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Os animais invertebrados, que sao desprovidos de coluna vertebral, consti-
tuem a grande maioria (97%) das espécies de animais distribuidas em todo o plane-
ta, entre os quais os insetos representam o grupo de maior diversidade (Rafael et al.,
2012; Stork, 2018). Como os seres vivos em geral, os invertebrados sao suscetiveis a
virus, que podem causar doencas e resultar em morte precoce de seus hospedeiros.

Os virus, que constituem um grupo de parasitas intracelulares obrigatérios,
utilizam a estrutura de uma célula hospedeira para replicar seu material genético
e apresentam grande capacidade de multiplicacdo, sendo provavelmente capazes
de infectar todas as formas celulares de vida (Simmonds et al., 2017). Esses agentes
infecciosos sao microscépicos, ndo possuem estrutura celular nem metabolismo
préprio, sendo formados, basicamente, de um sé tipo de acido nucléico, DNA ou
RNA (podendo ser de fita simples ou dupla), e proteinas.

Alguns virus sao chamados de envelopados por possuirem seus nucleocap-
sideos (acido nucléico e capsideo) envolvidos por uma membrana rica em lipidios,
derivada da célula hospedeira, formando um envelope disposto em uma ou varias
morfologias. Os virus que ndo possuem essa membrana sdao chamados de nao
envelopados.
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CARACTERISTICAS BIOLOGICAS E ECOLOGICAS

Entre as familias ou grupos de virus de invertebrados descritos, os baculovirus
sao 0s mais documentados e reconhecidos como patogénicos para insetos (Harrison
et al., 2018). O nome baculovirus é derivado da morfologia dos nucleocapsideos em
forma de bastao (baculo, do latim baculum, significa bastao, haste). Os baculovirus
sdo genética e morfologicamente distintos de outras familias de virus de inverte-
brados e constituem o maior grupo de virus conhecido que ataca insetos, predo-
minantemente os da ordem Lepidoptera (borboletas e mariposas) (Federici, 1997).
Sao considerados na histéria evolutiva tao antigos quanto os insetos holometabolos
(apresentam metamorfose completa em seu desenvolvimento) (Thézé et al., 2011).
Esses virus foram descobertos desde o desenvolvimento da industria da seda na
China, no século 16, quando foram considerados responsaveis por uma doenca do
bicho-da-seda [Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae] chamada de amarelidao
(jaundice), que causa a morte das lagartas (Rohrmann, 2019). Com o surgimento dos
primeiros microscopios épticos e mais tarde com a microscopia eletrénica, verificou-
-se que amostras provenientes de insetos doentes encontrados em criadores do
bicho-da-seda comumente apresentavam corpos altamente refrateis de estrutura
poliédrica. As doencas associadas a esse tipo de estrutura viral foram entao deno-
minadas de poliedroses, e sua transmissao pode ocorrer por meio desses corpos
quando presentes nos alimentos do inseto, na superficie de seus ovos (transmissao
horizontal) e dentro do évulo de adultos infectados (transmissao vertical). Outras for-
mas de transmissdo viral sdo aquelas que ocorrem experimentalmente por injecdo
de particulas virais em hospedeiros sadios e infeccdo ou transfeccdo de DNA viral em
células de insetos em cultura.

A tendéncia de que uma doenca causada por baculovirus se torne uma epi-
zootia (doenca generalizada que ocorre em uma populacao animal, no caso insetos)
depende da escala de disperséo e da persisténcia do virus dentro e fora do hospedei-
ro, 0 que requer varias gera¢des do hospedeiro para se desenvolver. Larvas mortas re-
presentam relevante fonte de indculo para ocorréncia e manutencao de epizootia em
populagdes endémicas. Qutros insetos e passaros podem se alimentar desses insetos
hospedeiros mortos e promover a dispersao de particulas virais no ambiente ou ainda
para locais mais distantes. Um exemplo dessa forma de dispersdo e/ou transmissao
de virus para novos hospedeiros é a interacao passiva do virus com outros insetos.
Ao consumirem hospedeiros infectados por virus, insetos predadores nao dissolvem
as particulas virais e, muitas vezes, essas particulas sao liberadas pelas fezes durante
varios dias e bem distantes do local da infeccdo. Outro exemplo é o caso das vespas
parasitoides que podem atuar como vetores quando picam um inseto infectado, intro-



duzindo o virus em hospedeiros susceptiveis durante subsequente oviposicdo. Essas
particulas, corpos de oclusdo, que se apresentam de forma ambientalmente estavel,
persistem no solo em estado dormente, porém viaveis, e permitem sua sobrevivéncia
por décadas. O solo constitui um importante reservatério de virus no meio ambiente
(Fuxa, 2004). Dessa forma, a migracdo de insetos e as flutuacdes populacionais do
hospedeiro sdo eventos que influenciam fortemente a persisténcia do virus no cam-
po, assumindo, portanto, um papel importante na ecologia dos baculovirus.

A dinamica populacional de insetos tem sido pouco explorada quando se
consideram, de forma mais ampla, os mecanismos de interacdes entre patégeno e
hospedeiro ou ainda os impactos desses patdégenos sobre as populacdes de insetos
no campo. No entanto, a acao e as influéncias de parasitoides, predadores e patoge-
nos na manutencao da densidade da praga abaixo do limiar de dano econémico ou
na reducao de seus surtos tém sido conhecidas e documentadas (Fleming-Davies
et al, 2015; Kennedy; Dwyer, 2018).

Os baculovirus sao bem conhecidos pela sua utilidade como agentes de con-
trole biolégico (Moscardi, 1999) e pela sua versatilidade como vetores de expressdo
em aplicacdes biotecnoldgicas (Kost et al., 2005). Na biotecnologia, esses virus tém
sido usados para producao de proteinas recombinantes, transducao de células de
mamiferos, terapia génica e producao de vacinas. No controle biolégico, esses pa-
tégenos vém atuando, historicamente, como reguladores de populagdes de pragas
e, em varios casos, tém sido desenvolvidos para uso como inseticidas biolégicos em
sistemas de manejo integrado de pragas (MIP). Diante da importancia cada vez mais
crescente do uso de produtos mais saudaveis e sustentaveis, esses agentes de con-
trole bioldgico tém se tornado uma atraente alternativa de uso quando comparados
aos inseticidas quimicos em varios sistemas agricolas e florestais. Na maioria dos ca-
sos, 0s baculovirus sdo bastante eficientes por serem altamente virulentos e especi-
ficos para os hospedeiros, além de seguros para a saide humana e o meio ambiente,
pois ndo causam impactos negativos sobre plantas, mamiferos, passaros, peixes ou
mesmo insetos nao alvos. Desde o inicio do uso comercial de baculovirus no controle
biologico de pragas, testes de seguranca tém sido feitos e nenhum problema de sau-
de ou ambiental foi documentado (Burges et al., 1980a, 1980b; Lapointe et al., 2012).
Diante disso, os baculovirus tém sido incluidos em listas de agentes de biocontrole
de baixo risco, a exemplo do descrito em um documento da Organizagao para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE) (Organisation for Economic
Co-Operation and Development, 2002).

Os baculovirus possuem genoma de DNA circular de fita dupla com tamanho
que, dependendo da espécie, varia de 80 kb a 180 kb e contém entre 89 a 183 fases
abertas de leitura (ORFs — do inglés open reading frames) preditas (Neodiprion lecontei
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NPV e Pseudaletia unipuncta GV, respectivamente) em ambas as fitas e orientacdes
(sentido horario e anti-horario). O DNA associado a uma estrutura proteica forma os
nucleocapsideos, cujo comprimento varia de 250 nm a 300 nm e o diametro de 30 nm
a 60 nm, os quais, quando envoltos em uma bicamada lipidica, constituem particulas
infectivas completas chamadas de virions. A variedade total de genes encontrados
nos baculovirus é de, aproximadamente, 900 genes, entre 0s quais estao os genes
conservados em todos os baculovirus (denominados core genes). Atualmente, ja
foram identificados 38 core genes presentes nos genomas de todos os baculovirus
até entado sequenciados (Garavaglia et al., 2012; Javed et al,, 2017; Boogaard et al.,
2018) (Tabela 1). Os core genes sao genes ancestrais e altamente conservados, os
quais representam 3% do conteudo genético viral. Esses genes estao envolvidos nos
diferentes estagios do ciclo viral (replicacao do DNA, transcricao do RNA, composicdo
proteica das particulas virais, interacdo com proteinas dos hospedeiros, infectividade
oral, entre outros). Quando comparados aos outros, 0s core genes possuem menor
tolerancia as mutagdes, o que pode implicar a perda da viabilidade viral, ja que estao
envolvidos em processos essenciais para a infeccdo (Herniou et al., 2003; Miele et al.,
2011; Ferrelli et al., 2012).

