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RESUMO

A lagarta falsa-medideira-da-soja (Chrysodeixis includens) é uma praga agricola que afeta
diversas culturas e representa um desafio significativo para a agricultura. O controle
convencional frequentemente depende de inseticidas quimicos, que podem prejudicar o meio
ambiente e fomentar a resisténcia nos insetos. Como alternativa mais sustentavel, produtos
naturais a base do baculovirus Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) tém
se destacado no Brasil. Os baculovirus sdo virus de DNA de fita dupla circular, que se
apresentam em cristais proteicos chamados corpos de oclusdo (OBs). O presente trabalho teve
como objetivo caracterizar dois novos isolados de ChinNPV, os isolados Tabatinga (Th) e
CNPSo0-168 (C168), avaliando aspectos fenotipicos e gendmicos, visando aprimorar o0 uso de
baculovirus no controle de pragas. Os isolados foram amplificados em lagartas, semi-
purificados, quantificados e submetidos a ensaios de dose letal. O DNA viral foi extraido,
analisado em gel de agarose e sequenciado por Illumina. As lagartas infectadas com doses letais
e subletais passaram por testes para avaliar parametros bioldgicos, como tamanho, taxa de
pupacdo e emergéncia, além de serem submetidas a curvas de sobrevivéncia com uma diluicdo
de 1x107 OBs/ mL por 10 dias. A microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) foi utilizada
para andlise estrutural dos isolados. Os resultados mostraram que no ensaio de dose letal, o
isolado Th apresentou 33% de mortalidade, enquanto o C168 alcangou 65%. A andlise das
curvas de sobrevivéncia indicou que o C168 teve acdo mais rapida que o Th. Os isolados
apresentaram efeitos subletais significativos sobre as lagartas sobreviventes, resultando em
reducdo do tamanho corporal, atraso na pupacdo e diminui¢cdo da taxa de emergéncia de
adultos, com impactos mais evidentes nas concentragdes virais mais altas. Além disso, algumas
mariposas emergentes apresentaram deformidades nas asas, 0 que comprometeria sua
sobrevivéncia na natureza, evidenciando o potencial dos isolados ndo apenas como agentes
letais, mas também como moduladores do desenvolvimento. A TEM confirmou que ambos 0s
isolados apresentam OBs com multiplos virions oclusos, mas cada um contendo um dnico
nucleocapsideo envelopado. O sequenciamento revelou que o C168 possui um genoma de
139.290 pb com 152 ORFs, enquanto o Th tem 139.131 pb com 151 ORFs. Ambos os isolados
apresentaram alta identidade de nucleotideos com o isolado de referéncia ChinNPV-IE
(99,44% para C168 e 98,92% para Tb). A reconstrucao filogenética indicou que os isolados
formam um Unico clado, com o C168 mais proximamente relacionado ao ChinNPV-IE. Entre
as mutacdes pontuais, destaca-se o gene bro-a, com uma extensdo e interrup¢do abrupta da fase
de leitura, além de 24 SNPs comuns a ambos os isolados. Ambos os isolados também
apresentaram variacdo no gene pif-2, com versdes curta e longa, resultantes de fusdo com uma
ORF hipotética. A caracterizacdo dos isolados contribui para a compreensdo dos fatores de
viruléncia, das interacbes inseto-hospedeiro e da variacdo fenotipica nas populacdes de
baculovirus, oferecendo novas ferramentas para 0 manejo de pragas agricolas.

Palavras-chave: Chrysodeixis includens, baculovirus, controle bioldgico, gendmica, efeitos
subletais



ABSTRACT

The soybean looper (Chrysodeixis includens) is an agricultural pest that affects various crops
and poses a significant challenge to agriculture. Conventional control methods often rely on
chemical insecticides, which can harm the environment and promote insect resistance. As a
more sustainable alternative, natural products based on the baculovirus Chrysodeixis includens
nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) have gained prominence in Brazil. Baculoviruses are
circular double-stranded DNA viruses that are enclosed in protein crystals called occlusion
bodies (OBs). This study aimed to characterize two new ChinNPV isolates, Tabatinga (Th) and
CNPS0-168 (C168), by evaluating their phenotypic and genomic aspects to improve the use of
baculoviruses in pest control. The isolates were amplified in larvae, semi-purified, quantified,
and subjected to lethal dose assays. Viral DNA was extracted, analyzed by agarose gel
electrophoresis, and sequenced using the Illumina platform. Larvae infected with lethal and
sublethal doses were tested to assess biological parameters such as size, pupation rate, and adult
emergence, in addition to being subjected to survival curves with a dilution of 1x107 OBs/mL
over 10 days. Transmission electron microscopy (TEM) was used for the structural analysis of
the isolates. The results showed that in the lethal dose assay, the Th isolate caused 33%
mortality, while C168 reached 65%. Survival curve analysis indicated that C168 acted more
rapidly than Th. The isolates exhibited significant sublethal effects on surviving larvae, leading
to reduced body size, delayed pupation, and decreased adult emergence rate, with more
pronounced impacts at higher viral concentrations. Additionally, some emerging moths
displayed wing deformities, which would compromise their survival in nature, highlighting the
potential of these isolates not only as lethal agents but also as modulators of insect
development. TEM confirmed that both isolates produce OBs containing multiple occluded
virions, each with a single enveloped nucleocapsid. Genome sequencing revealed that C168
has a genome size of 139,290 bp with 152 ORFs, whereas Tb has 139,131 bp with 151 ORFs.
Both isolates showed high nucleotide identity with the reference ChinNPV-IE isolate (99.44%
for C168 and 98.92% for Th). Phylogenetic reconstruction indicated that the isolates form a
single clade, with C168 being more closely related to ChinNPV-IE. Among the identified point
mutations, the bro-a gene exhibited an extension and an abrupt reading frame disruption, along
with 24 SNPs common to both isolates. Both isolates also showed variation in the pif-2 gene,
with short and long versions resulting from fusion with a hypothetical ORF. The
characterization of these isolates contributes to understanding virulence factors, insect-host
interactions, and phenotypic variation in baculovirus populations, providing new tools for
agricultural pest management.

Keywords: Chrysodeixis includens, Baculovirus, Biological control, Genomic
characterization, Sublethal effects



1. INTRODUCAO

1. APRODUCAO AGRICOLA

A producdo de insumos agricolas é uma das atividades mais antigas conhecidas pelos
seres humanos. Ela se inicia desde periodos neoliticos com as primeiras civilizacdes até os
tempos modernos. No Brasil, a agricultura comercial surgiu junto com o implemento das
capitanias hereditarias, no século XVI, onde o produto cultivado era a cana-de-agUcar
(Saccharum officinarum) e algumas culturas para fins de subsisténcia da populacdo da regido
(Myfarm, 2020). Atualmente, a agricultura é uma das maiores geradoras de crescimento do PIB
(produto interno bruto) nacional, sendo que corresponde a 21% de todas as riquezas produzidas
no pais. Na geracdo de empregos formais e informais, a agricultura é responsavel por
aproximadamente um quinto das vagas ocupadas no Brasil. Além de ser responsavel por 43,2%
de toda exportacao do pais, a agricultura gerou US$ 96,7 bilhdes em 2019 (Vendas, 2020).

Varios elementos podem favorecer o desencadeamento de uma baixa na produtividade
agricola, incluindo extensos periodos de estiagem, o baixo indice pluviométrico que juntos
causam a diminuicdo do rendimento da plantacdo. Ademais, o surgimento de doencas
oportunistas nas plantacdes, por serem quase sempre monoculturas, diminui drasticamente a
produtividade, como por exemplo o historico caso da doenga vassoura-de-bruxa no cacau
(Theobroma cacao) que diminuiu a produgédo de 400 mil toneladas anuais em 1980 para 100
mil toneladas em 2000 e quase acabou com a producdo de cacau no Brasil (Revistafruta, 2021).

