseudoplusia includens (Lepidoptera: Noctuidae).

Normalmente virus de insetos do tipo picorna, como sdo
mencionados na literatura, apresentam particulas extremamente pequenas, 0 genoma é
composto por um RNA de fita simples e polaridade positiva. As particulas medem entre
25 a 35 nm em didmetros com formas isométricas ndo envelopadas e simetria
icosaédrica (Scotti, 1994; Stanway et al. 2001).

Os primeiros registros de virus do tipo picorna em lepidépteros
foram em Uganda, em florestas de pinheiro, na década de 70, em infestacBes de
Gonometa podocarpi (Lepidoptera: Lasiocampidae). O surto foi controlado pelo virus
caracterizado posteriormente e referido como Gonometa virus-GoV (Scotti, 1994).

Stanway et al. (2001) analisaram o genoma do CrPV, DCV,
PSIV, RhPV, HiPV e TrV e verificaram que a organizacdo gendmica destes virus difere
dos picornavirus de mamiferos. Os autores sugerem no minimo trés novas familias para
estes virus. Apesar das diferencas fisico-quimicas e bioldgicas entre estes virus, foram
eles agrupadas em um “género flutuante” nomeado “virus tipo paralisia em Grilos”
(Crickt paralysis-like viruses [CrP-like viruses]).

O presente trabalho objetivou caracterizar um novo virus,
possivelmente do grupo do “CrP-like viruses”, isolado de Thyrinteina arnobia
(Lepidoptera: Geometridae), a lagarta parda do eucalipto e avaliar seu potencial como

bioinseticida viral.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Importancia da eucaliptocultura para economia nacional, danos e

controle dos lepidopteros desfolhadores

A érea plantada de Eucalyptus no mundo é de aproximadamente
10 milhdes de hectares. O Brasil responde por 30% dessa area. O eucalipto tem sido a
especie florestal mais utilizada em reflorestamentos homogéneos no Brasil. A area total
florestal em 1999 era de 2.965.880 hectares de eucalipto. O estado de maior plantio de
eucalipto é Minas Gerais com 1.535.290 hectares, seguido de Sdo Paulo com 574.150
hectares. O corte do eucalipto para industrializacdo ocorre aos 7 anos de idade, num
regime que permite até 3 rotacfes sucessivas e econémicas, com ciclo de até 21 anos
(Sociedade Brasileira de Silvicultura, 1999 ).

O Brasil consome cerca de 350 milhdes de m® de madeira rolica
por ano. Em relacdo ao mercado interno o setor de base florestal brasileiro gera receitas
da ordem de US$ 20 bilhdes, oferece 700 mil empregos diretos e 2 milhGes de indiretos.
Contribuiu, em 1999, com US$ 2 bilhdes em impostos e participou com 4,0 % no PIB
nacional. Nesse cenéario, o Brasil exportou cerca de US$ 3,5 bilhdes no ano de 1999,

sendo que a celulose € o produto de base florestal que representa participagdo mais
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expressiva no mercado mundial com 5,2 % dos negdcio internacionais (Sociedade

Brasileira de Silvicultura, 1999).

A adaptacdo de espécies nativas de insetos ao exético
Eucalyptus tem ocorrido de maneira acelerada, em funcdo da riqueza de nossa flora em
representantes de Myrtaceae, familia a qual pertence os eucaliptos. Atualmente existe
no Brasil uma vasta gama de insetos nativos que causam danos de ordem econdmica,
sendo que estes danos vem aumentando de intensidade ano a ano (Anjos et al., 1986;
Zanuncio et al., 1990).

Cerca de 300 espécies de insetos estdo associadas a plantios de
eucalipto, sendo mais de 10% consideradas pragas, pertencentes a varias ordens e
familias e que provocam danos as plantas em todas as fases do seu ciclo silvicultural,
estendendo-se até a madeira processada (Santos et al. 1996).

Berti Filho (1981) relatou que, desde o fim da década de 1940,
os lepiddpteros desfolhadores tém despertado a atencdo dos pesquisadores devido a
acao devastadora de suas lagartas.

Segundo Branco (1995), Anjos et al. (1987,1986 e 1981) e
Otero (1974), ja foram identificadas dezenas de lepidopteros desfolhadores associados
aos plantios de eucalipto no Brasil, dentre os quais destaca-se T. arnobia, considerada a
principal praga desta cultura.

Como qualquer monocultura, o aumento da &rea plantada
proporciona o desenvolvimento de pragas, principalmente insetos desfolhadores como
formigas, lepidopteros e coledpteros, cujos danos geram prejuizos e queda de
produtividade. Dentre os lepiddpteros desfolhadores que tém se destacado pela
severidade de seus danos evidencia-se T. arnobia (Anjos et al., 1987; Branco, 1995).

T. arnobia tem uma distribuicdo geografica que vai desde o
México, América Central até América do Sul (Norte da Argentina) (Pedrosa-Macedo,
1998). No Brasil, existem registros de sua ocorréncia no Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,

Goias, Distrito Federal, Bahia, Pernambuco, Maranhdo, Pard e Amazonas. Conhecida
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como “lagarta de cor parda”, “lagarta mede palmo” ou simplesmente “lagarta parda”

pela coloracdo quase sempre castanha apresentada nos ultimos instares (Berti Filho,
1974, 1981 e 1991; Anjos et al. 1987; Barros et al., 1993 e Cunha et al. 1994).

A ocorréncia de surtos e danos foram registrados por diversos
autores, Berti Filho (1974) mencionou que na fase larval, T. arnobia consome, em
média, 120,58 cm? de érea foliar por lagarta. Conforme Oda e Berti Filho (1978), as
perdas decorrentes do desfolhamento por lagartas de T. arnobia em Eucalyptus saligna
com 2,5 e 3,5 anos de idade, foram de 40,4 % para 100 % de desfolha e de 13,2 % para
50 % de desfolha, apenas no ano subsequente a desfolha, em termos de ganho
volumetrico de madeira.

Atualmente, devido a grande extensdo de area plantada, o risco
de contaminacdo ambiental, o grande porte das arvores, aumento nos custos de
producdo, desenvolvimento de resisténcia das pragas aos inseticidas comerciais e
quebra no sistema de controle natural da floresta, o controle quimico tem sido pouco
utilizado. O controle bioldgico tém demonstrado resultados satisfatorios, principalmente
com uso da bactéria Bacillus thuringiensis.

Diversas empresas de reflorestamentos comerciais de eucalipto
realizam criacdes de predadores como Podisus nigrispinus e Montina confusa e
parasitoides do género Trichogramma para liberacdes nas épocas de surtos. O uso de
virus também pode ser uma alternativa de controle satisfatéria principalmente pela
especificidade a praga alvo, fato este que contribui para que atuem outros inimigos

naturais presentes na floresta.

2.2 - Controle bioldgico de pragas florestais com entomopatogenos

A adocdo de um produto microbiano como pratica de controle
bioldgico tem sido mais freqliente quando o uso dos produtos quimicos ndo é possivel
devido a resisténcia da praga a esses produtos, contaminacdo humana e ambiental.
Nessas situacdes, as vantagens dos produtos biolégicos sdo maiores em relacdo aos

quimicos convencionais, alem de possuirem um histdrico de seguranca sobre o ambiente
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e a saude humana. De acordo com dados do IBAMA (1998), no Brasil apenas trés

produtos biologicos estdo registrados para uso em florestas; sdo aqueles a base da
bactéria Bacillus thuringiensis var. kurstaki e var. aizawai € nenhum produto a base de
virus.

Existem alguns registros de ocorréncia natural de patégenos em
lepidopteros desfolhadores de eucalipto no Brasil. Em 1976, no municipio de Coronel
Fabriciano, MG, ocorreu um surto de Sabulodes caberata caberata Guenéee, 1857 em
300 ha de E. grandis e E. saligna, que foi debelado pela acdo de uma doenga com
caracteristicas virdticas, cujo agente causal ndo foi identificado. Na regido de Jodo
Pinheiro, MG, no periodo de 1983/1986, em condic¢des de campo, surgiu uma epizootia
em lagartas de T. arnobia e que configurou como um dos elementos importantes para a
reducdo da populacdo da praga. Algumas empresas de reflorestamento da regido
chegaram a realizar pulverizacdes em areas infestadas pela praga, com macerado de
lagartas doentes. O agente causal foi enviado para identificacdo, mas nao foi obtido
nenhuma definicdo taxondmica (Zanuncio et al. 1993).

Uma das primeiras tentativas de utilizagdo de virus para
controle de insetos ocorreu em 1942, com a introducdo de um Virus da Poliedrose
Nuclear (VPN) em populacdes de Lymantria monacha, em florestas de Pinus, na
Alemanha (Huber 1986). Balch e Bird (1944) citados por Moscardi, (1998) relataram a
importancia do controle natural exercido por um NPV de Gilpinia hercyniae,
introduzido acidentalmente no Canada junto com parasitdides importados da Europa
para o controle biologico do inseto. Os autores sugeriram a introducdo do NPV em areas
onde o patdégeno ndo havia ainda se estabelecido, para aumentar o controle natural de G.
hercyniae .

Lymantria dispar € uma das principais pragas em florestas da
América do Norte. Seu ataque nestas areas chega a atingir mais de 5 milhdes de acres
por ano (Reuveni, 1995). Em estudos realizados por Reardon e Podgwaite (1976) e
Raimo et al. (1977), citados por Reuveni, (1995), os autores mencionaram uma

correlacdo positiva entre a incidéncia natural do VPN no campo e os parasitoides
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Cotesia melanoscelus e Parasetigena agilis. Fémeas de Cotesia transmitiriam o virus

para lagartas sadias quando em contato com lagartas infectadas. Pulveriza¢des de VPN
e liberacGes destes inimigos naturais, provocaram um controle de 90 % na populacgéo de
L. dispar.

Trabalhos de Woods et al. (1991) e Weseloh e Andreadis (1986)
relataram a dindmica da transmissdo do virus da poliedrose nuclear em populacdes de
campo e de laboratorio de L. dispar. O NPV atua como um importante fator responsavel
na reducdo da alta densidade desta mariposa. A contaminagdo do ambiente pelas fezes
das lagartas doentes e rompimento do tegumento de lagartas em alto estado de infeccao,
desempenharam importante papel no mecanismo de transmissdo do patdégeno bem como
a sua disseminacdo entre e dentro das geracdes de L. dispar. Os autores mencionaram
que as larvas de primeiro instar que morrem mais rapido tendem a acumular-se na
folhagem atuando como fonte de indculo para larvas de instares mais avangado ou
mesmo para surtos posteriores.

Em 1978, o Servico Florestal Americano obteve o registro do
NPV de L. dispar através da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) com o nome de
Gypcheck. A partir dai cerca de 11000 hectares de florestas foram tratadas entre 1978 e
1993. O produto é utilizado no Canada, EUA e Europa (Reuveni, 1995).

Os primeiros registros de virus do tipo picornavirus em
lepidopteros foi em Uganda, em florestas de pinheiro (Pinus patula), na década de 70,
infestadas por Gonometa podocarpi. O surto foi controlado pelo virus que foi
caracterizado posteriormente e denominado Gonometa virus (GoV). O virus foi
recuperado de larvas e pupas infectadas e foi muito eficiente no controle de populacdes
da praga no campo (Scotti, 1994). Entretanto, até 0 momento ndo ha registro de nenhum
produto a base de GoV.

Larvas de himendpteros desfolhadores de florestas,
principalmente do género Neodiprion, incluindo N. sertifer, N. lecontei, e N. suanei, tem
sido motivo de grande esforco de controle através de virus, na América do Norte e na

Europa. O VPN de N. sertifer € o mais utilizado, tendo sido registrado nos EUA, em
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1983, com a marca NEOCHECK . Um isolado do virus foi produzido na Finlandia

pela empresa Kemira OY que até 1982, comercializou este NVP, na regido dos paises
Escandinavos, para pulverizacdo de aproximadamente 9 mil hectares. Em 1983, uma
formulagdo do NVP de N. lecontei, denominada Lecontvirus, foi registrada no Canada.
Este virus foi produzido em campo, através de aplicacdes em florestas de pinheiro
altamente infestadas pelo inseto; as larvas moribundas foram coletadas e congeladas
para posterior, moagem, liofilizacdo e formulacdo (Reuveni, 1995).