Além das mutac¢des pontuais no genoma dos baculovirus, bem como nos
outros virus de DNA, a recombinacao homologa, a perda e duplicacao de genes e
a transferéncia lateral de genes, entre outros virus, bactérias ou células eucarioticas,
sao 0s principais mecanismos responsaveis pela variacao dos genomas (Shackelton;
Holmes, 2004). Ha varios estudos que relatam a aquisicdo dos baculovirus, por trans-
feréncia horizontal, de genes provenientes do inseto hospedeiro, o que demonstra o
alto nivel de plasticidade do genoma desses virus (Aragao-Silva et al., 2016; Harrison
et al., 2016). Mutacdes pontuais, substituicoes, insercoes e delecdes ocorrem por
todo genoma, mas se concentram em regides especificas que representam hot spots
de hipervariabilidade, que ocorrem, geralmente, nas regides de repeticao homdloga
(hrs — do inglés homologous repeat regions) e nas ORFs repetidas dos baculovirus
(bro — do inglés baculovirus repeated orf) (Hayakawa et al., 2000; de Jong et al., 2005).
As hrs sdo regides intergénicas formadas por sequéncias repetitivas que podem fun-
cionar como ativadores de transcricdo da RNA polimerase Il ou origens de replicacdo
do DNA viral (Guarino; Summers, 1986; Pearson et al., 1992; Hilton; Winstanley, 2007).
Os genes bro constituem uma familia de multiplos genes encontrados nos bacu-
lovirus e em outros virus de invertebrados de DNA de fita dupla (entomopoxvirus
e iridovirus). Esses genes possuem funcdes diversas, mas pouco conhecidas, com
relatos do seu envolvimento no processo de replicacdo de DNA e/ou regulagao da
transcricdo do hospedeiro e atuacdo como fator de replicacdo viral na fase tardia
(Bideshi et al., 2003).



Tabela 1. Genes conservados em todos os baculovirus (core genes) e sua posicdo no genoma de

Autographa californica nucleopolyhedrovirus (ACMNPV).

Funcao

Replicacao/processamento de DNA

Transcricao/RNA polimerase

Genes estruturais

Fatores de infectividade oral

Enzimas

Qutras

Gene

lef-1

lef-2

DNA polymerase
helicase

alkaline nuclease
lef-4

lef-5

lef-8

lef-9

p47

vif-1

p6.9

vp39

vp1054
vp91/p95

gp41

odv-ec43

p49

odv-e18
desmoplakin
odv-e27
pif-0/p74

pif-1

pif-2

pif-3
pif-4/19k/odv-e28
pif-5/odv-e56
pif-6

pif-7

pif-8

38k phosphatase
p33

ubiquitin

Ac78

Ac81

Ac93

Ac101

Ac103

AcMNPV (ORF™)

14
6
65
95
133
90
50
62
40
99
77
100
89
54
83
80
109
142
143
66
144
138
119
22
115
9%
148
68
110
83
98
92
53
78
81
93
101
103

M Open reading frame (fase aberta de leitura).
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Os genes de baculovirus nao estao agrupados no genoma de acordo com
sua funcdo ou momento da transcricdo. Entretanto, a expressao génica ocorre em
uma sequéncia temporal, e esse processo é altamente regulado pelos mecanismos
da infeccao e/ou por proteinas virais e do hospedeiro. Os genes sdo transcritos de
forma gradual, ordenada e em cascata, assegurando a progressao da infeccdo para
as fases seguintes. A expressao dos genes ocorre em trés fases sucessivas que sdo
denominadas precoce (early), tardia (late) e muito tardia (very late). Os genes trans-
critos no estagio precoce da infeccdo sdo precedidos por promotores com motivos
TATA-box e/ou CAGT, que sdo reconhecidos e sao transcritos pela RNA polimerase do
inseto hospedeiro. J4 os genes expressos nas fases tardias sdo transcritos pela RNA
polimerase viral. Entretanto, muitos genes contém promotores que sao reconheci-
dos por ambos RNA polimerase Il do inseto hospedeiro e RNA polimerase viral, sendo
expressos durante toda a infeccéo.

A primeira sequéncia completa de genoma de baculovirus publicada foi a de
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) (Ayres et al., 1994).
Desde entdo, particularmente com a adoc¢ao popular de tecnologia de sequencia-
mento de nova geracdo, a publicacdo de novos genomas de baculovirus foi bastante
acelerada, o que tem proporcionado melhor entendimento acerca da biologia mo-
lecular desses virus. Cerca de 83 espécies de baculovirus tém seus genomas sequen-
ciados e depositados em um dos maiores bancos de dados, o GenBank do National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

TAXONOMIA, DIVERSIDADE E EVOLUCAQ

As regras que regem a classificacdo taxonémica e a nomenclatura dividem os
virus de invertebrados hierarquicamente em familia, género e espécie. A definicao
formal para espécie viral foi modificada, e o termo passou a ser definido como “um
grupo monofilético, cujas propriedades podem ser distinguidas entre uma espécie e
outra por multiplos critérios” tendo sido o termo “multiplos critérios”, historicamente,
interpretado e atribuido as diversas caracteristicas relacionadas aos seguintes aspec-
tos: replicacdo, faixa de hospedeiros, tropismo por células e tecidos, patogenicidade,
modo de transmissao, antigenicidade e grau de parentesco de seus genomas ou ge-
nes (Peterson, 2014). Esse conceito foi formalizado pelo International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) (Adams et al., 2017; Lefkowitz et al., 2018), que regulariza
e organiza periodicamente a classificacao taxondmica universal para os virus.



A familia Baculoviridae foi inicialmente dividida em Nucleopolyhedrovirus (NPV)
e Granulovirus (GV), com base nas diferencas morfolégicas dos corpos de oclusao:
occlusion bodies (OBs) e occlusion derived viruses (ODVs) (Figura 1). Com a realizacao
de estudos filogenéticos e moleculares, uma nova classificacao taxonémica foi dada
aos baculovirus, e a familia Baculoviridae foi dividida em quatro géneros de acordo
com a ordem de seus insetos hospedeiros (Jehle et al., 2006; Herniou et al., 2012;
Harrison et al., 2018). O género Alphabaculovirus inclui NPVs especificos de lepidép-
teros, com OBs de forma poliédrica de 0,15 pm a 5,00 um e genoma de 80 kpb a
180 kpb. O Betabaculovirus inclui os GVs especificos de lepidépteros, com OBs de
forma ovocilindrica de aproximadamente 0,12 um x 0,50 um de didmetro e genoma
de tamanho semelhante ao do género Alphabaculovirus. O Gammabaculovirus inclui
os virus especificos de himendpteros e atualmente é constituido por N. lecontei NPV
(NeleSNPV), Neodiprion sertifer NPV (NeseSNPV) e Neodiprion abietis NPV (NeabNPV),
com OBsde 0,4 um a 1,1 um e genoma menor que o dos outros baculovirus (82 kpb
a 86 kpb) (Jehle et al., 2006). O Deltabaculovirus inclui os virus especificos de dip-
teros atualmente representados pelo CuniNPV com OBs de 0,4 um de diametro e
genoma de 108,252 bp (Afonso et al.,, 2001). Os Alphabaculovirus foram divididos em
dois grupos (Grupo | e Grupo Il), com base em andlises filogenéticas de baculovirus,
inicialmente utilizando o gene polh (Zanotto et al,, 1993) e, mais tarde, genomas
completos. Posteriormente, o Grupo | foi subdividido em dois clados: “a” e “b” (Jehle
et al., 2006). Esses dois grupos diferem no contelido de genes notadamente pelas
suas proteinas de fusdo de membranas (Monsma et al., 1996; Hefferon et al., 1999;
Pearson et al., 2000; Westenberg et al., 2007). Os NPVs do Grupo | usam a GP64 como
proteina de fusdo, enquanto os NPVs do Grupo Il utilizam-se da proteina F para a
transmissao de particulas de virus extracelulares (BVs, do inglés budded viruses)
entre células do inseto hospedeiro (ljkel et al., 2000; Pearson et al., 2000). Além
disso, os grupos diferem pelo seu conteddo de genes, pois 11 outros genes (ORFs
de AcCMNPV: Ac1 - ptp, Ac16 - BV-ODV26, Ac27 - iap-1, Ac30, Ac42 - gta, Ac72, Ac73,
Ac114, Ac124, Ac132, Ac151 - je2) podem ser encontrados apenas nos baculovirus
do Grupo | (Rohrmann, 2019). No género Gammabaculovirus, nao foram identifica-
dos os genes que codificam proteinas constituintes de BVs, proteina F ou GP64, o
que sugere a auséncia desse fendtipo nesse grupo (Jehle et al., 2006; Harrison et al.,
2016). Cada género é constituido em torno de uma espécie-tipo, e os representantes
para os respectivos géneros sdo os seguintes: A. californica multiple nucleopolyhedro-
virus (Alphabaculovirus), Cydia pomonella granulovirus (Betabaculovirus), N. lecontei
nucleopolyhedrovirus (Gammabaculovirus) e Culex nigripalpus nucleopolyhedrovirus
(Deltabaculovirus).
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Os baculovirus tém suas particulas (OB/ODV e BV) de gendtipos idénticos e
fendtipos diferentes (Figura 1). Os fenétipos diferem quanto aos seguintes aspectos:
morfologia e composicao proteica, origem dos envelopes virais, modo de penetra-
¢do na célula hospedeira e infectividade. Dependendo do numero de nucleocapsi-
deos presentes nos ODVs, os NPVs (nucleopoliedrovirus) recebem a designacao de
single nucleopolyhedrovirus (SNPV), quando possuem apenas um nucleocapsideo, e
multiple nucleopolyhedrovirus (MNPV), quando possuem multiplos nucleocapsideos
por envelope, enquanto os GVs (granulovirus), em geral, contém um unico nucleo-
capsideo por oclusdo. No caso do outro tipo de fenétipo (os BVs), essas particulas
possuem um unico nucleocapsideo por envelope.