Outro fator preponderante € o surgimento ou aumento da incidéncia de ataques de
populacbes de insetos-praga, populacdes estas que podem ser dificeis de controlar e podem
causar um grande dano nas plantagcdes de diferentes culturas, tornando assim um desafio para
0 seu controle. Segundo a Organizacgédo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAO, ‘Food and Agriculture Organization of the United Nation’), cerca de 20% a 40% da
producédo agricola mundial é perdida por conta do ataque de pragas (Bayer, 2022). No Brasil
cerca de 7,7% das producdes sdo perdidas por esse motivo, 0 que equivale a 25 milhdes de
toneladas (Oliveira et al., 2014). Um exemplo € na plantacao de soja que, dependendo da praga,
a consequéncia pode ser de 30% a 70% de perda (Hoffmann-Campos et al., 2000).

Como definicdo classica, pragas agricolas sdo qualquer espécie, raca ou bidtipo de
planta, animal ou agente patogénico que danifica plantas ou produtos vegetais. As pragas

agricolas mais conhecidas séo as do filo Arthropoda do Subfilo Uniramia, mais especificamente



da classe Insecta. Diferentes tipos de insetos de diferentes ordens sdo pragas agricolas, como
dipteras no caso de mosca-das-frutas-sul-americanas, Anastrepha fraterculus (Wiedemann,
1830), que séo pragas de frutos de diversos tipos de uvas, coledpteros como gorgulho-do-milho,
Sitophilus zeamais (Mots, 1855), que causam diversos danos no armazenamento de grdos de
milho, e lepidopteros como a lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens, que sdo pragas
que causam danos nas folhas de diferentes culturas, com especial atencdo para a soja.

No caso dos lepidopteros, diferentes espécies causam danos principalmente no seu
periodo larval, onde o inseto necessita de uma grande quantidade de alimentos e acabam
causando a desfolha da planta como no caso da Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae), ou as vagens e graos da planta como Spodoptera cosmioides, ou plantulas, hastes

e peciolos como Crocidosema aporema.

1. 2 CHRYSODEIXIS INCLUDENS

A lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Insecta:
Lepidoptera) € uma lagarta desfolhadora da familia Noctuidae, subfamilia Plusiinae, originaria
da zona tropical e subtropical das Américas e de grande importancia econémica por possuir
habito polifago durante sua fase larval. Individuos imaturos ja foram identificados alimentando-
se de 174 espécies de plantas diferentes de 39 familias botanicas (Specht et al., 2015), sendo
assim uma das pragas mais importantes de diversas culturas no Brasil e no mundo.
Anteriormente, a lagarta era classificada dentro do género Pseudoplusia, sendo nomeada como
Pseudoplusia includens. Contudo, foi reposicionada por Goater, Ronkay e Fibiger (2003),
dentro do género Chrysodeixis apds uma revisdo dos caracteres morfoldgicos genitais. Essa
classificacdo permanece valida atualmente com o nome da espécie sendo Chrysodeixis
includens (Andrade, 2014).

No Brasil, as principais culturas afetadas por essas lagartas incluem feijéo, algodao,
girassol, tomate, batata e soja, sendo que a cultura da soja é onde ela mostrou maior preferéncia
e adaptacdo (Andrade, 2014). Na soja, a falsa-medideira apresenta 0 comportamento de se
alimentar do tergco médio e inferior das plantas, o que pode dificultar o seu controle através da
pulverizacdo de inseticidas quimicos, uma vez que se torna mais dificil atingir o tegumento do

inseto ou folhas mais baixas (Specht et al., 2015).

1. 3 HISTORICO DA LAGARTA FALSA-MEDIDEIRA NO BRASIL



Nas décadas de 1980 a 1990, C. includens era considerada uma praga secundaria devido
a sua baixa ocorréncia em diferentes culturas e, quando ocorria, era com baixa densidade
populacional e raramente era necessaria alguma medida de controle drésticas. Os proprios
inimigos naturais, como fungos e predadores, eram suficientes para que as popula¢des nédo
atingissem niveis alarmantes; além da competicdo intrinseca com a lagarta da soja, A.
gemmatalis (Ongaratto et al., 2021). De modo que, na soja a incidéncia de C. includens era de
somente 10% (Corréa et al., 1977; Moraes et al., 1991; Moscardi, 1993). Contudo, a partir na
safra de 2001/2002, foi detectada um aumento notdvel da populacdo da praga, sem que 0s
motivos dessa incidéncia ficassem claros. Diversas hipdteses foram levantadas para explicar o
aumento da incidéncia dessa praga nas culturas, dentre elas, a mais citada esta associada ao
surgimento de uma doenca fangica na soja (Wille, 2016). Com o surgimento da doenca da
ferrugem asiatica nas plantagdes de soja, houve um incremento acentuado no uso de fungicidas
para o tratamento da doenca. O uso de fungicidas, possivelmente reduziu a presenca de fungos
entomopatogénicos que naturalmente controlavam populacdes de C. includens (Yorinori;
Lazzarotto, 2004; Sosa-Gomez, 2005). Além de que, nessa época houve a autorizacdo do uso
da soja transgénica RR, que possui resisténcia ao glifosato, o que levou a um aumento no uso
de herbicidas para o controle do crescimento de ervas daninhas na plantagcdo, que podem
também ter influenciado na dindmica da populacéo (Wille, 2016). Tanto o aumento da aplicacédo
de fungicidas para o controle da ferrugem asiatica quanto herbicidas para o controle de ervas
daninhas da soja RR causaram um desequilibrio nos solos, por danificarem o desenvolvimento
de importantes fungos entomopatogénicos que controlavam a populagdo da lagarta falsa-
medideira, como € o caso dos fungos da espécie Metarhizium rileyi (Farlow), agente etiologico
doenga-branca. Ademais, o0 uso de inseticidas ndo seletivos na cultura de soja € considerado 0s
principais fatores para essa mudanca de status da C. includens de praga secundaria para praga

priméria no Brasil.

1. 4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA LAGARTA FALSA-MEDIDEIRA

A distribuicdo geogréfica de lagartas da espécie C. includens é bastante vasta em
comparagGes com outras espécies da mesma familia, podendo ir desde o extremo norte dos
Estados Unidos até o extremo sul da América do Sul, sendo restrita ao Hemisfério Ocidental.

Em algumas regifes do mundo, como nordeste da Australia, sul e sudeste da Asia, india e parte



central da Africa, seria possivel a adaptacao desses insetos (Soares et al., 2021) o que pode ligar
um sinal de alerta para a expansao da praga. No hemisfério norte, principalmente nos Estados
Unidos, o0 inseto € considerado como uma espécie migratoria, passando o inverno no sul dos
estados da Florida e Texas, regides tropicais e subtropicais entre a linha do Equador e o Tropico
de Céncer, onde a sua taxa de reproducao ocorre durante todo o ano. Nos Estados Unidos, elas
sdo uma praga-chave principalmente na cultura da soja. No Brasil, ela pode ser encontrada no
Norte, Nordeste e no Centro-Sul do pais, podendo ocorrer em conjunto ou tardiamente em
relacdo as populacdes da lagarta-da-soja, A. gemmatalis. Surtos desses insetos estdo
estreitamente relacionados ao local das culturas em que C. includens é praga, como algodao,
feijdo e tomate, perto de lavouras de soja, portanto, em regides produtoras esta praga estara
presente. A exemplo os estados de Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo,
Parana e Rio Grande do Sul (Specht et al., 2015) (Figura 1), sdo estados com grande indice de
producdo de insumos agricolas, logo, sdo estados mais propicios para 0 aparecimento desse

inseto, embora, possam também ser comuns em outros estados do Brasil.