Em floresta de Pinus no Canada, as lagartas dos ponteiros
Choristoneura fumiferana, C. occidentali, e C. pinus foram controladas através de
pulverizacdo aérea de Baculovirus, em uma area de 2140 hectares. Em outra area de
16000 hectares, as mesmas pragas foram controladas com o0 mesmo virus no ano
seguinte (Reuveni, 1995). O autor menciona ainda que nenhum registro de epizootia foi
notificado naquela regiéo.

No Brasil apenas trés produtos a base de B. thuringiensis foram
registrados para controle de pragas em florestas. A eficiéncia desta bactéria para T.
arnobia, Sarsina violascens, Eupseudosoma involuta e Euselasia apisaon tem sido
comparavel a dos produtos quimicos no controle destes insetos. Foi em Minas Gerais,
para controle de T. arnobia, que chegou a infestar mais de 300.000 hectares de eucalipto
de uma vez, que o uso de B. thuringiensis, em florestas, tomou um grande impulso.
(Zanuncio et al. 1993).

No Canadd e EUA, varios produtos a base Bacillus
thuringiensis var. kurstaki acham-se registrados para uso em floresta. Pulverizacfes
aéreas tem sido feita com B. thuringiensis var. kurstaki para o controle dos lepdopteros
Lymantria dispar e Orgyia leucostigma (Lep.: Lymantriidae), Choristoneura fumiferana
(Lep.: Tortricidae), Lambdina fiscellaria fiscellaria (Lep.: Geometridae). Apesar dos
resultados serem sempre satisfatorios do ponto de vista de controle, os autores
mencionaram que esta bactéria ndo apresenta especificidade para outras espécies de

lepiddpteros presentes na floresta (Van Frankenhuyzen et al. 1992) .
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2.3 — Caracterizagdo e importancia dos virus tipo “CrP-like viruses”

Embora baculovirus e reovirus tenham recebido mais atencéo,
outros grupos de virus ocorrem em populagdes de insetos e no conjunto tem despertado
interesse em seu potencial uso como bioinseticida (Evan & Shapiro 1997, Maddox
1994).

Segundo Scotti (1994), virus tipo picorna apresentam particulas
isométricas medindo cerca de 30 nm em didmetro. Compreendem trés principais grupos:
virus da paralisia em grilos (CrPV), Drosophila C virus (DCV) e Gonometa virus
(GoV), os quais apresentam propriedades comparaveis aos Picornavirus que infectam
vertebrados.

Os picornavirus de insetos (“CrP-like virus”) na maioria dos
casos replicam-se no citoplasma das células epidérmicas do canal alimentar e ganglios
nervosos. Insetos infectado apresentam movimentos descoordenados por causa da
progressiva paralisia das pernas posteriores e morrem rapidamente. Os ortopteros e
lepidopteros normalmente ndo apresentam sinais da doencga nos primeiros estagios. Ha
casos em que insetos que adquiriram o virus na fase larval mais adiantada (ultimos
instares) apresentam adultos debilitados e inférteis com morte rapida (Reinganum et al.,
1970; Reinganum e Scotti 1976; Scotti, 1994 ).

Virus das familia Picornaviridae, Comoviridae e Caliciviridae
sdo normalmente referidos como tipo picorna, devido a similaridade morfologica das
particulas e propriedades fisicoquimicas, assim como os da familia Sequiviridae.
Picorna e caliciviroses infectam mamiferos, enquanto as comoviroses e sequiviroses
infectam plantas. Muitos virus com propriedades biofisicas similar as picornaviroses
tem sido isolados de varias especies de insetos. Conhecimentos sobre sua sequéncia de
nucleotideos e organizacdo gendmica ainda sdo deficientes e assim suas relacdes

taxondmicas ainda se acham em discussdo (Sasaki et al., 1998).
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Segundo Czibener et al. (2000) e Johnson e Christian (1998),

Drosophila C virus (DCV), Plautia stali intestine virus (PSIV), Rhopalosiphum padi
virus (RpV), Himetobi P virus (HPV), Triatoma virus (TrV) e cricket paralysis virus
(CrPV) sdo virus que apresentam propriedades fisicoquimicas semelhantes aos da
familia Picornaviridae. Entretanto, a organizacdo genémica destes virus difere dos
demais desta familia. Baseado nessa premissa 0s autores sugerem uma nova familia
para aqueles virus.

Rozas Dennis et al. (2000) estudaram quatro métodos para
detectar particulas virais em coldnias de Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae)
coletados no campo e em col6nias de laboratorio.

O DCV foi isolado em populacdes de laboratorio de Drosophila
melanogaster, na década de 1960 (Scotti, 1994). Estudos de Johnson e Christian (1998)
sugerem que, devido a organizacdo gendmica do DCV, este pertenca a uma familia
indefinida. Os autores mencionaram ainda que a capa protéica do DCV apresenta trés
principais proteinas de 31, 30 e 28 kDa. Outras duas também foram encontradas, 37 e
8,5 kDa. Estas proteinas foram nomeadas de VP1, VP2, VP3, VPO e VP4,
respectivamente, por causa da aparente similaridade com os picornaviros. Foi
demonstrado que a proteina VPO do DCV e precursora da VP3 e VP4. Ha evidéncias de
que as proteinas do capsidio sdo transformadas de uma proteina precursora distinta de
cerca de 100 kDa em tamanho. O tamanho da particula é de 28 nm; o genoma apresenta
um RNA variando de 7,3 a 8,8 kb em tamanho.

ComparacOes da seqliéncia de amino acidos de varias proteinas
de virus das familias Sequiviridae, Comoviridae e Picornaviridae demonstraram que o
DCV apresenta algumas similaridades com alguns representantes destas familias, mas
ndo com outros. Estes dados apresentam argumentos para sugerir que o DCV e,
provavelmente, o CrPV devam ser colocados em um grupo a parte (Johnson e Christian
1998).

Virus similares aos picornavirus tem sido encontrados em varias

espécies de afideos, mas poucos sdo purificados e caracterizados. Dentre 0s mais
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estudados pode-se citar, Rhopalosiphum padi virus (RhPV), aphid lethal paralysis

virus (ALPV), Sitobion avenae virus (SAV) e Acyrthosiphon pisun virus (APV). Este
ultimo foi isolado do pulgdo da ervilha Acythosiphon pisum. O APV € isométrico com
didmetro de 31 nm. A capa protéica deste virus é composta de quatro principais
proteinas com massa molecular de 34, 23, 24, e 66 kDa, respectivamente. O genoma é
um RNA de fita simples e polaridade positiva de aproximadamente 10 kb (Van Der
Wilk et al. 1997).

Estudos recentes de Stanway et al. (2001), revelaram que o
APV teria um RNA subgenémico. O APV parece ser filogeneticamente distinto do novo
género, “CrP-like viruses”.

Rhopalosiphum padi virus (RhPV), infecta um limitado nimero
de espécies de afideos, e inclui trés vetores comuns do nanismo amarelo da cevada
(barley yellow dwarf viruses): R. padi (L.), R. rufiabdominalis (Sasaki), e Schizaphis
graminum (Rondani). Apesar de as infeccbes do RhPV ndo apresentarem efeito letal
para os afideos, estes apresentam uma reducdo da longevidade e fecundidade em funcéo
da doenga. Ndo ha registro de replicagdo deste virus nas células da planta, que é
utilizada como reservatorio passivo. RhPV é isométrico com 27 nm em didmetro, capa
protéica composta de trés proteinas de 28, 29 e 30 kDa, analogas as proteinas VP2, VP3
e VP1 dos picornavirus. O genoma do RhPV € de aproximadamente 10 kb, maior do
que os picornavirus. Analises do RNA de fita dupla (dsRNA) sugere que o RhPV
produz RNAs subgendmicos. A sequéncia de nucleotideos sugere a inclusdo do RhPV
Nno mesmo grupo em que se encontram DCV, PSIV e CrPV (Moon et al., 1998).

O CrPV foi descoberto durante um programa de criacdo massal
de grilos (Teleogryllus commodus) em campos da Austrélia, na década de 1960. Os
insetos jovens comegavam com paralisia seguida de morte (Scotti 1994). Moore et al.
(1980) informaram que o CrPV apresenta particula isométrica de 27 nm em didmetro, a
capa protéica composta de quatro proteinas de 34, 32, 31 kDa e uma proteina menor de
43 kDa correspondente a VPO dos picornavirus de mamiferos, apresentou RNA de 7,4 a
8,3 kb.
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Nakashima et al. (1998) estudaram as propriedades de um

possivel picornavirus isolado do percevejo Plautia stali e 0 nomearam como Virus do
Intestino de Plautia stali (PSIV), baseado no sitio de multiplicacdo do virus no intestino
do inseto. Apesar de o PSIV ser sorologicamente distinto do Nezara viridula virus-1, é
capaz de infectar os percevejos N. viridula e Halyomorpha halys.

Sasaki et al. (1998) informaram que PSIV é isométrico com 30
nm de didmetro; sua capa protéica apresenta trés principais proteinas de 33, 30 e 26
kDa, uma proteina média de 35 kDa e uma proteina menor de 4,5 kDa. O genoma € 9,1
kb.

Williamson e Wechmar (1995) isolaram e caracterizaram dois
possiveis picornavirus do percevejo verde N. viridula, N. viridula virus tipo 1 (NVV-1)
e N. viridula virus tipo 2 (NVV-2) e estudaram o efeito destes virus na metamorfose,
fecundidade e longevidade destes percevejos. A longevidade e fecundidade de adultos
infectados foi significativamente menor que a de adultos sadios. A capa protéica do
NVV-1 é composta de trés proteinas de peso molecular 32,1; 31,5 e 30,7 kDa e RNA de
9,4 kb em tamanho. O NVV-2 apresentou uma proteina de 73,8 kDa e duas menores de
16,5 e 13,5 kDa e RNA de 6,2 kb.

Muscio et al. (1987) isolaram um virus com caracteristicas de
picornavirus infectando T. infestans, um dos percevejos vetor do Trypanossoma cruzi
transmissor da doenca de chagas. Os insetos doentes apresentavam movimentos
descoordenados, paralisia das pernas posteriores seguida de morte. As particulas deste
virus mediam cerca de 30 nm de diametros e que ocorriam em abundancia no cérebro,
corpo gorduroso, tubos de Malpighi e intestino.

Chao et al. (1983) caracterizaram um provavel picornavirus
isolado de Pseudoplusia includens com propriedades fisicoquimicas, soroldgicas e
citopatologia semelhantes ao virus da paralisia em grilo, Teleogryllus oceanicus,
(CrPVyic ). Eletroforese em gel de agarose demonstrou que o RNA apresenta uma banda

de peso molecular 5,6 kb e apenas uma proteina de 55 kDa foi detectada. Baseado
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nestes dados os autores sugeriram sua inclusdo no grupo dos CrPV,. (virus da

paralisia em grilo) tendo sido designado como CrPV .

Virus isométrico, de 30 nm em didmetro, foi isolado de um
lepidoptero desfolhador de palméaceas, Latoia viridissima (Lepidoptera: Limacodidae).
A capa protéica é composta de duas principais proteinas (VP1, VP2) de peso molecular,
30 e 31 kDa. O genoma € um RNA de fita simples cujo peso molecular foi de 8,5 kb
(Fediere et al. 1990).

Monsarrat et al. (1995) isolaram um virus do tipo picorna, de 27
nm em didmetro, da lagarta rosada do algodoeiro Pectinophora gossypiela (Lepidoptera,
Gelechiidae). Contudo, este virus ndo apresentou efeito infeccioso esperado a praga
hospedeira apOs passar por processos de purificacdo. A capa protéica apresenta trés
proteinas de 31.7, 32,6 e 47.4 kDa. Particulas do virus foram encontradas no citoplasma
das células epiteliais do intestino dos insetos, formando arranjos paracristalinos. O virus
foi transmitido verticalmente para os insetos adultos.