As diferentes espécies de baculovirus sdo nomeadas, por convencao, pelo
nome cientifico da espécie hospedeira em que o virus foi encontrado pela primeira
vez, seguido pelo tipo de OB: poliedros (nucleopolyhedrovirus — NPV) ou granulos
(granulovirus — GV). A abreviatura é obtida pelas duas primeiras letras do género e do

Profeinas virnis
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pokidring
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Watrize de
gronulg

Figura 1. Fendtipos produzidos durante o ciclo de infecciio dos Baculovirus. Corpo de oclusio (OB: poliedro ou grnulo); virus derivado da
odlusdio (ODV); virus brofado (BV), também chamado de virus extracelular; mulfiple nucleapolyhedrovirus (MNPV); single nucleapolyhedrovirus
(SNPY).

Ilustragio: Marina Tagliari.



nome da espécie do inseto, sequidas do tipo do OB (NPV ou GV). Originalmente, os
baculovirus foram nomeados pela primeira letra do género e da espécie de seu hos-
pedeiro, porém essa designacao foi alterada para a atual nomenclatura a medida que
os virus foram sendo descobertos, pois alguns deles infectavam insetos diferentes
que tinham nomes com as mesmas primeiras letras, resultando em diferentes virus
com o mesmo descritor. Para maior clareza, seguem exemplos de como atribuir os
nomes cientificos as espécies de baculovirus com base nas seguintes informacoes:

« Identificacdo do inseto hospedeiro: nome cientifico do hospedeiro do qual o
virus foi isolado pela primeira vez.

« Morfologia da particula viral (corpo de oclusdo) observada por microscopia
eletrénica de transmissao.

Exemplos:

Hospedeiro: Chrysodeixis includens (Walker)

Tipo de particula viral: poliedros — nucleopolyhedrovirus (NPV)
Nome da espécie viral: Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus

Abreviatura: ChinNPV

Hospedeiro: Plutella xylostella (L.)

Tipo de particula viral: granulos - granulovirus (GV)
Nome da espécie viral: Plutella xylostella granulovirus
Abreviatura: PIxyGV

Essa atual regra para abreviaturas ndo foi adotada para os primeiros baculovirus
descritos na literatura, portanto a convencao histérica tem sido mantida para repre-
sentantes dos varios virus da familia Baculoviridae, como, por exemplo, A. californica
multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e C. pomonella granulovirus (CpGV).

Diversidade e evolucio da familia Baculoviridae

Uma grande diversidade de virus de invertebrados tem sido documentada, e os
mais estudados sdo os ascovirus, iridovirus, polydnavirus, cypovirus, entomopoxvirus e
baculovirus. Entre esses, os baculovirus tém-se destacado como um dos principais virus
entomopatogénicos com grande potencial no manejo integrado de insetos-pragas.
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Os baculovirus sao virus especificos de artropodes e sdao os Unicos que nao
possuem homologia com virus encontrados em outros organismos, como animais,
plantas, fungos e bactérias (Ikeda et al., 2015). Esses virus possuem alta diversidade
em relagdo ao tamanho, organizagao e contetido génico entre seus genomas, e essa
alta variacao gendmica reflete claramente na diversidade fenotipica observada entre
os quatro géneros da familia Baculoviridae (Ikeda et al., 2015). Além da marcante
diferenca morfoldgica entre particulas OBs de granulovirus e nucleopolyhedrovirus
encontrada nos baculovirus especificos de lepidépteros, variacdes fenotipicas sao
também observadas entre NPVs que infectam diferentes ordens de insetos. Nos
Alphabaculovirus, a infeccao celular ocorre em praticamente todos os tecidos do
inseto hospedeiro, enquanto os Gammabaculovirus e os Deltabaculovirus apresen-
tam infeccao e replicacdo do virus restritas as células do intestino médio do inseto
(Katsuma et al., 2012). Outro exemplo é C. nigripalpus NPV (CuniNPV), que ndo con-
tém genes homdélogos as proteinas poliedrina/granulina e possui uma proteina de
90 kDa com formas globulares para as particulas OBs e ndo poliédricas como nos
demais NPVs (Afonso et al., 2001).

Como ja foi dito, hd uma alta diversidade genética entre as diferentes espécies
virais. Nos baculovirus, além dessa diversidade interespecifica, verifica-se grande
variabilidade genética intraespecifica. Variacdes genéticas encontradas em uma
mesma populacdo sdo altamente frequentes e facilmente mantidas por causa da
caracteristica tipica dos baculovirus de concentrar mais de um gendétipo em uma
Unica particula viral, como o que ocorre nos NPVs que possuem vdarios nucleocap-
sideos oclusos em um Unico poliedro (Herniou; Jehle, 2007; Clem; Passarelli, 2013).
As variantes genotipicas, que sdo facilmente detectadas por andlises de Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP), geralmente exibem varia¢gdes no fenétipo, as
quais estdo principalmente relacionadas a patogenicidade, ao tempo de morte e a
producédo de particulas BVs e OBs (Cory et al., 2005; Ogembo et al., 2007; Harrison
et al., 2008; Alexandre et al., 2010). A heterogeneidade de fenétipos é comumente
mantida em populacdes de campo e, em razado disso, acredita-se que a diversidade
genética traz vantagens quanto a adaptacao, a evolucdo e ao tempo de sobrevivén-
cia do baculovirus no campo.

Além dos baculovirus, outros virus de insetos como o entomopoxvirus (EPV) e o
virus da poliedrose citoplasmatica (CPV) apresentam virions oclusos em uma matriz
proteica que formam corpos de oclusdao que protegem as particulas virais livres no
meio ambiente. Entretanto, os baculovirus se diferenciam dos EPVs e CPVs por apre-
sentarem replicacdo no nucleo da célula infectada, enquanto os demais se replicam
no citoplasma.



Virus similares aos baculovirus quanto a patologia e a morfologia foram re-
latados como pertencentes a familia Nudiviridae. Esses virus também se replicam
no nucleo da célula, mas nao formam particulas virais oclusas, por isso foram, an-
teriormente, nomeados como baculovirus ndo oclusos. O conteddo genémico dos
nudivirus compartilha 20 genes descritos como core genes de baculovirus. Apesar
da similaridade entre esses dois grupos, andlises filogenéticas mostram que os
nudivirus formam um grupo monofilético irmdo do grupo dos baculovirus, e sdao
0s mais proximamente relacionados evolutivamente a familia Baculoviridae (Thézé
etal, 2011;Wang et al., 2011).

A origem evolutiva dos baculovirus pode ser explicada por diferentes hip6-
teses. Rohrmann (1986) propds que os baculovirus se originaram com os insetos
da ordem Lepidoptera e, por transferéncia horizontal, atingiram em seguida outras
ordens de insetos. Posteriormente, Federici (1997) propds que a origem dos bacu-
lovirus remonta a origem dos artrépodes, com a cladogénese (processo de espe-
ciacao; ramificacao filogenética) do virus e de seu hospedeiro. Em 2004, Herniou e
colaboradores sugeriram uma terceira hipotese, na qual ancestrais dos baculovirus,
por transferéncia horizontal, infectaram diferentes ordens de insetos, e propuseram
uma antiga coevolucao do virus com seu hospedeiro, que levou, em seguida, ao
progresso da especiacao das diferentes linhagens de baculovirus para as diferentes
ordens de insetos hospedeiros (Herniou et al., 2004).

Com base em analises gendmicas e evolutivas, tem-se admitido que o surgi-
mento dos baculovirus no Carbonifero, periodo da era Paleozoica, provavelmente
tenha ocorrido a partir de ancestrais dos baculovirus que evoluiram com os insetos
holometabolos cerca de 310 milhdes de anos atras (Thézé et al., 2011). Tendo em
vista que os ancestrais dos virus ja infectavam os primeiros insetos que surgiram no
periodo Devoniano, esses dados sustentam e confirmam a terceira hipétese (Herniou
et al., 2004), que sugere uma coevolucao dos baculovirus com os insetos hospedei-
ros. Além disso, acredita-se que a grande diversificagao dos virus ocorreu durante a
diversificacao das diferentes ordens de insetos durante a era Mesozoica (Thézé et al.,
2011), dados que também corroboram a terceira hipotese.

Importdncia da variabilidade genética e sua conservagio

Os baculovirus consistem em uma das mais diversas familias de virus, e essa
alta variabilidade pode ser decorrente, principalmente, da coevolucao e codiversifi-
cacgao do virus com seu inseto hospedeiro. A variabilidade genética é fundamental
para manutencao e evolucdo de uma espécie em seu habitat natural, evitando sua
extin¢do ao longo do tempo. Mutacgoes favoraveis (benéficas ou vantajosas) podem

247



248

se acumular, mediante adaptacdes evolutivas, enquanto mutacdes desfavoraveis ou
delecdes podem levar a reducao gradual de sua frequéncia e resultar até na perda de
uma determinada caracteristica ou mesmo de uma espécie na populacao. Portanto,
a preservacao da variabilidade genética e genotipica vegetal, animal (incluindo os
invertebrados) e de microrganismos tem sido motivo de preocupacgao constante na
conservacao e no uso sustentavel da biodiversidade.