L

Figura 1 — Mapa de Distribuicdo Geogréfica da lagarta falsa-medideira. (A) Distribuicdo da lagarta falsa-
medideira no hemisfério norte, com ocorréncia registrada do Canada a América Central, incluindo Cuba e Haiti
(pontos azuis). Fonte: https://mothphotographersgroup.msstate.edu/species.php?hodges=8890. (B) Distribuicdo
da lagarta falsa-medideira no hemisfério sul com ocorréncia em diferentes paises (pontos azuis). Fonte: Soares, J.
R. S., da Silva, R. S., Ramos, R. S., & Picango, M. C. (2021). Distribution and invasion risk assessments of
Chrysodeixis includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae) using CLIMEX. International journal of
biometeorology, 65, 1137-1149.

1.5 CARACTERISTICAS GERAIS DA LAGARTA FALSA-MEDIDEIRA

C. includens é uma espécie de lagarta pertencente a uma das mais populosas familias de
Lepidopteros com aproximadamente 21.000 mil espécies descritas em 19 subfamilias. Seu ciclo
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de vida (ovo-adulto) é de 27 a 34 dias, com cerca de 12 geragdes por ano. A fémea pode colocar
entre 300 e 1.000 ovos durante a vida, com espalhamento isolado (Figura 2A) e com a postura
na por¢édo abaxial das folhas das culturas nas quais a larva se alimenta. Os ovos variam de 490
KUm e 544 pm e apresentam cor branca translucida e brilhosa (Figura 2B) com 31 a 33 cristas
com estrias transversais entre elas (Peterson, 1964; Sosa-Gomez et al., 2024) logo apos a
oviposicdo e marrom-clara quando estdo perto da eclosdo. O desenvolvimento embrionario

ocorre ap0s 2 a 5 dias pos postura com viabilidade de 9% até 100%.

Figura 2 - Exemplo do tipo de oviposicdo em forma isolada de C. includens. (A) Imagem exemplificando
oviposi¢do de forma isolada dos ovos de C. includens. (B) Morfologia externa dos ovos de C. includens.

Fonte: https://revistacultivar.com.br/noticias/controle-guimico-da-lagarta-falsa-medideira

Fonte: https://issuu.com/aapresid/docs/revista_aapresid_201 52e8b558cdf560/s/14658300

Ap0s a eclosdo, as lagartas possuem cor verde-clara com listras longitudinais brancas e
pontuacOes pretas ao longo do corpo (Moscardi et al., 2012). No caso de populagdo de
laboratério que se alimenta somente de dieta artificial, geralmente possuem uma cor mais
esbranquicada (Figura 3A). Além disso, possuem dois pares de pseudopodes abdominais e um
par de pseudopodes caudal (Figura 3B). De acordo com o seu crescimento, sua cor sofre uma
perceptivel mudanca de verde-clara para verde-liméao transltcida. Na fase de pré-pupa atingem
0 tamanho de 40 a 45 mm e seu tempo na fase larval é de 14 a 20 dias que pode variar de acordo
com sua alimentacdo, temperatura ou genética, e € composta de cinco a seis instares e uma fase
pré-pupa. A fase larval é a fase em que o inseto causa danos econémicos na agricultura por

serem pragas desfolhadoras com habito polifago.
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Figura 3 — Diferencas de colorag&o na lagarta falsa-medideira. (A) Exemplo de C. includens criada em ambiente
laboratorial. (B) Morfologia da fase larval de C. includens. Fonte: Lucas de Aradjo Andrade - Laboratério de
Virologia de Insetos - Embrapa Cenargen. Fonte: https://promip.agr.br/lagarta-falsa-medideira-cultura-soja/

Apos 15 dias, a lagarta se torna uma pupa com cerca de 16 mm e de cor verde-clara e
marrom-claro (Figura 4A) quando o inseto esta perto de emergir o adulto, contudo depende da
alimentacdo da lagarta (Figura 4B). Na fase de pre-pupa (Figura 4C), ocorre mudancgas no
mudanc¢as hormonais na lagarta como: a pausa na alimentacdo, mudanca na coloracdo para
verde-amarelada uniforme, perda da mobilidade, inicio da formacdo do casulo e a
transformacéo em pupa. A lagarta forma sua pupa na folha em que ela estava se alimentando e
sua pupa é envolta a uma teia de finos fios de seda branco, geralmente na parte abaixal da folha
(Sosa-Gomez et al., 2010). O inseto fica nesse periodo pupal em torno de 7 a 9 dias até a

emergéncia dos adultos.
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Figura 4 - Pupas de C. includens em diferentes estagios. A figura (A) contém uma pupa recém formada de
C.includens com cores mais claras, enquanto na figura (B) uma pupa mais madura com diferentes tons de marrom.
Na figura (C) uma C. includens na fase pré-pupa. A lagarta ndo apresenta os seus pseudopodes e apresenta o corpo
no formato parecido com a pupa. Fonte: Lucas de Aradjo Andrade - Laboratério de Virologia de Insetos - Embrapa
Cenargen.

Na fase adulta, as mariposas possuem uma longevidade de 7 a 14 dias, sendo gque a oviposi¢ao
das fémeas € iniciada no terceiro dia p6s emergéncia da pupa. Na fase adulta, as mariposas de C.
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includens possuem cor marrom-acinzentada com duas manchas prateadas em seu primeiro par de asas,
enguanto no segundo par de asas elas possuem somente a cor marrom (Figura 5). Sua envergadura varia
entre 8 a 39 mm. O acasalamento ocorre entre 4 h a 22 h apds a emergéncia da pupa sendo que nesse
processo, 0 macho é atraido pela fémea através do feromonio sexual. A fémea pode ovipositar entre 300
a 1000 ovos, iniciando assim, novamente o ciclo de vida da lagarta (Moscardi et al., 2012; Sosa-Gomez
et al., 2010).

Figura 5 - Exemplo da morfologia de um individuo de C. includens em sua fase adulta. Fonte:
https://issuu.com/aapresid/docs/revista_aapresid_201_52e8b558cdf560/s/14658300

1.6 PLANTAS HOSPEDEIRAS DA LAGARTA FALSA-MEDIDEIRA

A lagarta falsa-medideira é praga de uma miriade de culturas em todo o mundo e, mais
especificamente no Brasil, e j4 foram detectadas causando danos em 26 plantas de espécies
diferentes (Specht et al., 2015). No inicio da década de 1980, as lagartas eram mais encontradas
desfolhando plantacdes de feijdo, repolho, quiabo, batata-doce, fumo e tomate, sendo essas
culturas as mais frequentes para a incidéncia da praga. Contudo, as lagartas comecaram a ser
relatadas em plantacGes de algoddo e soja e na safra de 2001/2002 foi relatado um aumento
significativo dessa praga. Além de serem relatadas nas familias Asteraceae, Solanaceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Brassicaceae, Poaceae, Amaranthaceae, Euphorbiaceae e Malvaceae
(Specht et al., 2015), essa lagarta também foi identificada como hospedeira em 14 diferentes
espécies de plantas ornamentais, cultivadas majoritariamente em casas de vegetacdo como
horténsia (Hydrangea sp.), coleus (Coleus hybridus Hort) e violeta (Saintpaulia ionantha
Wendl). Esta vasta quantidade de plantas em que a falsa-medideira pode ser hospedeira apenas
demonstra a sua importancia na agricultura, floricultura e mesmo em plantas ndo cultivadas
(Moscardi et al., 2012).