O GoV foi encontrado infectando Gonometa podocarpi
(Lepidoptera: Lasiocampidae) uma praga de pinheiro (Pinus patula) na Uganda, nos
anos 70. O virus foi recuperado de larvas e pupas infectadas e foi muito eficiente no
controle de populacdes da praga no campo. As lagartas de G. podocarpi infectadas pelo
GoV apresentaram degeneracdo de mitocdndrias e membrana celular e o citoplasma
ficou tomado por particulas virais. As células do trato digestivo foram afetadas e as
células do corpo gorduroso foram completamente degeneradas (Scotti, 1994)

2.4 — Caracterizacdo de virus

A avaliacdo das relagbes evolucionérias entre os principais
grupos de microrganismos entomopatogénicos e o delineamento do conceito de espécie
sdo ainda pouco conhecidos para muitos organismos com potencial como agente de

controle bioldgico (Sosa-Gomez et al., 1998).
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Virus de insetos tem despertado interesse desde as

descobertas iniciais, devido ao interesse geral no entendimento das patologias induzidas
e mais particularmente por causa do seu potencial ambientalmente favoravel ao manejo
de pragas. Durante muitos anos sua identificacdo era baseada somente nos sintomas,
fato esse que originou varios nomes descritivos baseado na etiologia da doenga.
Somente nos anos 40 e 50 através dos trabalhos pioneiros de Steinhaus (1956) citado
por Evans & Shapiro (1997), foi possivel a identificacdo do agente causal dessas
doencas em insetos. Através das técnicas de microscopia eletrdnica foi possivel
descrever varios grupos de virus de acordo com as combinagcfes de sintomas e
caracteristicas morfologicas da particula. O desenvolvimento de técnicas bioquimicas e
moleculares a partir dos anos 60 e seu continuo refinamento abriu 0 caminho para mais
detalhes taxondmicos destas viroses e a identificagdo tem se tornado mais rapida (Evans
& Shapiro 1997).

O diagnostico para identificacdo usando microscopia eletrénica,
é uma ferramenta efetiva para distinguir as principais caracteristicas dos grupo de virus.
Secgdes ultra finas de tecidos do corpo e 6rgdos ou preparacbes de virus purificadas
pode revelar um diagndstico das caracteristicas necessarias no processo de identificacéo
(Evans & Shapiro 1997). Evidentemente essas caracteristicas devem ser relacionadas
com as mencionadas na literatura para o grupo de virus em questao.

As técnicas bioquimicas e moleculares utilizadas no processo de
caracterizacdo de um virus podem ser consideradas como uma ferramenta de
confirmacéo ao exposto em microscopia eletrénica quanto as caracteristicas da particula
nas células dos hospedeiros. Sdo procedimentos especializados de custo relativamente
alto, que pode fornecer informac6es precisas de género e até de espécies de virus dentro
de um determinado grupo (Evans & Shapiro 1997).

A caracterizacdo soroldgica tem suas bases na capacidade que
possui 0 sistema imunologico dos vertebrados, de reconhecer as moléculas estranhas
(antigenos) ao sistema. Como resultado da estimulacdo do sistema imunoldgico sdo

produzidas proteinas denominadas anticorpos, que interagem em reacfes especificas



20
(antigeno-anticorpo), as quais podem ocorrer “in vitro”, formando complexos de

baixa solubilidade, que podem ser visualizados ou avaliados, quantitativamente ou
qualitativamente (Sosa-Gomez et al., 1998).

Por volta de 1960, foi possivel pela primeira vez organizar um
sistema de classificagdo baseado inteiramente nas propriedades do préprio virus, por um
comité de especialistas, denominado International Committee of Virus Taxonomy
(ICTV). Foi proposto um sistema de classificacdo hierarquica considerando em ordem
de importéncia: tipo de acido nucléico (DNA ou RNA), forma da particula (helicoidal,
isométrica e complexa) e presenca ou auséncia de membrana. Com relacdo a morfologia
dos virus, os estudos feitos ao microscopio eletrébnico mostraram inicialmente uma
grande variedade de formas, mas exames mais detalhados, feitos apds a introducdo da
técnica de contrastacdo negativa, evidenciaram essencialmente que todos os virus
poderiam ter: forma helicoidal, quando as subunidades protéicas se dispdem em hélice;
isométrica (ou icosaedral) quando essas subunidades formam um envoltério de forma
icosaedral (s6lido geométrico de vinte faces triangulares). Com relacdo a nomenclatura
dos componentes virais, 0 complexo protéico que protege o acido nucléico nas
particulas, usualmente formado por um namero limitado de polipetideos, é denominado
de capsidio e as subunidades que o compde, de capsémero. O conjunto &cido nucleico e
capsideo é referido como nucleocapsideo (Ribeiro et al. 1998).

O ICTV relne-se periodicamente para promover ajustes na
classificacdo e analisar as propostas de inclusdo/excluséo/alteracdes/fusbes de espécies,
géneros, familias etc., e produz um relatorio atualizando a taxonomia dos virus. O
ultimo comité, dirigido por Murph e outros, produziu o relatério em 1995. Quando
existem informacdes suficientes reconhece-se uma dada espécie de virus indicando-lhe
um género (tentativas de se usar nomenclatura binomial latina foram abandonadas). Os
géneros sao reunidos em subfamilias ou familias, e apenas uma ordem esté reconhecida
(Monegavirales). A terminologia taxondmica formal, adotada pelo ICTV sugere 0 nome
da familia seguido do género em italico e 0 nome do inseto hospedeiro. No caso da

familia Picornaviridae os géneros reconhecidos s6 ocorrem em virus que infectam
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apenas vertebrados, mas ha& varios que atacam insetos e aguardam definicdo

taxonémica (Ribeiro et al. 1998).

Um novo grupo de estudos dos virus da familia Picornaviridae
membros do ICTV, informaram que o0s virus tipo picorna descritos até agora
permanecem sem definigdo taxondmica. Pesquisas tem demonstrado que a organizagéo
gendmica destes virus difere das picornaviroses de mamiferos, e sugerem no minimo
trés novas familias para agrupa-los. Apesar das diferencas fisicoquimicas e bioldgicas
entre estes virus, todos foram agrupadas num “género flutuante” nomeado “viroses tipo
paralisia em Grilos” (Cricket paralysis-like viruses [CrP-like viruses]) (Stanway et al.
2001).

Mais recentemente, a identificacdo precisa de isolados se tornou
um pré-requisito para o registro e a obtengdo da patente de um produto comercial. Isto
facilita o acompanhamento da pureza durante o0s processos de producdo e
comercializagdo dos agentes de controle microbiano, monitoramento da eficiéncia e da

persisténcia do isolado no meio ambiente (Sosa-Gomez et al., 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia do Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas da UNESP, Botucatu e Laboratério de Virologia Vegetal do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola, da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”. A parte pertinente a microscopia eletronica de
transmissao foi realizada no NAP/MEPA, ESALQ/USP.

3.1 - Criacdo de T. arnobia

Lagartas de T. arnobia provenientes da criacdo estoque do
Departamento de Producdo Vegetal da UNESP Campus de Botucatu, foram criadas
conforme Wilcken (1997), para multiplicacdo do virus e para testes de patogenicidade.
As lagartas foram alimentadas com dieta artificial conforme Wilcken (1997).
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3.2 - 0rigem do virus

Lagartas mortas e apresentando sintomas de infec¢do por virus
foram coletadas no campo durante um surto de T. arnobia em florestas de E. grandis
nos municipios paulistas de Itatinga em 1996 e Lencdis Paulista em 1997. As lagartas

foram armazenadas em congelador a - 20°C.

3.3 - Descricao e adaptacdo da metodologia de multiplicacdo do virus

Lagartas infectadas com o virus provenientes de areas de
Eucalyptus foram levadas ao laboratério para multiplicacdo do virus. As lagartas foram
maceradas na presenca de tween 80® e misturadas em &gua destilada esterilizada (10
lagartas grandes mortas ou 20 pequenas para 7,0 ml de agua). A suspensdo viral foi
filtrada em gaze ou algoddo, sendo estes esterilizados em lampada germicida antes do
uso. Lagartas provenientes da criacdo estoque (de primeiro ao sexto instar) foram
alimentadas com folhas de Eucalyptus grandis previamente pulverizadas com a
suspensdo viral preparada. Lagartas infectadas no laboratério foram mantidas em
condigdes controladas de temperatura ( 25 =+ 2 °C) umidade relativa ( 60 + 5%) e
fotofase de 14 horas. Lagartas mortas durante o ensaio foram armazenadas em freezer a

-10 °C, para purificacdes posteriores do virus.

3.4 - Descricao e adaptacéo das metodologias de purificacdo do virus

O virus foi purificado por duas metodologias diferentes. A
primeira foi baseada em trabalhos de Nakashima et al. (1998), Wiliamson and von
Wechmar (1992), com algumas modificacdes. Lagartas mortas com o virus no
laboratério foram maceradas e misturadas com tampéo fosfato (KH,PO4 e Na,HPO,)
0,1M, pH 7,2, 10 ml de tampdo por grama de tecido de lagarta. A suspensao viral foi
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filtrada em gaze e em seguida centrifugada a 10.000g (8.000 rpm), em ultra

centrifuga (rotor ss 34) por 20 min. O sobrenadante foi centrifugado em colchdo de
sacarose a 100.000g (29.000 rpm), em ultra centrifuga (rotor T30) por duas horas. O
precipitado foi dissolvido em tampé&o fosfato 7,2 depositado em gradiente de cloreto de
césio (CsCl) a 34 % e centrifugado a 39.500 rpm por 16 horas, a 6°C (rotor SWA41),
conforme metodologias de Chao et al. (1983), Chao et al. (1986) e Nakashima et al.
(1998) com algumas modificacdes. A banda contendo o virus foi coletada com auxilio
de uma pipeta de Paster e ap0s dialise foi armazenada.

O segundo processo utilizado na purificagdo do virus segue a
metodologia descrita por Van Den Heuvel et al. (1997). os insetos foram triturados em
ligtidificador com tampdo fosfato 0,1M, pH 7,1, numa proporc¢do de 7 ml/g de tecido de
inseto. O extrato foi clarificado adicionando-se 1:1 (v/v) de cloroférmio e 1-butanol e
centrifugado a 10.000 rpm (rotor GSA) por 15 minutos. Coletou-se o sobrenadante e
adicionou-se triton X-100 (1% v/v), polietilenoglicol 8000 (PEG) (8% v/v) e cloreto de
sodio 0,4M, respectivamente. A suspensao foi agitada por uma hora, seguida de repouso
de uma hora. Em seguida centrifugou-se 12.000 rpm por 20 minutos. O pellet formado
foi ressuspendido em tampdo fosfato e depositado sobre colchéo de sacarose de 15 % e
centrifugado a 29.000 rpm por 3 horas (rotor T30). O pellet formado foi ressuspendido
em tampdo fosfato e depositado sobre gradiente de equilibrio de cloreto de césio,
constituido de cinco camadas (1,2-1,6 g/cm®) e centrifugado por 16 horas a 31.000
(rotor SW 41). As bandas formadas foram coletadas e dializadas.

Foi feita dialise em tampdo fosfato 0,1M diluido (1/10 do
volume inicial) (150 ml de tampéo fosfato 0,1M para 1350 ml de agua destilada), a 4 °C
por 18 horas, com 3 trocas de tampdo a cada 6 horas, utilizando-se membrana de
celulose (Dialysis Tubing) com uma porosidade de 25 Angstrons. Em seguida o virus
foi coletado e armazenado em freezer a —20 °C para avalia¢Oes posteriores.

As preparacdes virais foram analisadas em espectrofotémetro de
luz ultravioleta, usando-se a faixa de comprimento de onda de 260 a 280 nm. As
suspensdes do purificado nas duas metodologias descritas foram transferidas para



25
telinhas de cobre cobertas com Formvar® e posteriormente contrastadas com acetato

de uranila 1%, e examinadas em microscopio eletronico de transmissdo Zeiss EM 900

3.5 - Microscopia eletrénica

Extratos brutos, semi purificados, e purificados obtidos a partir
de lagartas de T. arnobia sadias e lagartas exibindo sintomas de viroses,
experimentalmente infectadas em laboratério, foram examinados ao microscopio
eletronico de transmissdo para visualizacdo das particulas do virus. As preparacdes
foram contrastadas negativamente com acetato de uranila 1% e examinadas ao
microscopio eletrdnico de transmissdo (técnica de imersdo rapida “leaf dip”).