No caso dos virus de insetos, essa diversidade pode constituir fator importante
para o controle bioldgico de insetos-praga, por permitir selecdo de fenétipos com
caracteristicas especificas favoraveis para uso do virus como principio ativo na pro-
ducao de bioinseticidas.

Nesse contexto, o interesse e a importancia na realizacao de coleta, identifica-
¢ao, guarda e conservacao em longo prazo desses recursos genéticos, em condigoes
controladas de reservatérios, bancos genéticos ou cole¢des, tém sido cada vez mais
crescentes no Brasil e no mundo, nao sendo diferente para os virus de invertebrados.

Acervos bastante representativos de isolados de diversas espécies de virus sao
mantidos por instituicdes de pesquisa no Brasil, como, por exemplo, pela Empresa
de Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa). Desde 1989, a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia mantém a Colecdo de Virus de Invertebrados (CVI), na qual
se encontram isolados de espécies de virus de insetos de importancia agricola e flores-
tal, caracterizados e armazenados em condi¢Oes adequadas de conservacao de longo
prazo. Essa colecdo constitui importante fonte de diversidade genética e da suporte a
pesquisa basica nas areas de patologia de insetos, virologia fundamental, taxonomia
e filogenia de virus de insetos, bem como a pesquisa aplicada na area de controle
biolégico, criando oportunidades de selecao de virus com potencial tecnolégico e
ambiental direcionados ao desenvolvimento de processos, bioinseticidas e outros
produtos biotecnoldgicos. Além disso, o progressivo aumento do nimero de genomas
virais sequenciados e analisados, utilizando-se de ferramentas da bioinformatica e dos
avancgos da genética e gendmica molecular, tem trazido inumeras possibilidades de
aplicacdo em diferentes areas do conhecimento, gerando ativos de inovacéo tecnolé-
gica e a consequente valoragao dos recursos genéticos depositados nas colegdes.

MODO DE ACAO E CICLO BIOLOGICO DOS BACULOVIRUS

Os virus utilizam as células hospedeiras para se replicarem e se desenvolve-
rem. Ao serem ingeridos ou inoculados no inseto, a célula hospedeira disponibiliza
sua maquinaria de autorreproducao celular para fornecer substratos e energia ne-



cessarios para a sintese de proteinas virais e acidos nucleicos virais. Uma série de
mudancas comportamentais e morfoldgicas do inseto ocorre durante o processo de
infeccao, a comecar pela perda de apetite sequida de retardamento do crescimento
do inseto e letargia, descoloracao e perda do brilho natural do tegumento do inseto
por causa da dissolucdo dos tecidos e do acumulo de particulas virais, culminando
na morte do inseto. Nessa fase final, antes da lise larval, uma caracteristica bastante
comum da infeccdo por baculovirus é a migracao do inseto infectado para uma po-
sicao mais elevada do galho da arvore ou planta, a fim de facilitar a dispersao dos
corpos de oclusao. Esse comportamento do inseto (geotropismo negativo) tem sido
atribuido como resultado de um “efeito zumbi” causado pela infeccdo viral no inseto.

Os baculovirus tém um ciclo bioldgico bifasico (também chamado ciclo de
vida, ciclo de infeccdo ou replicacdo) bastante peculiar e que se diferencia de ou-
tros virus por produzir durante a infeccdo duas formas geneticamente idénticas,
porém estrutural e funcionalmente distintas — virus derivados de corpos de oclusdo
(ODVs) e virus extracelulares ou virus brotados (BVs) -, como mostrado ja na Figura 1.
Os ODVs sao responsaveis pela infeccdo priméria do inseto hospedeiro, enquanto
0s BVs sdo liberados das células do hospedeiro e sao responsaveis pela propagacao
da infeccdo célula a célula, causando infeccdo sistémica, que também é chamada
de infeccdo secundaria. Os BVs sdo capazes de propagar a infeccdo de uma célula
para outra dentro do inseto e em cultura de células, “brotando” da membrana basal
das células do intestino médio, adquirindo assim um envelope distinto dos ODVs.
Budded viruses sdo utilizados para infeccdes em cultivo de células de insetos e infec-
¢ao intra-hemocélica por serem milhares de vezes mais infecciosos do que a forma
ODV (Keddie; Volkman, 1985; Monsma et al.,, 1996).

Basicamente, o ciclo de infeccdao dos baculovirus se inicia quando OBs, que se
encontram disseminados na natureza, sdo ingeridos por larvas de insetos suscetiveis
e alcancam o sistema digestivo, onde a matriz protéica das particulas virais é dissol-
vida, liberando centenas de virions ODVs que infectam as células epiteliais colunares
do intestino do inseto e promovem a infeccao primdria. Na sequéncia, os virions se
replicam no nucleo das células, brotam na forma de BV e atingem o sistema traqueal e
a hemolinfa, estabelecendo infeccdes secundarias, entdo a infeccao é disseminada por
todo inseto. No estdagio final da infeccao, a maioria dos nucleocapsideos sao mantidos
no nucleo e ficam entao oclusos em uma matriz proteica formando os OBs. Cerca de
6 a 8 dias apds o inicio da infeccdo, a maioria das larvas infectadas morre por causa
do acumulo de OBs formados, seguido de liquefacao e rompimento da cuticula larval,
com liberacao de grande quantidade de poliedros/ou granulos no meio ambiente
(Figura 2). Essas particulas virais liberadas poderao ser consumidas por outras larvas
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hospedeiras e dar inicio a novos ciclos de infeccao. Uma sequéncia de eventos detalha-
da do processo de infeccao esta descrita a seguir no topico Patogénese.
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Figura 2. Esquema representativo do ciclo de infecgdo dos baculovirus: corpos de oclusio (OBs); vitus derivado da oclusdo (0DVs);
virus brotados (BV), também chamados de virus extracelulares.

Ilustragdo: Marina Tagliari.

PATOGENESE E INTERACAO ViRUS-HOSPEDEIRO

Os virus sao patdgenos intracelulares especificos de determinados hospedei-
ros e podem causar diferentes sintomas, dependendo do tipo de célula que eles in-
fectam. A identificacao de virus de insetos se da normalmente em larvas infectadas,
nas quais é possivel identificar mudancas relacionadas a morfologia ou ao compor-
tamento. Por sua vez, a identificacao de uma infeccao viral pode ser dificultada pela
baixa taxa de replicacao viral em infeccdes assintomaticas que ndo chegam a matar
o hospedeiro, causando uma infeccao crénica ou latente.



Os insetos da ordem Lepidoptera sao, em sua grande maioria, importantes pra-
gas na agricultura. Por essa razdo, a maior parte dos estudos de patologia de doencas
virais concentra-se nesses insetos. Ha relatos de que mais de 700 espécies de insetos
foram infectadas naturalmente por baculovirus e mais de 90% dos baculovirus foram
isolados a partir de espécies de Lepidoptera, embora possam ser encontrados em
outras ordens, como Diptera e Hymenoptera (Herniou; Jehle, 2007). Entre os virus
de insetos, os baculovirus sdo altamente especificos e virulentos contra seus hospe-
deiros. Essas caracteristicas levaram ao desenvolvimento desses virus como agentes
de controle bioldgico. Por isso, a grande maioria das informacgdes sobre patologia e
gendmica de virus de inseto concentra-se nos dados da familia Baculoviridae.

Os virus podem ou nao ter preferéncia por determinado tipo de célula. Os
baculovirus, por exemplo, podem infectar diferentes tecidos do inseto (alphabaculo-
virus e betabaculovirus) ou tecidos especificos (alguns betabaculovirus e deltabacu-
lovirus). Os alphabaculovirus infectam praticamente todos os tipos de célula da larva
hospedeira, como células musculares, do tegumento, da hemolinfa, dos sistemas
digestivo, traqueal e nervoso e do corpo gorduroso. Apenas alguns tecidos, como os
tubulos de Malpighi, ndo apresentam infeccao por alguns baculovirus (Cordeiro et
al., 2008). Em uma célula suscetivel, as alteracdes morfoldgicas induzidas pela infec-
¢ao por baculovirus sdo as seguintes: arredondamento celular, hipertrofia do nucleo,
formacao do estroma virogénico, producéo de particulas virais e oclusdo de parte
desses virus em corpos de oclusdo nas fases finais da infeccao (Williams; Faulkner,
1997; Pombo et al., 1998).