A polifagia dessas lagartas € um aspecto muito importante, sua grande capacidade de se
alimentar de diferentes familias botanicas, ou polifagia, permite que sua oferta de alimentos
seja muito maior quando comparada com insetos que possuem dieta restrita a uma familia
boténica. Além disso, a polifagia, garante a disponibilidade constante de alimento, o que
possibilita que em paises tropicais ou subtropicais, 0s insetos se reproduzam o ano todo,
mantendo a densidade populacional sempre alta. Outro aspecto importante € que por ter uma
grande gama de hospedeiros, a dindmica populacional pode ser aumentada, visto que diferentes
populacOes da lagarta falsa-medideira podem se desenvolver em diferentes plantas dentro de
uma regido ou persistir no ambiente em baixa densidade populacional, até que a fémea encontre
um hospedeiro que adequado é capaz de sustentar o desenvolvimento das larvas (Fitt, 1989).

Por mais que a C. includens possua uma vasta gama de plantas hospedeiras, a lagarta
tem sido relatada na literatura como mais adaptada a soja, quando comparada as culturas de
algodéo, feijdo, tomate, girassol e fumo (Bernardi, 2012). Nessa cultura, na fase larval da C.
includens, a lagarta pode consumir entre 64 cm? a 200 cm? de area foliar da soja que fica com
aspecto rendilhado pelo fato que a lagarta se alimenta somente da parte foliar e ndo das nervuras
da folha (Hoffmann-Campo et al., 2000).

2. SOJA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA SOJA NO BRASIL E NO MUNDO

O mercado da soja é uma das commodities mais importantes no cenario mundial. Sua
importancia vai além da producéo de diversas variedades de alimentos para consumo humano
como, Gleos a base de soja, leite de soja, tofu, proteina de soja hidrolisada e texturizada e
alimentos infantis como férmulas para bebés. A soja também é muito utilizada na pecuéria na
composicdo da racdo de aves e suinos. Indiretamente, 0 aumento do consumo da carne desses
animais, acresce a demanda dessa oleaginosa em conjunto, consolidando-a como uma das

commodities mais relevantes do mercado mundial (Campeéo, 2020).

2. 2 HISTORICO DA SOJA NO BRASIL

A soja é tipica de paises temperados, sendo difundida em paises tropicais como o Brasil,
onde houve uma adaptacao de maneira completa da planta, o que a tornou uma das producgdes
mais importantes no mercado nacional. No territorio brasileiro, a soja foi introduzida na década

de 30, em que sua producéo foi desenvolvida com o intuito de suprir a demanda da populacéo
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de suinos da época (Campedo, 2020). Somente apos o fim da Segunda Guerra Mundial que foi
iniciada a exportacdo dessa oleaginosa, periodo em que o0s gréos de soja eram utilizados na
producéo de 6leos e ragdes comestiveis (Batista Filho, 1994). A soja teve grandes destaques
nas exportacOes brasileiras a partir da década de 1950. Contudo, teve uma grande queda em
1980 com a reducgdo do prego do produto no mercado internacional que decorreu da acumulagéo
de estoques de grdos neste periodo. Mesmo com essa situacdo desfavoravel e da reducéo da
exportacao de produtos internos brasileiros, combinando com a valorizacao da taxa de cambio
do real na década de 1990, a exportacdo do produto arrecadou 3,5 bilhdes nas exportaces
nacionais nesse periodo (Rocha; Mendonga, 2004). Como forma de comparagdo, somente no
ano de 2019, teve a producdo de 114,843 milhdes de toneladas de soja em 35,657 milhdes de
hectares de area plantada, contabilizando 63% de toda producdo de soja no continente sul

americano (Embrapa, 2019).

2. 3 MERCADO INTERNACIONAL DA SOJA

Dentre os paises produtores de soja no mercado internacional, vale destacar trés paises:
Brasil, Estados Unidos e Argentina como os maiores produtores desse grdo no mercado
nacional, mantendo esse titulo ha mais de 15 anos. Somente esses trés paises possuem 80% das
exportacdes mundiais na safra de 2022/23. O Brasil foi 0 pais com maior quantidade de graos
exportados, liderando esse ranking desde da safra de 2019/20, seguido de Estados Unidos e
Argentina (USDA, 2023). No Brasil, a producéo de soja foi de 156 milhdes de toneladas com
0 crescimento de 23,2%, na safra de 2022/23, batendo um novo recorde de producéo desse grao
(CONAB, 2023). O estado com maior producdo dessa commodity foi Mato Grosso, que foi
responsavel por 26% da producdo nacional, seguido de Parana com 15%, Rio Grande do Sul
com 14%, Goias com 10% e Mato Grosso do Sul com 8%. Somente o Brasil é responsavel por
42% da producdo mundial da soja (Figura 6A). Os Estados Unidos séo responsaveis por 31%
da producao mundial de soja com a producdo de 116,377 milhdes de toneladas, sendo seu maior
produtor o estado de lowa (Figura 6B). A Argentina e a terceira maior produtora com 7% da
producdo mundial com 25 milhdes de toneladas. A provincia de Buenos Aires é 0 maior
produtor da oleaginosa na Argentina (Figura 6C) (USDA, 2023).
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Figura 6 - Mapa de produgdo agricola de soja no mundo. As cores mais fortes sdo 0s municipios que mais
produziram, enquanto as cores mais claras sdo os municipios com menor producdo. (A) O mapa demonstra a
producdo de soja no Brasil na safra de 2022/2023. (B O mapa demonstra a producdo de soja nos Estados Unidos
da América na safra de 2022/2023. (C) O mapa demonstra a producdo de soja na safra de 2022/2023 na Argentina.
Fonte:(https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/commodityView.aspx?cropid=2222000&sel_year=2022
&rankby=Production;https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/commodityView.aspx?cropid=2222000&s
el_year=2022&rankby=Production;https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/commodityView.aspx?cropi
d=2222000&sel_year=2022&rankby=Production ).

3. MANEJO DA C. INCLUDENS

A falsa-medideira possui a capacidade de se alimentar com diferentes plantas, tornando-
se praga em diferentes culturas. Entre as culturas de maior impacto econémico no Brasil,
destacam-se o feijdo, tomate e soja. Existem diferentes métodos de controle de C. includens,
incluindo o uso de controle quimico, plantas transgénicas, controle biolégico com organismos
macro e micro. O tipo de estratégia pode variar conforme o objetivo, podendo priorizar op¢bes
mais seletivas que visam uma plantacdo mais sustentavel, ndo afeando o meio ambiente, ou
alternativas mais generalistas mas consequentemente mais agressivas ao meio ambiente. Cada
método de controle possui diferentes niveis de eficacia com potenciais beneficios e maleficios.
Contudo, independente da estratégia adotada, € necessario um entendimento prévio da lagarta,
das caracteristicas das plantas hospedeiras e a sua forma de acéo nas plantacdes para que 0s

resultados sejam mais eficientes.