Para visualizacdo dos virions in situ, lagartas de T. arnobia
sadias ou infectadas experimentalmente com virus foram dissecadas em solucdo de
Ringer e fragmentos de diferentes partes do corpo (intestino, musculo, ectoderme)
imersos imediatamente numa solucdo fixadora de Karnovsky modificado (2,5%
glutaraldeido +2% paraformaldeido em tamp&o cacodilato de sodio pH 7,2, 0,05M +
CaCl, 0,001M). Apo6s 2-6 h de fixacdo os tecidos foram lavados no tampao e fixados por
2 horas em tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampdo, desidratados em uma série
crescente de acetona, infiltrado e emblocado na resina de baixa viscosidade Spurr. Os
blocos foram seccionados em um ultramicrétomo Leica Ultracut UCT equipado com
navalha de diamante Diatome. As seccOes foram coletadas em telinhas de cobre
150/200 mesh cobertas com pelicula de Formvar®, contrastadas com acetato de uranila
3% e citrato de chumbo de Reynolds (Kitajima & Nome, 1999) e examinadas em um

microscopio eletrdnico de transmissédo Zeiss EM 900.

3.6 - Producéo do antissoro

Para a producéo de antissoro em coelho foi utilizado um animal

da raca Nova Zelandia, com aproximadamente 3 meses de idade, cedido pelo Biotério
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da UNESP. Inicialmente foi coletada uma amostra de sangue do animal para obtencéo

de soro normal. A preparacdo viral purificada foi emulsionada com adjuvante
incompleto de Freud em iguais proporcdes, sendo a mistura injetada via intramuscular
na coxa do animal. Semanalmente foi aplicado 1 ml da emulsdo contendo 200 ul do
virus purificado, num total de 5 imunizagdes. Uma semana ap0s a ultima injecdo, o
sangue foi coletado através de cortes feito na veia marginal da orelha do coelho. Foram
coletados em torno de 30 ml de sangue. ApoOs a coagulacdo, o soro foi coletado e
centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos. O soro sanglineo foi transferido para
recipientes eppendorf, os quais foram etiquetados e armazenados a —20 °C, conforme
metodologia desenvolvida por Chao et al. (1983), Chao e et al. (1986).

3.7-PTA-ELISA

Para verificar a presenca do virus de T. arnobia, foi feito o teste
sorolégico ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”), do tipo PTA (“Plate
Trapped Antigen”), com algumas modificagdes da forma descrita por Mowat & Dawson
(1987). Utilizou-se o antissoro produzido para esta finalidade. Lagartas sadias e
infectadas foram maceradas individualmente em almofariz na presenca de tampao
carbonato (0,015 M Na,CO3;, NaHCO3; pH 9,6) ao virus purificado também foi
adicionado o mesmo tampao, na dilui¢cdo de 1:20, sendo entdo colocados 100 ul destas
amostras por pocinho, em uma placa de ELISA, usando o minimo de 2 pocinhos por
amostra. Promoveu-se a incubacdo por 1,5 hora a 37°C, seguida de 3 lavagens
consecutivas com PBS-Tween (0,0015 M KH; PO,4, 0,14 M NaCL, 0,004 M Na; POy, ,
0,003 M KCI, pH 7,4 + 0,5 mL Tween 20/L), adicionando-se posteriormente 100 pl de
antissoro especifico diluido 1:1000 em tamp&o Tris-HCI, (0,2 M Tris-HCL, 0,15 M
NaCl, pH 7,2). Novamente a placa de ELISA foi incubada por 1,5 hora a 37°C e lavada
com PBS-Tween 3 vezes consecutivas. Posteriormente 100 pl de imunoglobulina G
(IgG) conjugada com fosfatase alcalina (SIGMA A-8025), diluida 1:32.000 em tampé&o
Tris-HCI, pH 7,2 foram adicionados em cada pocinho, promovendo-se a incubacéo e as
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lavagens como detalhadas para as fases anteriores. Decorrido o periodo de 1,5 h

foram colocados 100ul do substrato p-fosfato de nitrofenil (SIGMA N-9389), diluido
em dietanolamina (0,6 mg/ml), em cada pocinho. O substrato foi incubado a
temperatura ambiente, no escuro, por 30 a 60 minutos. A reacdo foi avaliada medindo-
se a absorbancia a 405 nm em leitor de ELISA da marca Metertech £ 960. Uma amostra
foi considerada positiva quando seu valor de absorbancia foi superior a 3 vezes o valor
de absorbancia de macerados de lagartas sadias. Amostras de lagartas infectadas com o
virus a ser testado e o virus purificado, denominado controle positivo, e as amostras de
lagartas sadias, controles negativos, foram utilizados em cada teste.

Também foi realizado o teste sorologico ELISA para as lagartas
dos testes de especificidade utilizando-se 0 mesmo antissoro. As espécies utilizadas
foram: Bombyx mori (Lep.: Bombycidae), Sarsina violascens (Lep.: Lymantriidae),
Iridopsis sp, (Lep.: Geometridae) e Spodoptera. frugiperda (Lep.: Noctuidae).

3.8 - Coloracéo do gel de poliacrilamida

O gel foi removido das placas de vidro e incubado no fixador do
gel por 15 minutos em agitador (agitacdo leve e constante). Em seguida o fixador foi
removido e o gel foi incubado no corante coommassie stain 0,1 % por mais 15 minutos.
Apos os procedimentos mencionados, o gel foi incubado em solucéo para descolorir por

aproximadamente 18 horas e fotografado em seguida.

3.8.1 — Transferéncia do gel de poliacrilamida para membrana de

nitrocelulose (Técnica de Western Blot)

Lagartas de T. arnobia sadias e infectadas com virus foram
maceradas e misturadas em tampédo TE 1X (Tris 1,0 M, pH 7,4, EDTA 0,5 M, pH 8,0)
na proporcao de 0,25 g de amostra para 500 ul de tampdo. Desta suspensdo retirou-se

200 pl e misturou-se a 200 ul de tampéo de dissociagédo (TRIS 0,5 M, pH 6,8, SDS 5%,
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-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0,05%, glicerol 5%). A suspensdo assim

preparada foi colocada em eppendorfs e levemente homogeneizada. A desnaturagéo das
proteinas foi completada incubando-se as amostras em agua fervente por 5 minutos,
seguida de centrifugacdo a 5.000 rpm por 5 minutos (centrifuga 5415 c).

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), utilizando-se um
aparelho “Bio Rad Mini Protean I11”. O gel de separacdo foi composto por acrilamida
12,5%, &gua destilada, TRIS 1,5 M, pH 8,8, SDS 0,1%, APS 0,1 % e TEMED 0,033 %
e o gel de empilhamento (carregamento) por acrilamida 4%, agua destilada, TRIS 1,0
M, pH 6,8, SDS 1%, APS 1% e TEMED 0,05%. Cada canaleta recebeu em média de 7 a
10 pl da amostra a ser analisada. Uma canaleta recebeu 7 ul de proteinas marcadoras,
com peso molecular na faixa de 10 a 250 kDa (Raimbow, Amersham LIFE SCIENCE).
Promoveu-se a eletroforese por 20 minutos a 95 Volts, até a linha frontal do azul de
bromofenol atingir o gel separador. Em seguida a voltagem foi elevada para 125 Volts.
A corrida foi interrompida quando as amostras chegaram na base gel.

Posteriormente as proteinas separadas no gel de poliacrilamida
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, empregando-se tampéo de
transferéncia (TRIS 1,0 M, glicine 1,5%, metanol 20%). A transferéncia foi feita em um
aparelho “Bio Rad Mini Trans-blot cell”, por 90 minutos a 0,25 mA.

A membrana contendo as proteinas das amostras foi submetida
a uma reacao sorologica, a fim de revelar a presenca da proteina da capa protéica do
virus analisado. Inicialmente a membrana foi lavada por 2 a 3 minutos com TBS (TRIS
0,002 M, pH 7,4 , NaCL 0,15 M + Tween 20 {0,05%}). Em seguida foi incubada em
TBS/Tween contendo 7 % de leite em pd desnatado, por 30 minutos a temperatura
ambiente. Transferiu-se a membrana para uma suspensdo de anticorpo especifico contra
0 virus a ser testado, diluido 1:1.000, em TBS/Tween contendo leite em pd desnatado
7,0%, incubando-a sob agitacdo constante, durante 3 a 4 horas, a temperatura ambiente
(ou durante a noite a 4°C). A membrana foi lavada por 2 a 3 minutos, 3 vezes,

consecutivamente, com TBS/Tween. A seguir a membrana foi incubada, por 2 a 3 horas
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sob agitacdo constante a temperatura ambiente, em uma solucdo contendo

imunoglobulina G (IgG) conjugada com fosfatase alcalina (SIGMA A-8025), diluida
1:32.000 em TBS/Tween + leite em po6 desnatado 7,0%. Depois desse periodo lavou-se
a membrana em TBS/Tween, durante 2 a 3 minutos cada vez. Finalmente adicionou-se
0 substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolyl fosfato/nitro blue tetrazolium, pH 9,5
(NBT/BCIP — SIGMA B-5655), diluido em agua destilada, adicionou-se 50 pl do
substrato NBT, 25 ul de BCIP e 1,0 ml de tampédo AP Buffer ( Fosfatase alcalina 10 X)
e completou-se o volume para 10 ml de &gua destilada. Parou-se a reacdo lavando-se a
membrana com agua destilada. O peso molecular das proteinas da capa protéica foram
medidos através do programa estatistico Imager Master® VDS (Sotwares version 3) —

Phamacia Biotech.

3.9 — Extracdo de RNA total e isolamento do RNA a partir de virus

purificado

Pesou-se 0,4 g de lagarta infectada e macerou-se em almofariz
com gelo seco. As lagartas maceradas adicionou-se 900 ul de STE, 50 ul 10% de SDS,
1000 ul phenol/cloroférmio e 20 ul de B-mercaptoetanol. Os ingredientes foram bem
misturados e transferidos para tubos plasticos (eppendorfs) e centrifugados por 15
minutos, a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e
adicionado 500 pl de fenol cloroférmio e novamente centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para tubo onde depositou-se 50 ul de
acetato de sdédio (3 M, pH 5,2), adicionou-se também 1 ml de etanol 95% (alcool
etilico). Homogeneizou-se levemente e armazenou-se a —20°C por uma hora e meia. Em
seguida centrifugou-se as amostras a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apos esta fase,
o etanol foi retirado ficando o pellet, este foi ressuspendido em 500 ul de alcool 70 % e
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pelete foi

deixado para secar dentro do ependorfe por aproximadamente 20 minutos. Em seguida o
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pellet foi resuspendido em 100 pl de ddH,0O; 0.2 ul 0,1M de DTT e 0,2ul de inibidor

de RNase.

Metodologia de isolamento do RNA a partir de virus purificado

Em eppendorf, depositou-se 20 ul de SDS 20% em 200 pl de
virus purificado. Incubou-se a 55°C em banho maria por cinco minutos. Em seguida
adicionou-se igual volume de Tris fenol, pre-aquecido a 55°C, homogeneizou-se por
cinco segundos em agitador de tubos e centrifugou-se a 10.000 g por dois minutos.
Removeu-se a fase aquosa, adicionou-se igual volume de cloroférmio (alcool isoamil:
cloroférmio) na propor¢édo de 24:1. Agitou-se por 5 segundos e centrifugou-se a 10.000
rpm por um minuto. Removeu-se a fase superior e adicionou-se 0,5 volume de acetato
de amoénia 7,5M e 2,5 volume de etanol gelado 100%. Os eppendorfs foram
homogeneizados delicadamente e armazenados a -20°C por uma hora. Em seguida
centrifugou-se a 12.000 g por 25 minutos. Ao pellet formado adicionou-se 200 ul de
etanol gelado a 70%. Centrifugou-se a 12.000 g por 5 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e o pellet formado permaneceu por 15 minutos exposto para evaporar o
excesso de liguido. Apds este tempo, o pellet foi ressuspendido em 20 ul de tampéo TE
livre de RNase. Todo o processo de extracdo do RNA foi feito a 4°C. O gel de agarose
foi preparado a 0,8 % em tampdo TBE (1/10 do volume inicial) e brometo de etidio
0,05%. As amostras contendo RNA foram preparadas usando-se blue juice e H,O DPC
livre de Rnase. Foi colocado uma média de 10 ul de RNA por canaleta. O marcador foi
preparado usando-se DNA Ladder (250 a 10.000 pares de bases) e o corante Loading

Dye, foi adicionado 6 ul por canaleta.