Entrada dos virus

A principal rota de entrada de virus nos insetos é pela via oral (Figura 2). Os inse-
tos adquirem particulas virais durante sua alimentagao e, no intestino médio, ocorre
o contato dos virus com as células do inseto. No intestino, o OB ou poliedro é dissolvi-
do pela acdo de proteases intestinais e pelo ambiente alcalino (pH > 11) e, como con-
sequéncia, os virions sao liberados. Entretanto, para chegar até as células colunares
do intestino, essas particulas tém de atravessar uma barreira, a membrana peritréfica
(MP). A MP é formada pela secrecdo de quitina e por outros polissacarideos e protei-
nas (matriz extracelular) das células intestinais, que formam uma espécie de filtro que
permite a passagem do alimento digerido no intestino, separa a camada de células
do bolo alimentar e protege contra microrganismos. A MP é um obstaculo a infeccao
pelos baculovirus (Brandt et al., 1978; Wang; Granados, 1997; Matos et al., 1999), pois
o nucleocapsideo dos baculovirus mede por volta de 30 #m-35 #m x 250 ym-300 #m,
enquanto os poros da MP de larvas de lepidépteros podem variar de 7,9 ym em
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Manduca sexta (L.) a 29 ym em Malacosoma disstria Hibner (Wolfersberger et al., 1986).
Dessa forma, para que os baculovirus alcancem as células colunares, é necessario que a
MP seja modificada, permitindo sua passagem. Alguns baculovirus possuem proteinas
chamadas de enhancins, presentes nos OBs (Wang; Granados, 1997), que sao meta-
loproteinases capazes de degradar glicoproteinas presentes na MP, o que acarretaria
a formacao de poros nessa membrana. Além disso, os OBs podem conter proteases
alcalinas ou quitinases derivadas de bactérias durante a decomposicao do corpo do
inseto infectado, as quais também poderiam estar envolvidas na formacao de poros na
MP. Apés passar a barreira da MP, os virions se ligam as células colunares para iniciar a
infeccao viral. Entretanto, essas células descamam-se constantemente, o que dificulta
ainda mais a entrada do virus (Volkman; Keddie, 1990; Engelhard et al., 1994).

Para entrar nas células do intestino médio, os virions (ODVs) se ligam as micro-
vilosidades das células colunares do intestino e, com o auxilio das proteinas denomi-
nadas de PIFs (do inglés per os infectivity factors), ocorre a fusdo entre a membrana do
ODV e a membrana da célula. Essas proteinas sao conservadas entre os baculovirus
sequenciados até o momento e formam um complexo com pelo menos nove prote-
inas na membrana do ODV, o qual é essencial a ligacao e a entrada do virus na célula
intestinal (Peng et al., 2010; Javed et al,, 2017; Zheng et al., 2017; Rohrmann, 2019).
Entretanto, ainda nao se conhece o receptor para entrada dos ODVs nessas células.
Apds entrar na célula, o virus pode se dirigir ao seu ntcleo para iniciar a replicagao ou
atravessar o citoplasma para a porcao basolateral e infectar outra célula (Granados;
Lawler, 1981; Washburn et al., 1999) por um mecanismo que envolve a proteina do
capsideo viral P78/83 e o complexo celular Arp2/3, para polimerizacdo de actina,
que permite o movimento da particula viral pelo citoplasma (Ohkawa et al., 2010,
Mueller et al.,, 2014). Foi mostrado experimentalmente que o tegumento das larvas
de lepiddpteros pode também ser uma via de infeccao (Kirkpatrick et al., 1994) apds
um ferimento ou por mudancas bruscas em temperatura e umidade que, de alguma
forma, causem danos a superficie dos insetos e permitam a entrada do virus pelos
espiraculos (Kirkpatrick et al., 1994, Jinn et al., 2009).

Infecgdo sistémica

Apos a entrada nas células intestinais, o espalhamento da infeccdo pelo corpo
do inseto ocorre com a chegada do virus no sistema circulatério do inseto (hemo-
linfa) e/ou respiratério (traqueias), com ou sem prévia replicacao viral nas células do
intestino (Washburn et al., 1999; Soares; Ribeiro, 2005). Para que isso ocorra, 0s virus
devem atravessar a lamina basal (LB) das células intestinais, que é um tipo de matriz
extracelular que envolve praticamente todos os tipos de células no corpo dos inse-



tos, com excecao dos hemocitos (Sasaki et al., 2004). A LB é composta de proteinas
e polissacarideos secretados pelas proprias células do tecido e, no caso do intestino
dos insetos, separa esse tecido das células da hemolinfa (hemodcitos), da traqueia (tra-
queoblastos) e células musculares, que sdo os tipos de tecidos que possuem contato
direto com esse 6rgao. Além disso, serve como suporte para a reposicao de células
mortas e barreira para a entrada de patdgenos em outros tecidos do inseto, pois,
como descrito para a membrana peritréfica, a LB possui poros menores do que as
dimensodes das particulas infectivas dos baculovirus (Reddy; Locke, 1990; Passarelli,
2011). Como os componentes da LB estdo em constante renovacdo, essa estrutura é
dinamica e, durante a renovacao de seus componentes, pode ocorrer a formacao de
poros transientes por onde os virus podem atravessar.

Granados e Lawler (1981) mostraram, por microscopia eletronica de transmis-
sdo, particulas virais de AcMNPV dentro da LB do intestino de larvas de Trichoplusia ni
(Hbner), poucas horas apoés a infeccdo oral. Durante o desenvolvimento embrionério
dos insetos, as traqueias sdo formadas em direcao aos diferentes 6rgaos dos insetos,
guiadas pela secrecao da proteina FGF dos tecidos em formacao (Sutherland et al.,
1996). A proteina FGF, que é responsavel pela modulacao de diferentes processos
durante o desenvolvimento dos tecidos em organismos multicelulares, liga-se ao
seu receptor na superficie das células e ativa uma cascata de eventos, como prolife-
racao, diferenciacdo e movimentacao celular (Ornitz; Itoh, 2001). A maioria dos virus
dos géneros Alpha e Betabaculovirus sequenciados até o momento possui 0 gene
para uma proteina homologa a FGF, que é denominado de vfgf. Interessantemente,
a presenca desse gene parece estar relacionada a infeccao de mais de um tecido, pois
os baculovirus (Delta e Gammabaculovirus), que nao possuem esse gene, possuem
infeccdo restrita ao intestino médio das larvas de insetos (Becnel et al., 2001). A VFGF
de diferentes baculovirus, que é secretada durante a infeccao de células de insetos, é
uma proteina capaz de induzir quimiotaxia in vitro de células de inseto derivadas de
Spodoptera frugiperda (Smith), T. ni e Helicoverpa armigera (HUbner) (Detvisitsakun et
al., 2005; Katsuma et al., 20064; Li et al., 2008). A delecdo do gene vfgf nos baculovirus
AcMNPV e em B. mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) retarda o tempo de morte dos
insetos infectados quando comparado com o tempo de morte induzida pela infeccao
do virus selvagem, principalmente quando os virus sao administrados oralmente
(Katsuma et al., 2006b; Detvisitsakun et al., 2007). Dessa forma, a acao dessa proteina
esta relacionada a velocidade de dispersao do virus dentro do inseto (Detvisitsakun
et al.,, 2007). Means e Passarelli (2010) mostraram que a presenca do gene vfgfinduz a
degradacao e a remodelagem da lamina basal de célula da traqueia ligada ao intestino
médio da larva infectada, com a participacdo de metaloproteases e caspases efetoras,
enzimas presentes na LB para uma eficiente infeccéo sistémica.
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Os hemécitos e os traqueideos sdao altamente susceptiveis a infeccao pelos
baculovirus, o que é importante para a patogenicidade desses virus, pois sao locais
de amplificacao viral (Engelhard et al., 1994). Além disso, o sistema circulatério dos
insetos é do tipo aberto, por isso a hemolinfa circula livremente dentro do corpo em
contato direto com os outros 6rgaos internos, o que facilita a dispersao dos virus
(Granados; Lawler, 1981; Washburn et al., 1995; Barrett et al., 1998). O sistema respira-
torio, por sua vez, leva oxigénio para todos os tecidos e também constitui uma via de
dispersao da infeccao viral (Engelhard et al., 1994; Soares; Ribeiro, 2005). A hemolinfa
é responsavel pela distribuicao de nutrientes para o corpo do inseto e possui dife-
rentes tipos celulares envolvidos na defesa do organismo contra patégenos. Essas
células sdao responsaveis pela fagocitose, coagulacao, encapsulamento e formacao
de nédulos em volta de patégenos ou corpos estranhos (Silveira et al., 2003, 2004).

Apesar de a maioria dos baculovirus possuir uma gama de hospedeiros restrita,
alguns deles podem infectar mais de uma espécie de inseto. O A. californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), por exemplo, é capaz de infectar 32 espécies de
lepiddpteros, entretanto a susceptibilidade desses insetos a infeccao viral é diferente
e depende de diversos fatores, como estadio de desenvolvimento, resposta imune
do hospedeiro e tipo de alimentacao (Engelhard; Volkman, 1995; Hoover et al., 2000;
Zhang et al., 2002). Insetos totalmente permissiveis a infeccdo por baculovirus sdo
incapazes de evitar o estabelecimento da infeccdo quando em contato com uma de-
terminada dose minima de virus. Ja insetos semipermissiveis possuem mecanismos
de defesa mais eficientes para evitar o estabelecimento da infeccdo e, normalmente, é
necessaria uma quantidade de virus muito alta para que o processo ocorra.