3.1 MIP - MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS

O MIP ou Manejo Integrado de Pragas € definido como o uso harménico de todas as
tecnologias disponiveis para uso de estratégias com a finalidade de controlar uma determinada
praga agricola em determinada cultura. Kogan et al., definiu o MIP como o uso de taticas de
controle, isoladamente ou harmoniosamente associadas, numa estratégia baseada em analises
de custo-beneficio, que levam em conta o interesse e/ou o impacto sobre os produtores,

sociedade e o ambiente (Fernandes, 2021). Em outras palavras, 0 MIP determina que nem todas
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as especies de insetos que precisam ser controladas e que em alguns casos, a infestacdo séo
toleraveis na plantacdo sem reducdo econdmica na producdo final do produto (Bueno et al.,
2010). O MIP-Soja é o MIP diretamente voltado para a cultura da soja, define a maneira
adequada e 0 momento certo para o controle quimico ou bioldgico dos insetos pragas dessa
cultura. No caso da lagarta falsa-medideira, o controle pode ser iniciado com base no niumero
de insetos ou pelo grau de desfolhamento da lavoura. Para o critério de nimero de insetos, a
intervencgdo é recomendada quando a presenca de 20 lagartas grandes (>1,5 cm) por metro de
fileira de soja. Em relacdo a quantidade de desfolhamento, o controle pode ser iniciado quando
o nivel de desfolhamento causado pela praga esteja em 30% no periodo vegetativo ou 15% no
estagio reprodutivo de desenvolvimento da planta. A soja possui a capacidade de se recuperar
diante de certos niveis de desfolha causado por insetos. Assim, dentro desses limites, o dano
causado pela praga é toleravel pela planta, pois a area foliar que ndo sofreu com os ataques das
lagartas é capaz de realizar fotossintese de maneira suficiente para a producdo de energia
necessaria, garantindo nutricdo para a planta, sem alterar a producdo final de grdos (Bueno et
al., 2010).

3.2 CONTROLE QUIMICO DA LAGARTA FALSA-MEDIDEIRA

Uma das formas mais comuns de controlar uma infestacdo de C. includens na lavoura é
0 uso de pesticidas quimicos. Como essas lagartas tem o habito de se abrigar no tergo inferior
da planta, a aplicacdo do pesticida deve ser feita na parte mais abaxial. Caso contrario, 0s
agentes quimicos ndo atingirdo a praga, permitindo a sobrevivéncia de grande parte da
populacdo de lagartas. Para atingir essa regido da planta, € necessaria uma dose mais elevada
do pesticida quimico, para garantir o manejo e a eficacia da populacéo do inseto praga.

Para iniciar o controle quimico, € necessario identificar se os niveis de destruicdo da
lavoura estdo classificados como grau de perda econémica, de acordo com os dados do Manejo
Integrado de Pragas (MIP). Com base nessas informagdes, o agricultor pode comegar o controle
quimico da praga. Atualmente, os pesticidas quimicos mais eficazes no controle da lagarta
falsa-medideira sdo os clorfenapir e indoxacarbe, que possuem eficacia tanto nas lagartas
maiores quanto nas menores (Perini et al., 2019). O clorfenapir possui uma taxa de mortalidade
de 80.8% em lagartas menores e de 84.1% em lagartas maiores, enquanto o indoxacarbe
apresenta uma taxa de mortalidade de 71.4% nas lagartas menores e 84.4% nas lagartas maiores
seguindo as instrugbes na bula do fabricante (Perini et al., 2019). Outros pesticidas como

clorantraniliprole, espinetoram e diflubenzuron + clorpirifos, possuem uma eficicia de acima
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de 55% de taxa de mortalidade em lagartas pequenas (Perini et al., 2019). Portanto, 0 seu uso €
mais eficaz no periodo inicial de aparecimento da lagarta falsa-medideira na lavoura. O
potencial de controle dessas lagartas por inseticidas quimicos ¢ aumentado quando ha aplicacéo

dupla, realizada no intervalo de pulverizacédo de 7 dias.

3. 3 BENEFICIOS E MALEFICIOS DO USO DE PESTICIDAS QUIMICOS NAS
PLANTACOES

O emprego de pesticidas quimicos em conformidade as diretrizes da MIP pode
proporcionar diversos beneficios ao agricultor brasileiro, incluindo retornos econdémicos
significativos. A aplicacdo adequada desses produtos pode gerar ganhos financeiros
expressivos, alcancando até R$ 696,8 milhdes, gracas a reducdo no nimero de aplica¢fes de
inseticidas quimicos, 0 que, por sua vez, diminui 0s custos operacionais, a necessidade de novos
equipamentos e a manutencdo das maquinas agricolas (Staback, 2020). Outra vantagem seria a
diminuicdo dos danos causados no meio ambiente e em humanos, visto que, residuos desses
compostos quimicos podem permanecer no alimento e ocasionar diversas doencas. Muitas
vezes, o0 residuo permanece até o produto chegar na prateleira (Lopez et al., 2018).

As desvantagens estdo diretamente relacionadas com o uso inadequado dos pesticidas
quimicos. Quando utilizado de forma inapropriada, os agrotoxicos desencadeiam diversos
impactos na saide humana e na saide do meio ambiente. Em humanos, os residuos quimicos
podem permanecer no corpo humano e serem encontrados no sangue, na urina e até mesmo no
leite materno. De acordo com Nascimento et al. 2017, pesticidas a base de organoclorados
foram encontrados no sangue de doadores do estado de Sdo Paulo, demonstrando a capacidade
desses compostos de permanecer no corpo humano. Outro fator € que a exposi¢do por longo
prazo a esses compostos pode ocasionar diversas doengas como anomalias congénitas, cancer
e disfuncBes na reproducdo humana. Além de distirbios enddcrinos, neurolégicos e mentais
(Belchior et al., 2014). De acordo com o Ministério da Saude, as principais formas de
contaminacdo humana ocorrem de maneira direta, por meio do preparo, aplicacdo ou manuseio
desses compostos quimicos, e de maneira indireta, por ingestio de agua e alimentos
contaminados com seus residuos.

No meio ambiente, o uso de dosagens altas e inadequadas, causam a morte de insetos
ndo alvo, podendo gerar um desequilibrio ecoldgico entre a interacdo de predador-presa
(Hanlon et al., 2013). Essa interacdo de predador-presa reduz naturalmente a populagdo dos

insetos pragas. Os inseticidas quimicos também afetam diretamente na abundancia e na
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diversidade de insetos polinizadores, afetando diretamente na eficiéncia de polinizacéo
(Pinheiro et al., 2010) e no declinio populacional desses insetos.

Outro fator € a interacdo de inseticidas quimicos com os solos. Quando utilizados de
maneira adequada, podem ser controlados. Contudo, o uso indiscriminado com dosagens acima
do permitido podem causar desequilibrio na populagdo de macro e micro fauna do solo. Esses
impactos podem variar, sendo alguns estimulantes e outros inibitérios (Figueird, 2012).
Contudo, em diversos casos, ha uma alteracdo negativa na comunidade microbiana do solo,
incluindo as bactérias (Oliveira et al., 2009).

No ecossistema aquatico, esses compostos também podem ter efeitos negativos. A
contaminacdo ocorre por meio do vento, das chuvas e da lixiviacdo no solo (Belchior et al.,
2014). Os compostos quimicos afetam uma ampla variedade de organismos aquaéticos,
incluindo peixes, algas, crustaceos e fitoplanctons. Dependendo do tipo de agrotdxico, 0s
residuos podem se acumular nas branquias dos peixes, comprometer seu sistema nervoso e
reduzir sua atividade de natacdo. Em algas, diminuem a capacidade de fotossintese, inibem o
crescimento e aumentam a taxa de mortalidade. Nos crustaceos, podem causar reducdo no
tamanho dos individuos jovens. Além disso, esses compostos podem acumular em
concentracOes elevadas ao longo da cadeia alimentar, atingindo diferentes niveis tréficos. Como
consequéncia, podem afetar indiretamente o ser humano, que ocupa 0 topo dessa cadeia
(Belchior et al., 2014).

4. CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico ¢ um método utilizado para regular a densidade de espécies de
animais ou plantas por meio de seus inimigos naturais, com o0 objetivo de manter a
sustentabilidade do meio ambiente. Segundo DeBach (1964) o controle biol6gico consiste na
acdo de parasitos, predadores e patdgenos que mantém a densidade populacional de
determinados organismos em um nivel mais baixa do que ocorreria na auséncia desses agentes.
Essa técnica € antiga e apresenta diversas formas de apresentacdo, mas sempre se baseia no uso
de um inimigo natural da espécie alvo. O método inclui o emprego de agentes entomdfagos,
como parasitoides e predadores e de agentes entomopatogénicos, que sao 0s patdégenos naturais
no organismo alvo (Bueno et al., 2015). O controle bioldgico faz parte do Manejo Integrado de
Pragas (MIP), permitindo o controle adequado de determinadas espécies. Inicialmente, essa

estratégia foi utilizada para conter populacdes de insetos, acaros e ervas daninhas. Contudo, sua
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aplicacdo se expandiu ao longo do tempo, abrangendo também outros invertebrados, patégenos

de plantas e até vertebrados (Parra, 2002).

4.1 CONTROLE BIOLOGICO UTILIZANDO AGENTES ENTOMOFAGOS

Predadores e parasitoides sdo agentes entomofagos que sdo amplamente utilizados para
combater pragas agricolas. Predadores sdo organismos que necessita se alimentar de multiplos
organismos durante seu ciclo de vida para que seu desenvolvimento seja completo. Parasitoides
s80 organismos que necessitam de somente um Unico organismo durante se ciclo de vida para
completar seu desenvolvimento. Os parasitos podem ser classificados em dois grupos. Os
idiobiontes sdo parasitoides cuja a fémea, antes da oviposi¢do, imobiliza e mata o hospedeiro,
permitindo que no momento que ocorra eclosdo de seus ovos, ja exista a disponibilidade de
alimento para a prole. Os cenobiontes ou coinobiontes sdo parasitas que apds a oviposicao, eles
permitem o desenvolvimento do hospedeiro, de forma que a morte desse organismo seja mais
tardia, geralmente na eclosdo dos ovos. Em ambos 0s casos, os parasitoides paralisam o
hospedeiro, levando a morte. As consequéncias dos predadores e parasitos irdo apresentar o

mesmo destino, a morte, € assim por consequéncia, o controle populacional das pragas.

4.2 CONTROLE BIOLOGICO COM AGENTES ENTOMOPATOGENICOS

Agentes entomopatogénicos Sd0 microrganismos responsaveis por causar diversas
doencas em insetos. De forma natural, esses agentes desempenham um papel na manutencao
da densidade populacional dos insetos, afetando-os e causando a morte de uma porcentagem da
populacdo, mantendo um equilibrio natural da espécie. Quando se trata de inseto praga, essa
abordagem tem um valor significativamente maior, por se tratar de uma forma alternativa para
0 manejo dessas pragas. Na cultura da soja, podem ser encontrados organismos
entomopatogénicos capazes de controlar as principais pragas da soja. Dentre esses agentes,
podem ser encontrados fungos, bactérias e virus que auxiliam na manutencédo das pragas abaixo
do nivel de controle (Simonato et al., 2014). Segundo os principios do Manejo Integrado de
Pragas, a area do controle bioldgico trata da utilizacdo racional de entomopatdégenos com
intuito de manejar as populagdes de insetos pragas a niveis em que nao cause danos econdémicos
(Bueno et al., 2015). Esse tipo de controle bioldgico destaca-se por diversas vantagens, dentre
elas, as mais evidentes, podemos citar sua eficiéncia no controle de pragas, dispersdo e
producdo em laboratério assim como sua aplicacdo em campo. Outra grande vantagem é sua
seletividade no controle, pois dessa forma somente os insetos que prejudicam a plantacao séo
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eliminados, enquanto os insetos que desempenham papéis benéficos, como os polinizadores e
os detritivoros, sdo preservados. Isso contrasta com a pratica do uso de pesticidas quimicos que
ndo possuem essas distingdes entre 0s insetos, 0 que prejudica 0 meio ambiente com a

eliminacdo de toda a populagéo de insetos presentes.

4.3 CONTROLE BIOLOGICO COM FUNGOS

Os fungos sao organismos que podem ser tanto unicelulares, como as leveduras, quanto
pluricelulares, como a maioria dos fungos. Eles sdo compostos por células providas de parede
originada por quitina e celulose, além de outros acucares, que formam um conjunto denominado
micélio. Essas estruturas que compdem o micélio sdo chamadas de hifas. Os fungos possuem
estruturas reprodutivas, conhecidas como esporos ou conidios, resultante de processos de
reproducdo sexuada ou assexuada. Esses elementos sdo vitais para a disseminacéo do patdgeno.

Os fungos entomopatogénicos tem como hospedeiro primario diversos tipos de pragas
como afideos, moscas-brancas, gafanhotos, moscas, besouros, tripes, acaros e lagartas,
incluindo as principais pragas da soja como a lagarta-da-soja (A. gemmatalis) e a lagarta falsa-
medideira (C. includens). Uma das diferengas dos fungos quando comparado com outros grupos
de agentes patogénicos € que os fungos possuem a capacidade de infectar todos os estadios de
desenvolvimento dos hospedeiros (Alves et al., 2008; Valicente et al., 2009). Os fungos podem
infectar os insetos por diversas vias, sendo a principal através da cuticula ou tegumento do
inseto. Apds penetrar o tegumento, os fungos se multiplicam de rapidamente por todo o corpo
do hospedeiro, destruindo os tecidos e levando a morte do inseto. Em alguns casos, a letalidade
ocorre devido as toxinas produzidas pelos fungos. Ap6s a morte do hospedeiro, os fungos
podem emergir de seu corpo do inseto e liberar esporos, que sao disseminados pelo vento, pela
chuva ou pelo contato com outros insetos, possibilitando a continuidade da infec¢cdo em novas
populacdes de insetos-praga. Os insetos infectados pelos fungos entomopatogénicos, param de
se alimentar, sua locomocéo se torna mais lenta e esses insetos morrem relativamente rapido
presos nas folhas da planta. Ao morrer, os insetos podem se tornar rigidos e sua cor pode ser
creme, verde, avermelhada ou marrom, como consequéncia do crescimento do fungo (Valicente
et al., 2009).

As principais espécies de interesse estudadas para o controle biolégico sdo: Beauveria
bassiana (Familia: Cordycipitaceae), Metarhizium anisopliae (Familia: Clavicipitaceae) e
Metarhizium rileyi (Familia: Clavicipitaceae). Atualmente, o controle bioldgico com fungos em

C. includens é feito principalmente pelo fungo M. rileyi. Contudo, ainda néo existem produtos
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no mercado a base desse fungo para o controle da falsa-medideira. Existem produtos a base
desse fungo para o controle de outras pragas no Brasil. Dentre os produtos, destaca-se 0 Nomu-
protec® que é um formulado a base de M. rileyi para o controle de Spodoptera frugiperda
(Agrofit, 2023; Mesquita et al., 2023). O M. rileyi tem seu ciclo de infeccéo iniciado quando os
conidios que estdo em contato com o hospedeiro, formam tubos germinativos que penetram a
cuticula do inseto. Quando os tubos germinativos alcangam a hemocele (cavidade por onde flui
a hemolinfa), eles crescem e produzem hifas do tipo levedura. Em hospedeiros suscetiveis ao
fungo, as hifas ndo séo reconhecidas como corpos estranhos pelos hemacitos, permitindo que
se repliquem livremente na hemolinfa do hospedeiro. No estagio final da infeccdo, a massa de
hifas germina para formar o micélio é o conidioforo sofre diferenciacdo é emerge do inseto
morto e mumificado para iniciar o ciclo novamente em outro hospedeiro (Lopez-Lastra et al.,
1994; Simonato et al., 2014).