3.10 - Analise de sobrevivéncia para verificar patogenicidade e/ou
especificidade do virus em lagartas de T. arnobia e em outras espécies de

lepiddpteros
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Foram realizados testes com outras espécies de lepidopteros

para verificar possiveis efeitos patogénicos do virus de T. arnobia em B. mori, S.
violascens, Iridopsis sp, e S. frugiperda. Grupos de 30 insetos de cada espécie
mencionada, (com excecdo de B. mori e S. frugiperda, cujo n=50), foram mantidos
individualmente em potes de acrilico e alimentados por um dia com folhas de
Eucalyptus grandis previamente pulverizadas com extrato bruto de lagartas doentes.
Para B. mori foram oferecidas folhas de amora e para S. frugiperda, folhas de milho.
Todas as folhas foram previamente descontaminadas com hipoclorito de sédio (4,0%) e
lavadas por quatro vezes em agua esterilizada, conforme recomendacdes de Moscardi et
al. (1996). Para obtencéo do extrato, macerou-se 10 lagartas doentes e adicionou-se 7 ml
de &gua destilada esterilizada. A mistura foi entdo coada em algoddo esterilizado e
aplicado 200 ul em cada folha. Para cada espécie foi utilizado um grupo de insetos
como controle e receberam como alimento folhas pulverizadas com agua destilada

esterilizada.

3.10.1 — Testes para avaliar a patogenicidade do virus em fezes do
predador Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)

Foram também realizados testes com o predador P. nigrispinus
(5 casais individualizados). Aos predadores foram oferecidas lagartas de T. arnobia
vivas, cinco dias apés infectadas com o virus. Os predadores foram alimentados com
essas lagartas doentes durante aproximadamente 10 dias. Todos os dias foram coletadas
as fezes, e misturadas com &gua destilada e armazenadas em freezer para testar a
viruléncia das particulas virais eliminadas por estes predadores em lagartas de T.
arnobia sadias. Para o grupo de predadores do controle foram oferecidas lagartas sadias.

Apos se alimentarem com folhas contendo as fezes e provaveis
particulas virais, as lagartas mortas foram submetidas a processo de purificacdo. O

purificado foi avaliado em microscépio eletronico.
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3.10.2 - Andlise estatistica

Ao conjunto de dados obtidos, foram aplicadas técnicas de
Analise de Sobrevivéncia — area da estatistica que estuda tempo até a ocorréncia de um
evento, no caso morte dos hospedeiros. E comum nesse tipo de dados a presenca de
observacdes censuradas, isto €, por algum motivo ndo foi possivel observar a ocorréncia
do evento (o individuo sobreviveu ao tempo de estudo ou morreu por outra causa).

Deste modo, inicialmente, foram utilizadas técnicas néo
paramétricas para o ajuste das curvas de sobrevivéncia para cada instar, dentro de cada
hospedeiro, através do estimador de Kaplan-Meyer (1958). Para verificar a existéncia de
possiveis diferencas (com relacédo a sobrevivéncia) entre os instares, foi utilizado o teste
Log-Rank — cuja estatistica tem assintoticamente distribuicdo Qui-Quadrado. Numa
segunda etapa, foi ajustado o modelo semi-paramétrico de Cox (1972), com o qual foi

possivel obter a razdo de risco entre dois instares e compara-los pelo Teste de Wald.

Ao conjunto de dados referentes a oviposicdo dos insetos
adultos foi aplicada uma analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Multiplicacéo do virus em coldnias de laboratério

TaV proveniente de lagartas coletadas doentes (nos municipios
paulistas de Itatinga em 1996 e Lencdis Paulista em 1997), foi multiplicado em coldnias
de lagartas de T. arnobia da criacdo estoque do laboratdrio de criacdo de insetos. Foram
elaboradas anélises de sobrevivéncia para cada instar que serd discutida no item 4.7. A
mortalidade em lagartas de primeiro ao quarto instar foi 100%. Lagartas infectadas no
sexto instar e que atingiram a fase adulta apresentavam fémeas com fertilidade bastante
reduzida quando comparadas com fémeas sadias (Quadro 1).

O presente estudo concorda em parte com 0s resultados obtidos
por Williamson e Wechmar (1995) que estudaram o efeito do N. viridula virus tipo 1
(NVV-1) e N. viridula virus tipo 2 (NVV-2), na fecundidade e longevidade do
percevejo verde Nezara viridula. Os autores verificaram que a longevidade e
fecundidade de adultos infectados foi significativamente reduzida em comparagdo aos
insetos sadios.

Rozas Dennis et al. (2000) verificaram que o Triatoma virus

(TrV) provoca alta mortalidade nos primeiros instares do T. infestans. Os insetos de
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ultimo instar que sobreviveram a infeccdo apresentaram significativa reducdo na

fecundidade.

As lagartas em todos o0s instares exibiam sintomas
caracteristicos de virose, como perda de liquidos através do aparelho bucal, fezes
pastosas, interrupcdo do processo alimentar em torno de 24 horas apds ingestdo de
folhas contaminadas. Depois de mortas apresentavam o tegumento flacido rompendo-se
com facilidades. Ndo foi verificado sintoma de paralisia entre as lagarta doentes como
os relatados para CrPV e DCV (Reinganum & Scotti, 1976; Scotti, 1994).

Quadro 1. Numero médio de ovos e percentual de eclosdo de Thyrinteina arnobia (Stoll,

1782) provenientes de lagartas sadias e infectadas com TaV. Botucatu (SP),

2001.
Adultos sadios Adultos infectados
VC DMS
N® médio de ovos 8438a 543,8b 35,0 20,9
Ecloséo (%0) 923a 319b 31,7 16,6

Médias seguidas por letras diferentes nas linhas diferem significativamente pelo teste Tukey (P<0,05)

4.2 — Purificacdo do virus de T. arnobia

Foram feitas 8 purificacGes do virus de T. arnobia a partir de
lagartas infectadas experimentalmente em laboratorio. As metodologias utilizadas
mostraram-se bastante eficientes. Amostras das suspensfes do virus purificado foram
observadas ao microscopio eletrdnico de transmissdo, sendo visualizadas uma grande
quantidade de particulas do tipo picornavirus de aproximadamente 30 nm em diametro.
Particulas menores de 15 nm, sugerindo virus satélite, também foram detectadas (Figura

2B). Através da segunda metodologia de purificacdo foi possivel separar as particulas
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de 30 nm das de 15 nm. Nas primeiras purificagdes ndo foi possivel observar a

presenca dessas particulas menores nas amostras do purificado, pois as lagartas eram
coletadas mortas para a purificacdo. Estudos de Bilichen-Osmond e Gibbs (2001)
demonstraram que em infecgdes por picornavirus entre 6 e 10 horas apds infeccdo
comecga 0 processo de lise nas células e liberacdo de particulas virais. Ap6s 48 horas
grande quantidade de particulas podem ser encontradas. Baseado nestes estudos
acredita-se que os insetos mortos provavelmente ja tenham eliminado grande quantidade
de particulas. Segundo Chao et al. (1983) que caracterizaram um virus isométrico de
Pseudoplusia includens, o ideal ndo é esperar que o0 inseto morra pois muitas particulas
virais sdo eliminadas através das fezes.

TaV purificado foi aplicado as folhas de Eucalyptus grandis e
oferecidas as lagartas sadias para avaliar a infectividade das particulas. Os sintomas
verificados foram idénticos aos sintomas observados por lagartas que foram alimentadas
com folhas pulverizadas com extrato bruto de lagartas doentes. Entretanto as lagartas
que foram alimentadas com o virus purificado, em todos os instares avaliados, levaram

mais tempo para morrer (Figura 1).

9 | m Extrato de lagarta

doente
® Virus purificado

Dias 951

Instares
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Figura 1. Numero médio de dias que as lagartas de Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
levaram para morrer apos se alimentarem com folhas de Eucalyptus grandis
pulverizadas com extrato de lagartas doentes e virus purificado. Botucatu
(SP), 2001.

Uma possivel explicacdo seria a grande quantidade de particulas
vazias do virus sem RNA, sem infectividade, que se acumula durante o processo de
purificacdo (Williamson e von Wechmar, 1992). Verificou-se também que ap6s 30
horas mais de 90% dos insetos que ingeriram tanto extrato de lagartas doentes quanto
virus purificado paravam completamente o processo alimentar.

Esse fato também foi verificado por Monsarrat et al. (1995) para
Pectinophora gossypiela (Lepidoptera: Gelechiidae) em que o periodo larval foi
significativamente prolongado e a mortalidade foi menor a medida em que 0s insetos
avangavam em seus instares, quando estes ingeriram particulas virais purificadas.

Outra hipotese pode estar relacionada com a pureza do material
que foi oferecido as lagartas de T. arnobia. O extrato bruto de lagartas doentes pode
conter outros microrganismos que potencialize o efeito do virus nos insetos levando os a

morrerem mais rapido.

4.3 - Microscopia eletrénica

Particulas isométricas de cerca de 30 nm foram encontradas
consistentemente nos extratos de lagartas infectadas (Figura 2 A), mas ndo de sadias.
Em preparacOes purificadas a partir de lagartas infectadas, foram constatadas
predominantemente particulas de 30 nm em didmetro, mas houve ocorréncia também de
particulas isométricas menores de 15-17 nm em didmetro (ponta da seta -Figura 2 B).

Em seccOes ultrafinas, particulas de 25 a 30 nm, semelhantes as

encontradas em extratos e preparacdes purificadas, (Figuras 2 A e B), foram
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consistentemente encontradas no epitélio do intestino de lagartas doentes (Figuras 3

A, 3B, 3C, 3D e3E), mas ndo nas sadias. Em outros tecidos examinados (musculos,
ectoderma) as particulas ndo puderam ser detectadas. Foram elas também notadas no
lumen do intestino, junto as microvilosidades (Figura 3 A). Estas particulas ocorriam
também no citoplasma das células epiteliais do intestino, geralmente formando
agregados paracristalinos (Figuras 3 B*, 4 C*). Outra caracteristica marcante da maioria
das células infetadas era a presenca de corpos multivesiculares (CMV) cerca de 1um em
didmetro, limitado por uma ou duas membranas e de contorno circular ou eliptico
(Figuras 3B, 3C, e 3 E; 4 Ae 4 B). As vesiculas contidas nestes CMV tinham cerca de
0,1 um em didmetro e freqlientemente continham um material finamente fibrilar e
usualmente encontravam-se distribuidas na periferia do CMV. Estes CMV
possivelmente derivam de mitocondrias, pois foram encontrados alguns deles com dupla
membrana ostentando ainda as cristas, tipicas de mitocondrias (Figuras 4 B). Em células
em inicio de degeneracédo o perfil dos CMVs tornam-se irregulares e com um contetdo
denso (Figura 3 D). Alguns destes CMVs apareciam parcial ou totalmente envoltos por
cisternas do reticulo endoplasmético (Figuras 3 E; 4 B). Ndo ha relatos de vesiculas
similares na literatura consultada sobre o efeito citopatico de virus de inseto, mas CMV
similar foi descrito no caso de infeccdo por Tombusvirus, um virus de planta de
morfologia similar (Francki et al. 1985) ao virus de T. arnobia. Outro efeito citopatico
peculiar foi a presenca de cristais formados por particulas isométricas de ca. 15 nm em
didmetro em areas livres de organelas celulares, mas sem membrana envoltoria no
citoplasma e que parecem corresponder as particulas de similar dimensao, encontradas
em preparacdes purificadas que talvez possa representar um virus satélite (Figuras 4 C e
4 D). Sua natureza ainda ndo esté esclarecida.

Larvas em estado avancado de infecgéo, apresentavam a maioria
das células do epitélio intestinal significativamente alteradas e provavelmente
disfuncionais fato este que deve resultar na morte do inseto.

As particulas isométricas de ca 30 nm em didmetro, encontradas

em suspensdes purificadas e nos tecidos do intestino de lagartas, devem representar o
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virus de T. arnobia e tentativamente coloca-0 junto aos provaveis virus tipo picorna

descritos em outras espécies de insetos. Aparentemente a infeccao se limita ao epitélio
do intestino, embora mais exames sejam requeridos para confirmar este fato. As
particulas presentes no lumen provavelmente derivam de células epiteliais infectadas e
eliminadas no ciclo de renovacéao do epitélio e é provavel que sejam eliminadas com as
fezes. A presenca dos CMVs representa uma caracteristica marcante da infeccdo pelo
virus de T. arnobia e as vesiculas em seu interior talvez representem o sitio da
replicacdo do RNA viral. Ha indicios de que os CMVs derivem de mitocondrias, pois
em varias ocasides foram observados CMVs em diferentes estagios de formacdo em que
se notam cristas em seu interior.