Apesar de o baculovirus ACMNPV ser capaz de infectar dezenas de espécies
de lepidépteros, a replicacdao desse virus nos diferentes tecidos dos insetos pode ser
bem diferente. Para iniciar uma infeccao em larvas de S. frugiperda (penultimo esta-
dio de desenvolvimento), é necessaria uma dose aproximadamente mil vezes maior
do que para larvas de T. ni no ultimo estadio de desenvolvimento (Clark; Clem, 2002).
Além disso, S. frugiperda leva mais que o dobro do tempo para morrer. Uma das cau-
sas dessa resisténcia pode estar na suscetibilidade dos hemacitos, pois apenas 5%
deles sao infectados apds 24 horas de contato com o virus, enquanto nos hemacitos
de T. ni esse percentual é de 57% (Clark; Clem, 2002). Algo semelhante ocorre com a
infeccao de AcMNPV em larvas permissivas de Heliothis virescens (F.) e semipermis-
sivas de Helicoverpa zea (Boddie) (Trudeau et al., 2001). Nesse caso, 0 mecanismo
de resisténcia das larvas de H. zea também esta relacionado com a baixa replicacao
viral nos hemocitos e a formacao de focos de infeccao nas traqueias encapsuladas e
melanizadas (Trudeau et al., 2001).



Genes auxiliares da replicacdo e dispersdo viral

As células possuem diferentes mecanismos de restricao a infeccdo e a repli-
cacdo viral. Para que um determinado virus consiga se replicar eficientemente em
uma célula hospedeira, ele precisa superar esses mecanismos de defesa celular.
Os core genes, conservados em todos os baculovirus (ver secdo Diversidade e
Evolucao da Familia Baculoviridae), desempenham papéis importantes no ciclo de
infeccdo. Entretanto, existem outros genes que estdo presentes em apenas alguns
baculovirus e tém sido classificados como genes auxiliares. A aquisicdo ou perda
de genes ao longo da evolucao dos baculovirus é evidente a partir da andlise dos
genomas conhecidos, e a insercao desses genes no genoma viral esta, muitas vezes,
associada a uma eficiente infeccao e/ou replicacao viral (Miele et al., 2011; Ferrelli
et al,, 2012), como serd mencionado nos exemplos que se seguem.

Genes inibidores de apoptose (p35 e iap) - Os baculovirus possuem genes
que codificam proteinas antiapoptéticas. A apoptose (morte celular programada)
é um mecanismo de morte celular conservado em organismos invertebrados e
vertebrados, sendo crucial para o desenvolvimento embrionario, com a eliminacao
de células desnecessarias e também de células infectadas por virus ou defeituosas
(Kam; Ferch, 2000; Clem, 2015). Os genes p35 e iap (inibidor de apoptose) exercem
papel importante em interacdes virus-hospedeiro, pois inibem a apoptose em cé-
lulas hospedeiras (Clem et al., 1991; Castro; Ribeiro, 2001; Clem, 2007). De acordo
com a homologia de suas sequéncias, as proteinas antiapoptéticas do tipo IAP sao
classificadas em seis grupos (IAP1-IAP6) e nem todas possuem atividade antiapop-
totica (Mehrabadi et al., 2015; Fu et al,, 2017). A delecdo de genes antiapoptéticos
do genoma viral resulta na diminuicao da infectividade viral in vitro e in vivo, o que
confirma o seu papel no estabelecimento de uma infeccao produtiva (Clem et al.,
1991; Silveira et al., 2007).

Gene inativador do hormoénio ecdisona: ecdisteroide udp-glicosiltransfe-
rase (egt) — A maioria dos baculovirus possui um gene que codifica uma enzima
capaz de inativar o hormonio ecdisona do inseto. Esse hormonio é responsavel pelo
controle da mudanca de estadio larval e da metamorfose dos insetos (O'Reilly, 1995).
A enzima viral ecdisterdide UDP-glicosiltransferase (EGT) catalisa a transferéncia de
um monossacarideo (UDP-glicose ou UDP-galactose) para o hormonio ecdisona,
inativando-o (O'Reilly; Miller, 1989). Essa inativacao durante a infeccdo faz com que
as larvas nao progridam para a préxima muda e continuem se alimentando, o que
resulta em grande replicacdo viral. Foi demonstrado por diferentes pesquisadores
que a inativacao desse gene resulta em aumento na velocidade de morte dos insetos
infectados (O'Reilly; Miller, 1991; Pinedo et al., 2003).
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Genes quitinase (chiA) e catepsina (v-cath) - Uma das caracteristicas da
infeccdo do baculovirus AcCMNPV em insetos suscetiveis é a degradacao do corpo
do inseto logo apds sua morte. Essa degradacao ou liquefacdo é resultado da ex-
pressdo das enzimas virais catepsina (V-CATH) e quitinase (CHIA) nos estagios finais
da infeccdo (Hawtin et al., 1997). A degradacdo da cuticula dos insetos infectados
no final da infeccdo é considerada uma vantagem evolutiva, pois aumentaria a
dispersdo dos virus no meio ambiente (Daimon et al., 2006). Entretanto, nem todos
os baculovirus possuem, em seu genoma, 0s genes para essas enzimas, como, por
exemplo, o baculovirus AgMNPYV (Slack et al., 1995). Larvas de Anticarsia gemmatalis
Hilbner infectadas pelo AGMNPV nao sofrem liquefacao logo apds a morte, e a in-
sercao dos genes v-cath e chiA de outro baculovirus filogeneticamente préximo ao
AgMNPV (Choristoneura fumiferana DEF multiple nucleopolyhedrovirus, CEDEFNPV) no
genoma do AgMNPV resultou na liquefagdo do corpo do inseto no final da infecgéo,
confirmando o papel dessas enzimas nesse processo (Lima et al.,, 2013).

Gene da tirosina fosfatase (ptp) - O gene ptp (Sheng et al., 1993) codifica
uma enzima denominada proteina tirosina fosfatase (PTP). Kamita et al. (2005) mos-
traram que o gene ptp estava envolvido no aumento da atividade de locomocao da
larva de B. mori quando infectada pelo baculovirus BmNPV. Insetos infectados por um
baculovirus com uma delecao nesse gene apresentam locomocao reduzida durante
ainfeccao viral. Os autores especulam que esse aumento na locomocao da larva infec-
tada pode estar relacionado a uma maior dispersao do virus no meio ambiente, pois
o inseto moribundo se movimentaria mais no final da infeccdo e espalharia virus em
uma area maior. Por sua vez, Katsuma (2015) construiu BmNPV recombinantes que
expressavam PTP inativa e demonstrou que a atividade enzimatica nao era a respon-
savel pelo aumento da atividade de locomocao da larva infectada, mas sim a presenca
da proteina na particula viral (BV). Outro gene de baculovirus envolvido na mudanca
de comportamento do hospedeiro é o gene egt descrito anteriormente. Hoover et al.
(2011) mostraram que o baculovirus Lymantria dispar nucleopolyhedrovirus (LdAMNPV)
era capaz de induzir uma mudanca de comportamento da larva infectada semelhante
ao descrito para o gene ptp, em que as larvas infectadas procuravam lugares mais altos
antes da morte. Quando utilizavam baculovirus recombinantes que continham o gene
egt deletado, esse comportamento ndo acontecia. Dessa forma, concluiram que esse
gene também possui um papel na dispersao do virus na natureza.

Genes relacionados ao metabolismo de nucleotideos (dut, rnr e/ou tmk
e homélogos) - Alguns baculovirus possuem genes homologos aos genes dUTP
difosfatase (dut), ribonucleotideo-difosfato redutase (rnr) e/ou timidina monofosfato
quinase (tmk). Entretanto, entre esses genes, apenas o gene hibrido dut/tmk presente
nos baculovirus — Perigonia lusca single nucleopolyhedrovirus (PeluSNPV) e Erinnyis
ello granulovirus (ErelGV) - foi alvo de andlise funcional (Ardisson-Araujo, 2016).



A enzima dUTPase é responsavel pela remocao de dUTP eventualmente incorporado
na molécula de DNA durante a replicacao pela DNA polimerase. As enzimas RNR
e TMK participam, respectivamente, da sintese de dCTP (desoxicitidina trifosfato) e
dTTP (desoxitimidina trifosfato), que sdo precursores de nucleotideos (blocos que
constituem a molécula de DNA). A introducdo desses genes no genoma do ACMNPV
foi capaz de acelerar a expressao de genes virais, a replicacao do DNA viral e a produ-
¢ao de progénie viral, além de resultar em maior producao de poliedros. A presenca
desses genes no genoma de alguns baculovirus pode estar relacionada a uma maior
protecao do genoma viral contra mutagdes deletérias (Ardisson-Araujo, 2016).

USO DOS BACULOVIRUS E SUA IMPORTANCIA

O Brasil é um pais essencialmente tropical, com dimensées continentais e
vdrias fronteiras agricolas. As altas temperaturas médias no Pais favorecem o apare-
cimento de insetos-pragas nas diversas culturas. Somando-se a isso, nas principais
regides produtoras, chega-se a cultivar até trés ciclos anuais de algumas culturas,
com sobreposicao de plantios ao longo do ano, o que resulta em grande oferta
sem interrupc¢do de alimento para os insetos herbivoros. Como as grandes areas de
fronteiras agricolas plantam essencialmente soja (Glycine max), algodao (Gossypium
hirsutum), milho (Zea mays) e feijao (Phaseolus vulgaris), as lagartas desfolhadoras
migram facilmente entre as culturas, como é o caso da lagarta-falsa-medideira-da-
-soja (Chrysodeixis sp.), que também é uma praga desfolhadora de algodao. A lagarta-
-do-cartucho (S. frugiperda) é praga do milho, mas pode atacar soja, algodao e feijdo.
De igual modo, a H. armigera ataca milho, soja e algodao. O controle dessas pragas
agricolas é feito essencialmente com o uso indiscriminado de inseticidas quimicos, o
que tem gerado poluicdo ambiental em todo o planeta, além de causar intoxicacao
de aplicadores, rios, nascentes e do produto final a ser vendido no mercado, tanto in
natura como processado.