4.4 CONTROLE BIOLOGICO COM BACTERIAS

Dentre as bactérias utilizadas como agente entomopatogénico no controle de pragas
agricolas, as do género Bacillus sdo as mais empregadas, sendo B. thuringiensis a espécie mais
conhecida. Esse género inclui diversas espécies caracterizadas por sua forma de bastonete,
gram-positivas, aerobicas e capazes de formar enddsporos em condi¢des nutricionais adversas.
Os endosporos sdo altamente resistentes a fatores ambientais desfavoraveis, como temperaturas
elevadas, radiacdo UV e determinados produtos quimicos toxicos. Além disso, bactérias do
género Bacillus aumentam a tolerancia das plantas a estresses abidticos, como salinidade, seca
e toxicidade por metais pesados (Borriss et al., 2015). Devido a essas caracteristicas, diversas
formulagdes comerciais a base de Bacillus estdo disponiveis, pois essas bactérias permanecem
viaveis por longos periodos, permitindo seu armazenamento de forma semelhante aos produtos
quimicos.

A bacteéria B. thuringiensis, ou simplesmente Bt, foi introduzida no mercado de controle
de pragas, principalmente para o controle de Lepiddpteros, na década de 40 (Simonato et al.,
2014). Ela possui a capacidade de produzir cristais proteicos denominados delta-endotoxinas
durante o processo de esporulacdo e acumulando esses cristais no compartimento da célula mée
durante a esporulacdo, podendo corresponder até 25% do peso seco das células (Salles et al.,
1998). Esses cristais podem possuir varias formas, como: bipiramidal, esférica, retangular,
cuboide e irregular (Boucias et al., 1998; Valicente et al., 2009). Cada um desses cristais pode

ser formado por uma ou mais proteinas codificadas pelos genes cry que séo classificadas em 42
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diferentes tipos de delta-endotoxina em 14 grupos, conforme a atividade biolégica dos produtos
dos genes cry e com sua sequéncia de aminoacidos. Até 1998 eram cinco genes principais: cryl,
cryll, crylll, crylV e cryV, mas atualmente, pela grande quantidade de genes estudados e
sequenciados, usa-se a classificagdo com nimeros arabicos, como por exemplo: cryl, cry2, cry3
e assim até cry51, além das subclasses como por exemplo 0s genes cryl possui as subclasses
crylA a F. (Salles et al., 1998). Os genes cryl, cry2 e cry9 sdo especificos para lepidopteros
(Valicente et al., 2009).

Os cristais proteicos possuem propriedades inseticidas especificas, o que é inofensivo
para outros organismos, mas letalmente toxicas para insetos. Os produtos a base da bactéria Bt
geralmente contém uma mistura de esporos e de cristais secos das toxinas. Esses produtos serdo
aplicados na parte foliar das culturas, para que a lagarta se alimente das folhas e assim as
proteinas inseticidas da bactéria adentrem o inseto. A degradacdo dos cristais sera ativada pelo
pH alcalino do trato digestivo das lagartas, liberando assim as proteinas toxicas, as delta-
endotoxinas. Ocorrendo o rompimento das paredes do intestino méedio do inseto, causando o
interrompimento na alimentacao e posteriormente a morte do hospedeiro (Valicente et al., 2009;
Simonato et al., 2014). O consumo da lagarta pode ser reduzido em mais de 95% quando
comparado com a lagarta sadia (Simonato et al., 2014). As vantagens relacionadas ao uso de B.
thuringiensis no controle bioldgico esta na sua alta especificidade, o que permite que os insetos
benéficos a plantacdo, ndo sejam afetados por esse manejo. Outra vantagem € pelo o fato de
que a quantidade de residuos nas folhas, solos e agua sé@o quase nulos, em contraste com 0s
pesticidas quimicos, que podem contaminar esses ambientes e seus residuos podem permanecer
por um longo periodo de tempo. Contudo, essas vantagens podem ser tornar desvantagens, pois
sua alta especificidade acaba limitando seu uso a somente uma espécie de inseto praga. Na
maioria dos casos as culturas sdo afetadas com diferentes espécies de pragas agricolas
simultaneamente, o que impossibilita o uso de B. thuringiensis para manejo de diversas pragas.
Outra desvantagem é pelo fato de necessitar de nimero maior de novas aplicagdes do produto,
pois seus residuos ndo permanecem no ambiente.

Para o controle de C. includens no Brasil, existem produtos no mercado como Bacillus
thurigiensis var. kurstaki (BTK)® da empresa Bom futuro, o Bt-turbo max® do grupo Vittia
Fertilizantes e Biologicos S.A, o Bt protection® da empresa Bioma Industria comércio e
distribuicdo LTDA e Biobac-t® da empresa Vital Brasil Chemical Industria e Comercio de

Produtos Quimicos Ltda, dentre outros (MAPA, 2022). Todos esses quatro produtos possuem
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bula, sdo formulagdes de suspensdo concentrada, sdo registrados no Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e classificados como inseticida microbiolégico.

4.5 CONTROLE BIOLOGICO COM VIRUS

O controle biologico pode ser feito através de aplica¢fes de virus entomopatogénicos
para as pragas agricolas que sdo suscetiveis a essa doenca. Os virus s&éo um grupo de organismos
que ndo possuem estrutura celular,nem metabolismo proprio, compostos essencialmente por
um tipo de é&cido nucleico, DNA fita simples ou dupla ou RNA fita simples ou dupla. Por
constituem um grupo de parasitas intracelulares obrigatorios, necessitam infectar uma célula
hospedeira e utilizar sua estrutura para replicar seu material genético, sendo provavelmente
capazes de infectar todas as formas celulares de vida (Simmonds et al., 2017; de Castro et al.,
2020). Os virus podem ser classificados de acordo com quatro caracteristicas: natureza do acido
nucleico carregado dentro da particula viral (DNA ou RNA), simetria do capsideo (capa
proteica envoltéria do genoma viral), presenca ou auséncia de membrana lipidica (envelope
viral) e dimensdes das particulas virais e dos capsideos (de Queiroz et al., 2018). Entre 0s virus,
18 familias diferentes infectam os insetos (Dacheux et al., 2014). Dentre elas, a familia que
mais se destaca e a Baculoviridae, cujo os baculovirus tém sido utilizados com sucesso como
agentes controladores de pragas devido a sua elevada viruléncia e especificidade (Raj et al.,
2022; Gelaye et al., 2023).