Dados de Suzuki et al. (1993), revelaram que o principal sitio de
replicacdo do Himetobe P Virus (HiPV), em Laodelphax striatellus, seriam as células
epiteliais do intestino. Este fato também foi registrado para vérias viroses tipo picorna
como: virus da paralisia em grilos (CrPV), Drosophila C virus, Rhopalosiphum padi
virus e virus da paralisia letal em afideos. Os autores mencionaram ainda que o sitio de
replicagéo nos tecidos dos insetos varia dependendo do hospedeiro e combinagdes do
virus. Também o Plautia stali Intestne Virus (PSIV) do percevejo Plautia stali apresenta
sitio principal de replicacdo no intestino do inseto, fato este que lhe confere 0 nome
(Sasaki et al., 1998).

J& se encontram publicadas vérias descrigdes de efeitos
citopaticos associados a infeccdo por virus similares a picornavirus em insetos de
diferentes ordens (Reinganum et al., 1970; Kitajima, 1976; Mussen & Furgala, 1977;
Scotti, et al., 1981; Chao et al., 1986; Gildow & D’Arcy, 1990; Laubascher et al., 1992;
Suzuk et al., 1993; Monsarrat et al., 1995; Lery et al., 1997; van den Heuvel et al., 1997;
Nakashima et al., 1998). Em todos esses efeitos citopaticos, presumiveis particulas
virais (PPV) de ca.25 nm em didmetro nas secgOes, foram encontradas no citoplasma,
dispersos ou formando agregados e eventualmente arranjos cristalinos como sucedeu
também no caso do virus de T. arnobia (Figuras 3 B, C e D e 4 A). Ha raros relatos de

sua presenca no nucleo (Suzuki et al., 1993). Através de técnicas de imunomarcacao
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com ouro coloidal, algumas destas PPVs foram identificadas como de natureza viral

(Suzuki et al., 1993; Laubascher et al., 1992; van den Heuvel et al., 1997).

Embora em alguns insetos essas PPVs tenham sido encontradas
em diferentes tecidos, no caso do virus de T. arnobia elas foram encontradas apenas no
epitélio do tubo digestivo, em especial no intestino médio. Como observado por Suzuki
et al. (1993) com a cigarrinha Laodelphax striatellus infectada pelo Himetobe P virus,
mesmo em estagios avancados da infeccdo foram observadas células aparentemente
normais e funcionais em meio a células infectadas e muitas delas sofrendo processo de

degeneracdo. PPV foram também notadas no lumem do tubo digestivo (Figura 3 A).



Figura 2. (A). Particulas isométricas de ca. 30 nm em didmetro, presentes em extratos de
lagartas infectadas pelo virus da Thyrinteina arnobia (ponta da seta). (B) Preparacdo
purificada contendo particulas similares as presentes no extrato. Também estdo presentes
particulas isométricas menores, de ca. 15 nm em diametro (ponta da seta).
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no lume (ponta da seta). (B e C) Parte do citoplasma de célula epitelial,
contendo presumiveis particulas (*), M — mitocondria. (D e E) Detalhe do
corpo_multivesicular. Em D, podem se ver agregados das presumiveis
particulas virais (ponta da seta). Em E, alguns dos corpos multivesiculares
acham-se envoltos pelo reticulo endoplasmatico.
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Figura 4. (A) Corpos multivesiculares parecem estar se originando de
mitocondrias, mostrando cristas (ponta da seta) no seu interior. (B)
Grupo de corpos multivesiculares, alguns deles ostentando cristas em
seu interior (ponta da seta). (C) Vista geral de célula epitelial infectada,
mostrando corpos multivesiculares (setas) e grupos de particulas em
arranjos paracristalinos (ponta da seta). Estes paracristais sdo formados
de particulas isométricas menores, de ca. 15 nm em didmetro, como
pode se ver no detalhe em (D).
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4.4 - Sorologia

TaV foi sorologicamente detectado usando antissoro produzido
em coelho. O antissoro reagiu fortemente contra as proteinas da capa protéica do TaV, e
reagiu contra o virus purificado e extratos de lagartas infectadas em ensaios de PTA-
ELISA. A absobancias para o virus purificado foi 1,779 £ 0,074. A absorbancia para
extrato de lagartas de T. arnobia sadias (controle negativo) foram 0,148 + 0,051
enquanto que para as amostras de lagartas infectadas (controle positivo) a leitura foi
1,167 £ 0,054. (Quadro 1).

Os valores de absorbancias obtidos para as lagartas de B. mori
sadias (controle negativo) foram 0,239 + 0,014 e para lagartas doentes 1,452 + 0,039
(controle positivo). Os valores obtidos para S. frugiperda foram 0,072 + 0,024 para o
controle negativo e 0,425 + 0,045 para o controle positivo. Para S. violascens, 0s
valores obtidos foram 0,136 £ 0,047 controle negativo e 1,457 + 0,034 para o controle
positivo. Para o geometridio Iridopsis os valores obtidos foram 0,093 £ 0,021 controle
negativo e 1,452 + 0,076 para o controle positivo (Quadro 2).

Todas as espécies mencionadas receberam como alimento
folhas de seus respectivos hospedeiros previamente pulverizadas com o extrato bruto de
lagartas de T. arnobia infectadas por TaV.

O antissoro produzido reagiu fortemente contra as proteinas da
capa protéica do virus de T. arnobia. Entretanto reagiu também em outras espécies de
insetos que receberam como alimento folhas contaminadas com extrato de lagartas de T.
arnobia infectadas. Uma hipdtese é a probabilidade do virus permanecer dentro do
corpo do inseto e este ndo desenvolver a doenca como foi verificado para as espécies de
B. mori e S. frugiperda, cuja mortalidade observada né&o ultrapassou 10 % e os insetos
que completaram o ciclo total foi superior a 90%. O virus foi oferecido para as lagartas
nos primeiros instares e ndo foi observado mortalidade até o quinto instar para as duas
especies avaliadas. Ao contréario da espécie hospedeira do virus T. arnobia cujo indice

de mortalidade € altissimo nos primeiros instares larvais (Quadro 4) item 4.7.
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Quadro 2. Valores médios de absorbancia (Asgs) obtidos para Thyrinteina arnobia e
diferentes espécies de insetos alimentadas com folhas contendo extrato de
lagartas de T. arnobia doentes, a partir do antissoro produzido contra as
proteinas da capa protéica do virus. Botucatu (SP), 2001.

Espécies Valores de absorbancia (z desvio padréo)
Lagarta sadia Lagarta infectada
T. arnobia 0,148 £ 0,051 1,167 + 0,054
S. violascens 0,136 + 0,047 1,457 £ 0,034
Iridopsis sp 0,093 + 0,021 1,452 £ 0,076
B. mori 0,239 £ 0,014 1,452 £ 0,039
S. frugiperda 0,072 + 0,042 0,425 + 0,045

4.5 — Reacdo sorologica (Western blot) e gel de poliacrilamida 12 %

Lagartas doentes e o virus purificado com e sem particulas
satélites foram submetidos a um teste de Western-blot com antissoro contra a capa
protéica do virus de T. arnobia. Observou-se que houve reacdo soroldgica positiva,
visualizada através das bandas de peso moleculares 47, 60 e 66 kDa respectivamente
(16 determinagdes) (Figura 5). Estas proteinas também foram observadas no gel de
poliacrilamida corado com Coommassie Blue 0,1 % (Figura 6).

Nas linhas 2 e 6 (Figura 5) a terceira proteina de 66 kDa ndo
apareceu, esse fato pode estar associado a auséncia de particula satélite na amostra ou a
sua quantidade nao ter sido suficiente para formar a banda de proteina. A reacdo
sorologica foi positiva tanto para virus purificado (linhas 1 e 5), para virus purificado

sem particula satélite (linhas 2 e 6) quanto para lagartas doentes (linhas 3 e 7). O
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antissoro reagiu fortemente contra a proteina de 60 kDa (linhas 1, 2, 3, 5, 6 e 7)

presente em todas as amostras de virus purificado e lagartas doentes. Uma quarta
proteina de aproximadamente 18 kDa também foi detectada em alguns geis, entretanto
ndo foi observada na reacdo soroldgica.

Segundo Williamson e von Wechmar (1992), é possivel que
algumas proteinas sejam perdidas no processo de purificagdo, como tem sido observado
em outros virus tipo picorna. Nas lagartas doentes a presenca dessa proteina de 18 kDa
também ndo teve freqliencia nos geis.

Segundo Monsarrat et al. (1995) muitos virus do tipo picorna
sdo conhecidos por apresentarem uma proteina facil de ser detectada. A proteina de 60
kDa (Figura 5) foi facilmente marcada através da reacdo soroldgica. Entretanto a
proteina de 47 kDa foi fortemente marcada no gel de poliacrilamida corado com
coommassie Blue 0,1 % (Figura 6).

Segundo Nakashima et al. (1998) os picornavirus de vertebrados
apresentam trés principais grupos de proteinas (VP1, VP2, VP3) e uma proteina menor
(VP4). Normalmente as particulas imaturas apresentam uma outra proteina estrutural
denominada (VPO0) que se divide para formar as VP2 e VP4 em particulas perfeitamente
desenvolvidas. Em virus de inseto tipo picorna normalmente as proteinas da capa
protéica dos virus sdo em torno de trés e apresentam peso molecular variando entre 25 e
45 kDa.

Baseado nas afirmacgdes de Nakashima et al. (1998) e também
com as observacgdes do (Quadro 3), verificou-se pouca similaridade entre os virus tipo
picorna até agora estudadas e o virus de T. arnobia, mencionado como TaV. Apesar do
tamanho do genoma do TaV apresentar semelhanca ao Pseudoplusia includens
icosaédrico virus (PIIV) e ao Nezara viridula virus tipo 2 (NVV-2), as outras
propriedades destes virus diferem do TaV. Entre essas propriedades pode-se citar o
tamanho da particula e peso molecular das proteinas e tamanho do acido nucléico.

Entretanto, a maioria dos virus descritos no Quadro 3,

apresentam desenvolvimento da doenca nas células epiteliais do intestino, sitio de
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replicagdo normalmente se limita as organelas citoplasméticas, semelhante ao TaV.

Outra caracteristica comum € o efeito citopatico registrado para a maioria dos virus tipo
picorna como pode ser verificado no item 4.3.

Virus das familias Picornaviridae, Comoviridae, Caliciviridae e
Sequiviridae, normalmente sdo chamados virus tipo picorna, devido a similaridade
morfolégica das particulas e propriedades fisicoquimicas. Muitos virus que tem
propriedades biofisicas similar aos picornavirus tem sido isoladas de varias espécies de
insetos. Suas relacGes taxondmicas ainda ndo estdo bem esclarecidas (Sasaki et al.,
1998). TaV embora tenha suas caracteristicas morfoldgicas, peso molecular das
proteinas e o tamanho de seu genoma divergentes dos demais virus incluidos no grupo
do “CrP-like viruses”, deva ser ai incluido até que se possa esclarecer melhor o
relacionamento entre todos eles.

Apesar da grande quantidade de estudos relatar a importancia
das viroses tipo picorna para o controle biolégico de pragas, apenas dois virus isolado
de Latoia viridissima, praga de Palmaceae e Gonometa podocarpi, praga de pinheiro;
foram testados em campo (Fediere et al., 1990 e Scotti, 1994 ).

Czibener et al. (2000) e Rozas Dennis et al. (2000)
mencionaram haver uma certa relutancia no uso destes virus tipo picorna para o controle
bioldgico de pragas, pelo fato de muitos virus patogénicos a mamiferos pertencerem a
esta familia. Os virus de mamiferos estudados ndo apresentam a mesma organizagao
gendmica dos virus tipo picorna que infectam insetos sendo que este ultimo aguarda
uma definicdo taxondmica.