Entre os varios agentes de controle bioldgico, os virus, principalmente os do
grupo dos baculovirus, constituem uma alternativa viavel para o controle de pragas
de importancia agricola e uma ferramenta fundamental dentro do contexto do MIP.

Como mencionado anteriormente, o interesse pelo uso dos baculovirus como
agentes de controle biolégico iniciou-se no ano de 1527, quando os baculovirus
foram encontrados em estudos da jaundice disease do bicho-da-seda B. mori (Benz,
1986). Mas os estudos da natureza dessa doenca sé foram estabelecidos em 1947,
deixando claro que esses virus estavam espalhados pela natureza, e sua ocorréncia
era entre pragas de importancia econémica.

257



258

Os baculovirus sao mais comuns nos insetos da ordem Lepidoptera e podem
ser usados na agricultura em diversas estratégias, conforme explicado em detalhes no
Capitulo 1. A primeira estratégia é o controle biolégico classico, no qual hd introducao
e colonizacdo do patégeno. A introducao de um baculovirus é feita em uma regido
onde ele ndo ocorre naturalmente, com o objetivo de estabelecer esse patégeno no
ambiente do hospedeiro (praga-alvo) e promover seu controle. Outra estratégia é a
introducdo inoculativa, em que o patégeno é aplicado, de modo que se multiplique
e se dissemine eficientemente no ambiente, controlando o inseto hospedeiro por
mais de uma geracao e, se necessario, pode ser reaplicado no mesmo ambiente. Ha
ainda a estratégia do aumento do inéculo do virus por intervencao do ser humano,
por meio de praticas culturais que possam beneficiar o aumento do baculovirus em
populacées do inseto hospedeiro. Nesse caso, faz-se uma manipulacdo do ambiente
onde ha a ocorréncia natural de um virus. A estratégia inundativa, na qual o virus
é aplicado na forma de um inseticida microbiano, é muito utilizada. Nesse caso, o
virus é formulado e aplicado varias vezes, se necessario, da mesma maneira que um
inseticida quimico, para que se possa manter a praga hospedeira abaixo de niveis de
dano econémico para a cultura atacada. Esta Ultima é a estratégia mais utilizada para
o controle de pragas em campo por meio de baculovirus, que, nesse caso, pode ser
produzido em biofabricas e disponibilizado no mercado.

Seguranca do uso de produtos bioldgicos a base de baculovirus

Estudos extensivos tém sido publicados, os quais confirmam a biosseguranca
do uso e da aplicacao de produtos a base de baculovirus na agricultura (Summers;
Kawanishi, 1978; Organisation for Economic Co-Operation and Development, 2002;
Lapointe et al., 2012). Em 1980, Burges e colaboradores desenvolveram um trabalho
sobre a seguranca dos baculovirus, no qual afirmaram que os NPVs sao inofensivos
ou sao incapazes de replicar em microrganismos, em culturas de células de inver-
tebrados que nao sejam insetos e em cultura de células de vertebrados, plantas e
invertebrados nao artrépodes. No final dos anos 1960, um isolado de NPV para o
controle da H. zea foi submetido a uma série de testes tdo rigorosos quanto para
os inseticidas quimicos recomendados pela OMS (Organizacao Mundial de Saude) e
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos. Testes foram realizados em
primatas e no proprio Homem para efeitos carcinogénicos e teratogénicos. Foram
testes extremamente rigorosos para se ter certeza da nao infeccdo de animais verte-
brados e humanos com virus de insetos. Entre os organismos testados, foram inclu-
idos pardais, ratos e outros organismos nao alvo (insetos predadores, etc.). Nenhum
efeito adverso foi detectado nos organismos testados.



Produgdo

O processo de desenvolvimento de bioinseticidas envolve muitas pesquisas an-
teriores a producao, que se inicia com os estudos de identificacdo e caracterizacdo do
agente causador da doenca, seguidos, por exemplo, de testes de avaliagdes e analises
de parametros, como concentragdo letal 50 (CL, - concentragdo necessaria para matar
50% da populagdo de insetos), tempo letal 50 (TL,; — tempo necessario para matar
50% da populacao de insetos), producao de poliedros por lagarta, lagarta equivalente
(LE/ha - quantidade de lagartas necessarias para se pulverizar 1 ha) e peso equivalente
(quantidade de lagartas necessarias para pulverizar 1 ha, em peso). Os resultados des-
ses parametros vao servir de orientacdo para as diversas etapas da producéo.

A producao de biopesticidas a base de baculovirus envolve varias etapas, des-
de acriacdo doinseto hospedeiro até a formulacao final do produto. A primeira etapa
é a coleta e 0 armazenamento das lagartas infectadas com o baculovirus. Quando
produzido em larga escala, a liquefacdao do tegumento da lagarta imediatamente
apds a sua morte pode ser o principal fator limitante dessa etapa. As larvas mortas
se liquefazem, em razdo do rompimento do tegumento, e isso faz com que todo o
liquido interno se extravase, dificultando a coleta e armazenamento do material.

No caso da producao de bioinseticida para controle da lagarta-do-cartucho-
-do-milho (S. frugiperda), essa limitacdo foi superada com a descoberta de um isola-
do viral (S. frugiperda MNPV-6NR) que néo causa liquefacdo do tequmento do inseto
logo apds a sua morte (Macedo et al., 2012). Essa caracteristica € muito importante
por reduzir a mao de obra e o custo de producdo durante o processo de coleta do
material infectado, ndo havendo necessidade de congelamento imediato das lagar-
tas coletadas.

Nesse ponto do sistema de producdo, as lagartas mortas podem ir para as eta-
pas de processamento e formulacdo ou podem ser congeladas para posterior uso.
Esse procedimento depende da disponibilidade de tempo, do pessoal de apoio e
do fluxo de producao da biofabrica. As lagartas mortas infectadas com baculovirus
permanecem viaveis por mais de um ano quando congeladas a -20 °C.

Principais programas de controle bioldgico de pragas
com baculovirus no Brasil
Ha varios programas de controle biolégico no Brasil e no mundo, nos quais o

baculovirus é comercializado como bioinseticida para uso no controle de diversas pra-
gas agricolas e florestais (Moscardi, 1999; Sosa-Gémez et al., 2008; Hasse et al., 2015).
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Porém, é reconhecido também que o sucesso do controle de pragas desses programas,
no que diz respeito a reduzir o numero de aplicacdes de inseticidas quimicos e minimi-
zar o impacto ambiental, depende da associacao de diferentes taticas e procedimentos
de ambos os controles quimico e bioldgico aplicados em sistemas de MIP (Moscardi
et al,, 2011). Essa tecnologia promove o controle racional de pragas e busca manter
o equilibrio dos ecossistemas, garantindo mais qualidade e produtividade no campo.

Lagarta-da-soja — Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV)

Esse foi o maior programa de controle biolégico usando virus entomopato-
génicos no Brasil (Moscardi, 1999, 2007; Moscardi et al.,, 2011). A lagarta-da-soja
(A. gemmatalis) é uma das principais pragas da cultura da soja no Brasil e ocorre da
Argentina até o sudeste dos Estados Unidos. A aplicacdo do AgMNPV, produzido
pela empresa Coodetec com o apoio de pesquisadores da Embrapa, chegou a quase
2 milhdes de hectares de soja no Pais (Moscardi, 1989, 1999; Moscardi et al., 2011).
No entanto, em razao das mudancas nas praticas dos produtores de soja, houve um
declinio no uso do AgMNPV o que reduziu drasticamente a producédo desse bioin-
seticida para uma area de aproximadamente 300 mil hectares por ano (Moscardi,
2007). Ainda assim, no que se refere ao uso de virus de insetos no controle biolégico,
o0 AgMNPV é considerado o exemplo de sucesso dos baculovirus pela sua importan-
cia tanto na pesquisa basica como aplicada. Extensivos estudos tém sido realizados
quanto a identificacao morfoldgica, caracterizacdo genética e molecular, patologia e
atividade bioldgica de diferentes isolados desse virus. O genoma completo do clone
purificado AQMNPV-2D foi publicado em 2006 (Oliveira et al., 2006).