No caso do TaV sugere-se um estudo de avaliacdo de risco
sobre organismos benéficos presentes no habitat onde este virus sera utilizado, bem
como seu efeito sobre a satde humana e organismos benéficos como abelhas, acaros e
cupins decompositores, minhocas etc. No presente trabalho foi realizado uma prévia de
avaliacdo de risco com Bombyx mori, e como foi observado o virus ndo apresentou

efeito deletério sobre este organismo. O Brasil ja dispde de legislacdo especifica para
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esta finalidade e os protocolos de avaliagcdo de risco foram baseados nos da Agéncia

de Protecdo Ambiental Americana (EPA).

Apesar das preocupacdes relacionadas aos danos potenciais dos
agentes microbianos de controle bioldgico, a pratica tem provado poucos exemplos de
efeitos adversos sobre organismos benéficos. Popula¢des de microrganismos aplicados
no ambiente normalmente diminuem para uma densidade natural de equilibrio,

freqlientemente para niveis nao detectaveis (Podgwaite, 1981, TeBeest, 1982).
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Quadro 3. Propriedades do virus de Thyrinteina arnobia (TaV) comparado com outros

virus de RNA tipo picorna. Botucatu (SP), 2001.

Virus Diametro (nm) RNA (kb) Proteinas kDa Autores

1. TaVv 30 ~5-6 47, 60, 66

2. NvV-1 29 30, 31, 30 Williamson e von Wechmar
(1992)

(Nezara viridula virus 1)

3. NVV-2 36 73,8, 14, 17 Williamson e von Wechmar
(1992)

(Nezara viridula virus-2)

4. PIIV 40 5,6 55 Chao et al. (1983)
(Pseudoplusia includens icosaédrico virus)

5. CrPV 27 74-83 34,32, 31, (43)* Moore et al. (1980)
(Virus da paralisia em grilos)

6. DCV 28 73-88 31,30,28,(37)° Johnson e Christian (1998)
(Drosophila c virus)

7. APV 31 ~10 23,24, 34, 66 Van Den Heuvel et al. (1997)
(Acyrthosiphon pisum virus)

8. Trv 30 ~10 33, 39, 37, (45)° Czibener et al. (2000)
(Triatoma virus)

9. PSIV 30 91 26, 30, 33, (35)° Nakashima et al. (1998)
(Plautia stali Intestine virus)

10. ALPV 26-28 9,7 34, 32,31, (41)° Williason et al. (1988)
(Aphids letal paralysis virus)

11. RhPVors 28 10 32,30, 28, 11, (40)° Williason et al. (1989)
(Rhopalosiphum padi virusors)

12. RhPV 27 ND" 31, 30, 28 Williason et al. (1989)
(Rhopalosiphum padi virus )

13. PgV 27 ND° 32, 33, 47 Monsarrat et al. (1995)
(Pectinophora gossypiela virus)

14. LVV 30 8,5 30, 31 Fediére et al. (1990)

Latoia viridissima virus

Proteina menor que corresponde a VPO das Picornaviroses de mamiferos, ND, ndo determinada
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Figura 5. Teste de “Western-blot. Controles positivos: virus purificado com particulas
satélites, 5 pl/ canaleta (linhas 1 e 5). Lagarta doente (linha 3 e 7). Marcador
de peso molecular (RAINBOW) (linha 4). Virus purificado 5 pl/ canaleta sem

particulas satélites (linhas 2 e 6) e controle negativo, lagarta sadia (linha 8).
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Figura 6. Gel de Poliacrilamida 12% corado com Coommassie Blue 0,1 %. Virus
purificado 2,5 pl por canaleta (linha 1). Lagarta doente (linha 2). Marcador
de peso molecular (RAINBOW) (linha 3). Virus purificado 5 ul por canaleta
(linha 4). Lagarta doente (linha 5). Lagarta sadia (linha 6).
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4.6 — Extracdo de RNA total e isolamento do RNA a partir de virus

purificado

De acordo com a metodologia utilizada ndo foi possivel extrair
0 &cido nucléico do TaV a partir do inseto infectado. Entretanto, isto pode ser feito a
partir do virus purificado.

O tamanho do RNA do TaV variou entre 4 e 6 kb (média de 10
determinac@es) (Figura 7) tendo apresentado similaridade com o Nezara viridula virus-2
(NVV-2), isolado do pentatomideo Nezara viridula, cujo tamanho é de 6,2 kb
(Williamson e von Wechmar, 1992), com o virus do lepidéptero Pseudoplusi includens
(P11V), de 5,6 kb em tamanho (Chao et al., 1983).

O RNA do TaV apresentou também similaridade com o da
familia Comoviridae com tamanho de 6,4 kb (Latvala-Kilby e Lehto, 1999).

As comoviroses infectam somente plantas, e ndo ha nenhum
registro de comovirose em insetos. Muitos virus que tem propriedades biofisicas similar
as picornaviroses tem sido isoladas de varias espécies de insetos. A seqiiéncia de
nucleotideos e 0 genoma dos virus de inseto tipo picorna ndo tem sido bem analisadas e
as relagcbes taxondmicas entre esses virus ainda ndo estdo bem esclarecidas (Sasaki et
al., 1998).

Pode ser observado uma segunda banda de RNA de 500 pb (0,5
kb), (Figura 7) este fato pode estar associado as particulas satélites observadas em
estudos de microscopia eletronica. Estudos mais detalhados serdo necessarios no sentido

de avaliar os efeitos isolado destas particulas no inseto.
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Figura 7. RNA do TaV. Linha (1) marcador de peso molecular (DNA Ladeer). Linha (2)
2ul de RNA. Linha (3) marcador de peso molecular. Linhas (4,5e 6) 2,5,3 e
3,5 ul de RNA.
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4.7 - Analise de sobrevivéncia para verificar especificidade e/ou

patogenicidade do virus de T. arnobia no préprio hospedeiro e em outras espécies
de insetos

O anticorpo produzido contra as proteinas da capa protéica do
TaV, apresentou reacdo positiva para B. mori e S. frugiperda alimentadas com folhas
contendo o TaV. A mortalidade observada para as duas espécies ndo ultrapassou 10 % e
os insetos que completaram o ciclo total foi superior a 90%. O virus foi oferecido para
as lagartas nos primeiros instares e ndo foi observada mortalidade até o quinto instar
para as duas espeécies avaliadas. Ao contrario da espécie hospedeira do TaV cujo indice
de mortalidade é altissimo nos primeiros instares larvais (Quadro 4). Uma hipoétese
provavel é a do TaV permanecer ou até mesmo replicar-se dentro do corpo do inseto e
este ndo desenvolver a doenga.

Quanto a Iridopsis sp e S. violascens, foi testada a
patogenicidade do virus de T. arnobia (TaV) do primeiro ao quinto instar e a
mortalidade observada foi semelhante aquela verificada para T. arnobia (Quadros 7 e
9). E possivel que os insetos estressados tenham se tornado propensos a infecges e que
apesar do teste de ELISA ter sido positivo item 4.4, existe a probabilidade de ndo ser
apenas o0 virus de T. arnobia o responsavel pela mortalidade da maioria dos insetos,
visto que os insetos foram coletados no campo e estavam na quarta geragdo de
laboratério. Também o extrato bruto de lagartas doentes pode conter outros
microorganismos que interajam potencializando o efeito do virus.

Segundo Fediere et al (1990) muitos insetos provenientes do
campo apresentam viroses latentes desencadeada por estresse resultantes do
confinamento a que sdo submetidos.

Johnson e Christian (1998), Goldbach & Wellink (1988) e
Contamine et al. (1989) verificaram a alta taxa de mutacdo em virus de RNA e assim
ndo se pode excluir a possibilidade de ter havido mutantes de TaV capazes de

infectarem S. violascens e Iridopsis sp. induzindo a alta mortandade.
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Monsarrat et al. (1995) mencionaram o fato de algumas

viroses existirem normalmente em insetos de campo e também em criacbes de
laboratério e ndo provocarem nenhum efeito em seus hospedeiros. Neste caso, 0S
insetos desenvolvem o seu ciclo bioldgico sem nenhum sintoma patoldgico até que um
outro patdgeno interaja com o patogeno latente e desenvolva um efeito patogénico ao
inseto.

Muscio et al. (1988) descreveram a existéncia de virus do tipo
picorna em Pseudoplusia includens e Triatoma infestans aparentemente saudaveis.
Entretanto, quando os insetos ingeriram o virus em maiores propor¢des 0s sintomas
tornaram-se evidentes, seguidos de morte.

Analises de sobrevivéncia foram elaboradas para T. arnobia, S.
violascens e Iridopsis sp. A analise de sobrevivéncia estuda o tempo até a ocorréncia de
um evento, no caso a morte dos hospedeiro provenientes de infecgdes com o TaV. E por
se tratar de individuos de diferentes instares, € comum nesse tipo de dados a presenca de
observacdes censuradas (0s insetos sobreviveram ao tempo de estudo ou podem ter
morrido por outras causas).

No caso do hospedeiro T. arnobia, ndo houve censura até o
quarto instar, a mortalidade verificada foi 100 %. Os percentuais de dados censurados
foram de 10,0 e 63,33 % para 0 quinto e sexto, instares respectivamente (Quadro 4). O
percentual de censura aumentou em funcdo dos instares. Pelo fato de ter sido adotado
uma dose de virus desconhecida, optou-se pela CLgy (concentracdo letal capaz de matar
90 % dos insetos). Observou-se que a dose ministrada foi capaz de matar 100 % dos
insetos de primeiro ao quarto instar. No caso da censura argumenta-se com
embasamento de estudos de microscopia eletrénica que os insetos morreram em funcéo
do patdgeno que ingeriram. Através de sec¢des ultra finas do tubo digestivo de T.
arnobia, foram verificadas grande quantidade de particulas virais em insetos de quarto
ao sexto instar.

No caso de um controle da praga com o TaV em campo, de

acordo com os resultados obtidos em laboratorio, sugere-se que 0s instares mais
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apropriados para controle desta praga seja do primeiro quarto. Normalmente quando

se detecta um surto de T. arnobia no campo ja existem varias geracGes sobrepostas. O
primeiro instar apresentou maior suscetibilidade ao virus (Log-Rank: 0,0001), (Figura
8), pois a sobrevivéncia verificada foi bem menor em relagédo aos demais instares, ou
seja, 0s insetos morreram mais rapido. Pelo fato do primeiro instar apresentar maior
suscetibilidade, isso pode ser favoravel do ponto de vista de controle pois numa
infestacdo muito grande da praga as lagartas mortas servem como fonte de
contaminagéo para as lagartas dos demais instares.

Para estudos posteriores sugere-se determinar a quantidade de
particulas por inseto por instar, isso pode dar subsidio no célculo da DLz a partir de

inseto morto coletado no campo ou em laboratorio.

Quadro 4. Numero de mortos e de censurados e freqliéncia de censurados (%), em cada
instar para o hospedeiro Thyrinteina arnobia infectadas com TaV.
Temperatura: 25 = 1 °C; UR: 70 * 5%); Fotofase: 14 h.

INSTAR Total de insetos Mortos Censurados  Censurados %
1 30 30 0 0,0
2 30 30 0 0,0
3 30 30 0 0,0
4 30 30 0 0,0
5 30 27 3 10,0
6 30 11 19 63,33
Total 180 158 22 12,22

As razbes de riscos de mortes entre os instares (Quadro 5)
evidencia que do primeiro ao sexto instar o valor p foi significativo, os tratamentos

apresentaram diferencas estatisticas entre os instares, com a mesma dose. Esse fato pode
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ser explicado com base nos mecanismos de defesa do inseto. Quanto maior for o

instar menos suscetivel pode ser o inseto dependendo da dose ingerida.

Mesmo havendo uma mortalidade de 100 % do primeiro ao
quarto instar, a razdo de risco de morte foi significativa em funcdo do nimero de dias
que os insetos levavam para morrer dentro dos instares.

Quadro 5. Razdo de riscos de mortes entre os instar para Thyrinteina arnobia.
Temperatura: 25 + 1 °C; UR: 70 + 5%); Fotofase: 14 h.

Instar 1 2 3 4 5 6
1 - 0,010”  0,005” 0,021  0,005”  0,001"
2 - - 0498 0507  0501"  0,071"
3 - - - 01320 0506” 0,143
4 - - - : 0,2447 0,035
5 - - - - - 0,1420"

6 - - - - - -

®) para valor-p<0,05
1

! Orisco da lagarta de T. arnobia morrer no instar 2 é 0,010 vezes o risco dela morrer
no instar 1; ou seja o risco de morte no instar 1 é 1/0,010 = 100 vezes 0 risco no instar 2.
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Figura 8. Curvas de sobrevivéncia para lagartas de Thyrinteina arnobia, alimentadas
com extrato de lagartas doentes. Temperatura: 25 + 1 °C; UR: 70 + 5%;
Fotofase: 14 h.
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A estatistica Log-Rank (Quadro 6), apresentou valor p

significativo dentro de todos os instares avaliados. Mesmo sendo o0 primeiro instar mais
suscetivel para as trés espécies, o teste leva em consideracdo os dias que cada inseto

levou para morrer e este fato realmente diferiu sempre nas trés espécies e instares.

Quadro 6 - Estatistica Log-Rank e valor-p para cada hospedeiro infectados com TaV.

Hospedeiro Qui-Quadrado Gl Valor-p"”’
Iridopsis 59,4244 4 0,0001
S. violascens 28,2285 4 0,0001
T. arnobia 419,6029 5 0,0001

*) para valor-p<0,05

A anéalise de sobrevivéncia realizada para o geometrideo
Iridopsis sp vai ao encontro com as hipdteses de Fediére et al (1990) que mencionaram
gue muitos insetos provenientes do campo apresentam viroses latentes desencadeadas
por estresses resultantes do confinamento. Também com as de Monsarrat et al. (1995)
gue mencionaram o fato de algumas viroses existirem normalmente em insetos de
campo e também em criagcOes de laborat6rio e ndo provocarem nenhum efeito em seus
hospedeiros. Neste caso, 0s insetos desenvolvem o seu ciclo biolégico sem nenhum
sintoma patologico até que um outro patdgeno interaja com o patégeno latente e
provoque um efeito patogénico ao inseto.

No presente estudo as hipdteses mencionadas podem ser
verdadeiras, baseadas nos resultados soroldgicos positivos para Iridopsis sp item 4.4.

Os percentuais de censuras observados para Iridopsis sp foram
de 0, 10, 13,3, 16,7 e 26,7 (Quadro 7) para o primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto
instares respectivamente. Como pode ser verificado os percentuais de dados censurados

aumentaram em funcdo dos instares e mesmo assim a mortalidade foi considerada alta.
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Argumenta-se a hipdtese de que estes insetos por estarem na

quarta geracdo de laboratorio poderiam conter outros patdgenos latentes que

desencadearam processos de infec¢cdes quando em contato com o TaV, ou apresentarem

um sitio de replicacdo semelhantes ao da praga hospedeira do virus pelo fato de

pertencerem a mesma familia. Existe a possibilidade de ter havido mutantes de TaV

capazes de infectarem Iridopsis sp induzindo a alta mortalidade como verificaram
Johnson e Christian (1998), Goldbach & Welling (1988) e Contamine et al. (1989) para

virus de RNA em outras espécies de insetos.

Quadro 7. Namero de mortos e de censurados e freqliéncia de censurados (%), em cada

instar para lagartas de Iridopsis sp. infectadas com TaV. Temperatura: 25 +
1 °C; UR: 70 £ 5%; Fotofase: 14 h.

Instar Total de insetos Mortos Censurados  Censurados %
1 30 30 0 0
2 30 27 3 10,0
3 30 26 4 13,3
4 30 25 5 16,7
5 30 22 8 26,7
Total 150 130 20 13,4

Quadro 8. Razéo de riscos de mortes entre os instar para Iridopsis sp. Temperatura: 25 +
1 °C; UR: 70 £ 5%; Fotofase: 14 h.

Instar 1 2 3 4 5
1 - 0,3120 0,279 0,179% 0,156""
2 - - 0,953 0,575 0,499
3 - - - 0,603 0,523
4 - - - - 0,867
5
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® para valor-p<0,05

As raz0es de riscos de mortes entre os instares para Iridopisis sp
apresentaram valor p< 0,05 ndo significativo (Quadro 8), quando comparou-se 0
segundo instar com o terceiro, 0 terceiro com o quarto e o quarto com o quinto instar. A
razdo de risco de morte foi significativa quando comparou se 0 primeiro instar com 0s
demais instares. Diferiu também quando comparou se 0 segundo instar com o quarto e
quinto instares e terceiro com o quinto.

O primeiro instar apresentou maior suscetibilidade ao TaV.
Através da curva de sobrevivéncia (Figura 9) verificou-se que no primeiro instar a
sobrevivéncia dos insetos foi bem menor quando comparada com 0s demais instares,
fato também comprovado quando avaliou-se as razBes de riscos de mortes.

No caso de um controle da praga com TaV sugere-se o controle
em todos os instares pois mesmo que o inseto demore mais para morrer ele dissemina as
particulas através das fezes. Do ponto de vista de controle bioldgico esse fato pode ser

favoravel num ecossistema florestal.
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Figura 9. Curvas de sobrevivéncia para lagartas de Iridopsis sp, alimentadas com extrato
de lagartas doentes de T. arnobia. Temperatura: 25 + 1 °C; UR: 70 = 5%;
Fotofase: 14 h.
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Os percentuais de dados censurados para S. violascens foram:

0, 13,3, 13,3, 23,3 e 23,3 para 0 primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto instares
larvais respectivamente. Os percentuais de dados censurados foram maiores quando
comparados com os dados dos demais lepiddpteros estudados (Quadro 9).

As razbes de riscos de mortes observadas apresentaram valor
“p” ndo significativo quando comparou se 0 primeiro instar com o segundo. Apesar do
percentual de censura ser alto para o segundo instar os insetos morreram em dias
relativamente iguais. O terceiro instar apresentou diferenca em relagdo ao quarto e o
quarto em relagdo quinto instares larvais. Praticamente houve diferenca em todos os
instares avaliados (Quadro 10).

A curva de sobrevivéncia demonstrou que 0s insetos
apresentaram uma reducdo de sobrevivéncia semelhante. Entretanto diferiram através do
teste Log-Rank: p<0,0001 (Figura 10).

Quadro 9. Numero de mortos e de censurados e freqliéncia de censurados (%), em cada
instar para lagartas de Sarsina violascens infectadas com TaV. Temperatura:
25 +1 °C; UR: 70 = 5%); Fotofase: 14 h.

Instar Total de insetos Mortos Censurados  Censurados %
1 30 30 0 0
2 30 26 4 13,3
3 30 26 4 13,3
4 30 23 7 23,3
5 30 23 7 23,3

Total 150 128 22 14,66




73

Quadro 10. Razdo de riscos de mortes entre os instares para Sarsina violascens
Temperatura: 25 + 1 °C; UR: 70 + 5%); Fotofase: 14 h.

Instar 1 2 3 4 5
1 - 1,419 0,537 0,464" 0,488"
2 - - 0,378 0,327" 0,344%
3 - - - 0,863 0,908
4 - - - - 1,052
5 - - - - -

®) para valor-p<0,05

Estudos mais detalhados serdo necessarios no sentido de avaliar

o efeito do TaV na longevidade e fertilidade de S. violascens, visto que os insetos dos

Gltimos instares que sobreviveram a infec¢do atingiram a fase adulta.
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Figura 10. Curvas de sobrevivéncia para lagartas de Sarsina violascens, alimentadas
com extrato de lagartas de T. arnobia doentes. Temperatura: 25 = 1 °C; UR:
70 + 5%; Fotofase: 14 h.
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4.7.1 — Patogenicidade do TaV em fezes do predador P. nigrispinus

(Hemiptera: Pentatomidae)

Podisus nigrispinus é um dos principais predadores de T.
arnobia em éareas florestais. Realizou-se este estudo para verificar o potencial infectivo
das particulas do TaV apds passar pelo trato digestivo deste predador. Constatou-se que
as fezes dos predadores colhidas 24 horas apds ingestdo de lagartas doentes causaram
uma mortalidade de 100% em lagartas de T. arnobia sadias do primeiro ao terceiro
instar, 97 % em lagarta de quarto instar e 90 % em lagartas de quinto instar (Quadro
10). Nédo houve mortalidade para o grupo de lagartas do controlo.

As lagartas mortas foram purificadas e verificou-se a presenca

das particulas do TaV consistentemente no material purificado.

Quadro 10. Mortalidade de T. arnobia apos ingerirem folhas com excrementos de
Podisus nigrispinus alimentados com lagartas contaminadas por TaV.
Temperatura: 25 £ 1 °C; UR: 70 £ 5%); Fotofase: 14 h. Botucatu, 2001.

Instar N2 total de insetos N2 de mortos Mortalidade (%)
1 30 30 100,0
2 30 30 100,0
3 30 30 100,0
4 30 29 97,0
5 30 27 90,0
Total 150 146 97,4

O presente estudo concorda em parte com trabalhos realizados
por Moscardi et al. (1996), comprovaram que os predadores de A. gemmatalis dentre
eles Nabis capsiformis Germar, Podisus sp., Callida spp., Calosoma granulatum Perty,

Eriopis connexa (Germar) e Lebia concinna Brullé, excretaram grande quantidade de
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particulas de baculovirus (CPI) viaveis; vinte e quatro horas apds ingerirem lagartas

infectadas pelo patégeno.

Estudos realizados por Vasconcelos et al. (1996), demonstraram
que os coledpteros predadores, Harpalus rufipes De Ger, Pterostichus melanarius
Illiger e Agonum dorsale Pont., ap6s se alimentarem com o lepiddptero Mamestra
brassicae infectada por baculovirus, disseminaram as particulas virais infectivas por um
periodo de até 15 dias. Os autores mencionaram que poderia haver um mecanismo por
meio do qual as particulas virais eram retidas dentro do intestino dos carabideos,
resultando em sua prolongada disseminagéo no ambiente.

Resultados semelhantes foram registrados por Abbas e Boucias
(1984) com o predador Podisus maculiventris sobre Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae). Os autores verificaram que o predador dissemina as
particulas infectivas de baculovirus apds se alimentar com lagartas infectadas por um
periodo que varia de 3 a 4 dias.

Em estudos de Reardon e Podgwait (1976) e Raimo et al. (1977)
citado por Reuveni (1995), verificaram que as fémeas dos himenopteros parasitoides
Cotesia melanoscelus e Parasetigena agilis transmitiam o VPN para lagartas de L.
dispar sadias quando em contato com lagartas infectadas. Os autores informaram que
pulverizacdes de VPN e liberacdes destes inimigos naturais provocaram um controle de
90 % na populagéo de L. dispar no campo.

As lagartas de A. gemmatalis infectadas por baculovirus,
constituem-se em presas faceis para varios predadores. Dessa forma, esses predadores
podem se constituir em importantes agentes de disseminacdo do virus, tanto nas areas de
uso do patogeno como para fora delas, contribuindo para a formacéo de focos primarios
da doenca, os quais sdo importantes para promover epizootias do patdgeno em
populagOes da praga (Moscardi et al., 1996).

No caso do TaV estudos mais detalhados serdo necessarios para

verificar a patogenicidade das particulas eliminadas através das fezes do predador P.
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nigrispinus em condi¢des de campo e avaliar o tempo em que esses insetos levam

eliminando essas particulas viaveis pelas fezes.

No ecossistema florestal existem diversos parasitoides de
diferentes familias, sendo interessante avaliar o poder de disseminacdo de particulas
virais através destes. Isto pode se constituir em importante fator num programa de

manejo de praga em reflorestamentos de eucalipto.
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5. CONCLUSOES

Faz-se o registro do primeiro virus isométrico de 30 nm em
didmetro, infectando T. arnobia, referido como Thyrinteina arnobia virus (TaV).

O Tav esta incluido no grupo dos “cricket paralysis virus
[CrPV]-like viruses™ até definicdes taxonémicas posteriores.

A infeccdo de lagartas de T. arnobia por TaV limita-se ao
epitélio do tubo digestivo.

TaV apresenta efeito citopatico caracteristico atraves da
formacéo de corpos multivesiculares, aparentemente derivados de mitocéndrias.

Ocorre a presenca de particulas isométricas menores de 15 nm
em diametro, que podem representar um virus satélite do TaV.

O virus de T. arnobia (TaV) ndo é patogénico a B. mori e S.
frugiperda, mas S. violascens e Iridopsis sp. sdo suscetiveis.

TaV mantém-se infectivo apds passar pelo aparelho digestivo de

Podisus nigrispinus.
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