Lagarta-do-cartucho-do-milho — Spodoptera frugiperda
nucleopolyhedrovirus (STMNPV)

A pesquisa sobre o uso do baculovirus SfTMNPV para o controle da lagarta-do-
-cartucho teve inicio em 1984 na Embrapa, quando, durante um levantamento
(1984-1989) de inimigos naturais de S. frugiperda, foram encontradas varias lagartas
mortas por virus (Valicente, 1989). Esses virus foram purificados e depositados em
uma colecdo de SfMNPV que atualmente conta com 22 isolados amostrados em
diversas regides do Brasil. Esses isolados foram estudados, caracterizados, e sua
eficiéncia foi avaliada em relacao a lagarta-do-cartucho (Barreto et al., 2005). Entre
os isolados mais estudados e eficientes no controle dessa praga, o STMNPV-19 foi
selecionado e seu genoma totalmente sequenciado (Wolff et al., 2008).



No processo de producao de baculovirus para aplicacao nas lavouras, o objeti-
vo é que as lagartas inoculadas em laboratério produzam mais poliedros por lagarta
e, consequentemente, haja a reducao do numero de lagartas equivalentes (LE), isto é,
o numero de lagartas necessarias para pulverizar 1 ha. Para o SFMNPV, Valicente et al.
(2013) relatam que entre 12 e 14 lagartas produzem o suficiente para a aplicacdo em
1 ha de milho. A primeira empresa brasileira a registrar o Baculovirus spodoptera foi
a Vitae Rural, e 0 nome comercial do produto é Cartuchovit. Em seguida, a Simbiose,
também uma empresa brasileira, registrou produto denominado Vircontrol. Espera-
-se que o produto seja mantido no mercado, pois, além dessas, trés grandes empre-
sas firmaram acordo de parcerias também para a producao desse virus.

Lagarta-mandarovd-da-mandioca — Erinnyis ello granulovirus (ErelGV)

O programa do controle do mandarova-da-mandioca com E. ello granulovirus
(ErelGV) foi implantado pela primeira vez no Brasil em propriedades agricolas, pela
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de Santa Catarina (Epagri), na re-
giao de Itajai, SC, com um virus de granulose (um betabaculovirus), isolado na década
de 1980 no estado de Santa Catarina (Schmitt, 1985). Ha relatos de emprego do virus
na forma de extrato de lagartas infectadas em cultivos de mandioca em Santa Catarina,
Parana e no Nordeste do Brasil. A produgao do virus era realizada em laboratério, com
a coleta de lagartas mortas infectadas pelo virus; e, posteriormente, era feita a distri-
buicdo aos agricultores. Por alguns anos, esse virus passou a ser produzido também
pelo Instituto Agronémico do Parana (lapar), porém néo se tém relatos da expansao
desse projeto-piloto. Umisolado viral de E. ello (L.) ello, proveniente de larvas infectadas
naturalmente no campo, coletadas, em 1986, em plantacdes de mandioca no Sul do
Brasil, foi caracterizado e seu genoma sequenciado (Ardisson-Araujo et al., 2014).

Lagarta-do-dlamo — Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus (CoveNPV)

Outro programa importante e com grande potencial de controle da
lagarta-do-alamo [Condylorrhiza vestigialis (Guenée)] é o do baculovirus CoveNPV.
Esse virus foi isolado de larvas C. vestigialis infectadas naturalmente, identificado,
classificado e caracterizado; e seu genoma completo foi sequenciado (Castro et al.,
2003, 2009, 2011, 2017). O bioinseticida, registrado em 2013 sob o nome comercial
de Baculovirus Alamo (formulacdo em p6 molhavel), esta sendo usado para combate
a praga C. vestigialis, em plantacdes de dlamo (Populus) no Sul do Brasil. O alamo é
plantado em regides de varzea (cerca de 5,5 mil hectares) nos estados do Parana e
de Santa Catarina. A madeira é usada na industria de palitos de foésforos, porém a
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lagarta-do-alamo causa uma grande desfolha dessas arvores. Na fase inicial desse
programa, em 2002, foi possivel tratar cerca de 1,0 ha/dia com baculovirus.

Lagarta-falsa-medideira — Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV)

Mais de 40 isolados de baculovirus para Chrysodeixis sp., cuja lagarta é praga
de milho, foram testados em laboratérios da Embrapa e ha projetos com empresas
parceiras para o desenvolvimento de produtos comerciais. Estudos complementa-
res de caracterizacao bioldgica e molecular, além de avaliagao de patogenicidade
de 14 isolados de Pseudoplusia includens NPV, espécie reclassificada no género
Chrysodeixis, ja foram realizados (Alexandre et al., 2010; Craveiro et al., 2013, 2015, 2016;
Costa et al.,, 2017), e outros estao em desenvolvimento (Costa et al., 2017), visando dar
suporte ao uso de baculovirus mais eficazes em sistemas de manejo integrado da
praga C. includens. A empresa AgBiTech Brasil teve o registro concedido recentemente
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa) para produzir um
inseticida biolégico para o controle das lagartas C. includens e H. armigera.

Lagarta-do-algoddo — Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPV)

Recentemente identificada no Brasil, a lagarta H. armigera foi considerada, até
2013, uma praga quarentenaria (Tay et al., 2013). Lagartas foram coletadas em algu-
mas regides do Brasil assim que o surto dessa praga ocorreu (2012-2013) e foram
trazidas para o laboratério. Varios isolados foram descobertos e testados em lagartas
sadias, e 0 mesmo sintoma inicial foi obtido. Para o desenvolvimento de um bioin-
seticida, foram selecionados isolados de maior viruléncia e patogenicidade em seus
insetos-hospedeiro. Alguns bioinseticidas produzidos a partir do ingrediente ativo
a base de baculovirus (VPN-HzSNPV) foram autorizados pelo Mapa e estdo sendo
testados e usados no controle da praga H. armigera.

DESAFIOS E PERSPECTIVAS

A grande vantagem dos baculovirus, que sao agentes de controle natural, é
que nao causam danos a salde dos aplicadores, ndo matam inimigos naturais dos
insetos-praga, ndo desestabilizam o meio ambiente e ndo poluem florestas, rios e
nascentes. Esses fatores, aliados a especificidade e a facilidade de manuseio dos ba-
culovirus em relacdo ao inseto-alvo, fazem desses patégenos um atraente agente de
controle bioldgico. A especificidade dos baculovirus € uma grande vantagem, porém



pode ser considerada uma desvantagem quando se tem um virus infectando apenas
uma espécie de inseto de cada vez.

Outra grande vantagem dos produtos biolégicos a base de baculovirus é que
eles podem ser aplicados com os mesmos equipamentos usados para aplicacao
de produtos quimicos, porém deve-se respeitar o volume de calda. Esse é um fator
que contribui para um baixo custo de aplicacdo dos baculovirus, uma vez que nao
necessita de equipamentos especiais. A maioria dos produtos quimicos possui com-
patibilidade com os baculovirus. Dessa forma, o uso dos mesmos equipamentos nao
é um fator limitante, o que facilita o manejo dentro das propriedades rurais.

Uma das desvantagens do uso do baculovirus é sua acdo mais lenta que a
dos inseticidas quimicos, demorando mais tempo para matar o inseto-alvo. Apesar
de uma lagarta contaminada com baculovirus poder reduzir sua alimentacao, esse
inseto pode levar em torno de 4 dias apds a aplicacao do bioinseticida para perder
sua capacidade de se alimentar. Esse fator pode fazer com que alguns agricultores
nao vejam o efeito imediato do controle das lagartas pelo baculovirus, por isso, por
vezes, demoram a incorporar esse agente de controle dentro do sistema de manejo
integrado. De um modo geral, os baculovirus infectam insetos hospedeiros e causam
sua morte quando eles se encontram nos estagios iniciais de sua fase larval (até o ter-
ceiro/quarto instar). Assim, o estagio de desenvolvimento mais avancado do inseto
pode ser um fator limitante no controle da praga. Esse fator se torna mais acentuado,
quando se trata de larvas que se alojam em regides da planta de dificil alcance para
a aplicacéo do inseticida biolégico ou mesmo quimico, como no caso da lagarta-do-
-cartucho-do-milho, em que as larvas crescem e se alojam nos cartuchos das plantas.

Vale ressaltar que todo processo de producdo de um biopesticida a base de
baculovirus é feito em laboratério e que sao usadas lagartas sadias provenientes
de criacgao artificial. Nem sempre é facil completar o ciclo da lagarta em laboratério,
quando ha fatores limitantes como dieta artificial e temperatura de incubacao do
inseto apods a infeccdo com baculovirus. Essas dificuldades, aliadas a falta de formula-
¢Oes adequadas, tém tornado os bioinseticidas produzidos relativamente mais caros.

As restricOes e as oportunidades de uso de baculovirus na protecao de culturas
de importancia econdmica em sistemas agricolas e florestais fortalecem o crescente
interesse direcionado ao desenvolvimento de pesquisas, desde a taxonomia e a
morfologia, passando pela patologia, ecologia e evolucdo dos baculovirus, até as
mais atuais pesquisas gendmicas com uso de novas ferramentas e técnicas da bioin-
formatica. Esses avancos tém proporcionado grande aplicabilidade dos baculovirus
nas areas da biotecnologia agricola, médica, farmacéutica e industrial. As barreiras
existentes para o uso mais amplo de baculovirus diante das diversas limitacdes para
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a producdo de bioinseticidas mais eficazes sao desafios a serem enfrentados e que
devem ser tratados como prioridades de pesquisa, uma vez que o panorama atual no
Brasil e no mundo é altamente favoravel ao controle bioldgico.
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