5. BACULOVIRUS

Entre as familias ou grupos de virus de invertebrados descritos, podemos citar 0s
ascovirus, iridovirus, polydnavirus, cipovirus, entomopoxvirus e baculovirus (de Castro el al,
2020). Os baculovirus (Figura 7) s&o o grupo de virus mais conhecidos e estudados dentre os
virus entomopatogénicos (Harrison et al., 2018; de Castro el al, 2020) e isso ocorre devido ao
seu alto potencial e sua eficacia em controlar pragas agricolas, além de suas aplicac@es clinicas
e farmacéuticas para humanos através de expressao de proteinas (Tsai et al., 2019; Sosa-Gomez;
2022). Outro fator é sua grande diversidade, o que gera diversos virus que podem infectar
diferentes pragas agricolas, sempre de forma especifica para cada praga. Isso geralmente
possibilita um controle somente do inseto-praga suscetivel, sem afetar os insetos benéficos ao
campo. A primeira instituicdo de pesquisa responsavel por utilizar o baculovirus no Brasil foi

a Embrapa Soja, que utilizou o Anticarsia gemmatalis Nucleopoliedrovirus (AgMNPV) no
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manejo da praga lagarta-da-soja (A. gemmatalis) na década de 80 (Simonato et al., 2014).
Contudo, em decorréncia de desequilibrio ecoldgico, causado pela mistura de inseticidas e
amplo espectro com herbicidas teve efeitos adversos sobre 0s inimigos naturais, como
predadores e parasitoides. Essa situacdo favoreceu o aumento de pragas secundérias, como a
falsa-medideira, moscas-brancas, Spodoptera spp e &caros que eram considerados pragas
secundarias, tornaram-se pragas importantes (Moscardi et al., 2011). Diante desse cenario, 0s
agricultores entraram em um ciclo vicioso, necessitando cada vez mais aplicar inseticidas
quimicos de largo espetro contra estas “pragas”. Consequentemente, um produto bioldgico
altamente especifico como o AgMNPV, tornou-se invidvel e a area tratada com este agente

entomopatogénico foi reduzida (Moscardi et al., 2011; Sanches et al., 2018).

- viriones

Figura 7 - Imagem ilustrativa de uma microscopia eletronica de varredura (A) e uma microscopia eletrnica
transmissdo (B) de um baculovirus. Fonte: https://theconversation.com/baculovirus-un-aliado-en-la-lucha-contra-
la-covid-19-135081

5.1 A DESCOBERTA DO BACULOVIRUS

A descoberta do baculovirus esta estreitamente ligada com a histéria da industria da
seda, mais especificamente com o desenvolvimento dessa industria hd mais de 5000 na China.
O inicio da cultura da seda comecou a se estender com a Coréia por volta dos anos 300 d.C., e
assim chegou em toda Asia e ao Jap&o, onde esta presente documentada em gravuras historicas.
Na Europa foi por volta do século 55 d.C., enquanto no continente americano, chegou por volta
dos anos de 1500 no México. A cultura da seda também sofreu com o surgimento de doencas
que atacavam o inseto produtor da seda (Bombyx mori, Lineu 1758). Mesmo antes do
entendimento de teorias de enfermidades infecciosas proposta por Pasteur, foram relatados

diversos tipos de doencas que causavam a morte ou baixa producéo de seda pelo bicho-da-seda
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Bombyx mori), além da criacdo de métodos para evitar essas doengas. Com 0 passar dos anos,
foram desenvolvidos métodos de microscopia de luz, o que possibilitou a caracterizacdo de
algumas doencas, entre elas uma doenca que afetava as lagartas da bicho-da-seda, permitindo
a identificacdo de corpos de ocluséo refratarios que eram removidos de lagartas afetadas pela
doenga (Figura 8A). Esses corpos de oclusdo apresentavam em sua grande maioria a formato
poliédrico, o que fez com que essa doenca fosse nomeada como poliedrose, por volta do século
XVIII. Posteriormente, foi descoberta outra doenca causada por virus com corpos de oclusdo:
0 cipovirus. Embora a sua forma de infecgdo e a morfologia dos seus corpos de oclusdo seja
semelhante as dos baculovirus, os cipovirus foram classificados na ordem Reovirales, familia
Sedoreoviridae, do género Cypovirus, devido aos seus genomas segmentados de RNA fita
dupla (Attoui et al., 2021). Além disso, 0s cipovirus apresentam corpos de oclusdo no
citoplasma, das células infectadas, enquanto nos baculovirus a poliedrose se desenvolve no
nacleo das células dos insetos hospedeiros. Essa levou a criacdo de uma nova forma de
classificacdo, distinguindo as doencas como poliedrose nucleares (NPV) e poliedrose
citoplasmatica (CPV) (Rohrmann, 2019). Somente por volta da década de 1940, com a
metodologia da microscopia eletronica ja estabelecida, foi possivel identificar a presenca de
particulas infecciosas nos corpos de oclusdo (Figura 8B). Essas particulas virais possuiam a
forma de bastdo ou bastonete, e foi demonstrado da natureza cristalina dos corpos de oclusao.
Posteriormente, um segundo tipo desse virus foi caracterizado. Esse tipo, possuia corpos de
ocluséo pequenos, granulares (Figura 8C) de forma elipsoidal e foi designado como virus da
granulose, resultando na primeira divisdo taxondmica entre esse virus, a partir da morfologia
de seus corpos de oclusdo entre os virus da poliedrose nuclear e os virus da granulose. O nome
desse tipo de virus sofreu alteracBes durante o passar dos anos, sendo chamado de
Borrelinavirus, Bergoldiavirus, Smithiavirus, Moratorvirus e Vagoiavirus, em homenagem a
diferentes figuras historicas que estudaram os virus da poliedrose nuclear e os virus da
granulose. Somente em 1973 que a nomenclatura do virus foi alterada e unificada para
Baculovirus, como é conhecida atualmente. O nome baculovirus foi proposto por Mauro
Martignoni, que sugeriu essa designacdo com base na forma de bastonete dos virions, 0 que 0

nome em latim baculum, significa bengala, bastdo ou cajado (Rohrmann, 2019).
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Figura 8 — Morfologia dos corpos de oclusdo de baculovirus em diferentes aumentos. (A) Corpos de oclusdo de

Spodoptera frugiperda (SfNPV) por microscopia de luz com aumento de 40x. Fonte: Cuartas-Otalora et al., 2010.
(B) Corpo de oclusdo (poliédrico) do baculovirus de Mythimna unipuncta (MyunNPV) pormicroscopia eletronica
de transmissdo, Barra: 500 nm. . Fonte: Harrison et al., 2019. (C) Corpos de oclusdo (granular) do baculovirus de

Erinnyis ello (ErelGV) por microscopia eletronica de transmissdo, Barra: 500 nm.. Fonte: Sihler et al., 2014.

5.2 TAXONOMIA DO BACULOVIRUS

Os baculovirus sdo divididos taxonomicamente em classe, ordem, familia, género e
espécie. As regras que regem a classificagdo taxondmica e a nomenclatura de virus foi
atualizada em fevereiro de 2023 com novas classes, ordens, familias e houve a renomeacéo das
espécies para o formato da nomenclatura binomial de Linnaeus (Zerbini et al., 2023; van Oers
et al., 2023). Os baculovirus pertencem a classe Naldaviricetes, ordem Lefavirales e familia
Baculoviridae. Sua nomenclatura deve conter a primeira palavra comecando com uma letra
maiuscula e ser idéntica, na ortografia, a0 nome do género a que a espécie pertence. A segunda
palavra componente ndo deve conter sufixos especificos de taxa de categoria superior. O nome
completo da espécie (ambas as palavras componentes) deve ser escrito em italico (van Oers et
al., 2023). A abreviacdo do virus é nomeada com o inseto hospedeiro em que o virus foi
descoberto mais a indicacdo do seu tipo de corpo de oclusdo. Por exemplo, a espécie
Alphabaculovirus angemmatalis foi um baculovirus isolado de A. gemmatalis do género
Alphabaculovirus que possui a abreviacdo de AQMNPV, indicando os corpos de oclusdo do
tipo poliédrico, enquanto o Betabaculovirus spofrugiperdae € um virus isolado de Spodoptera
frugiperda do género Betabaculovirus que possui sua abreviatura SfGV indicando seus corpos
de oclusdo em forma de granulo. No inicio, a forma mais comum nomenclatura utilizava a
primeira letra do género e a primeira letra da espécie do inseto hospedeiro em que o virus foi
encontrado. Assim, GmNPV era proveniente de Galleria mellonella. Em seguida, utilizou-se
as duas primeiras letras do género mais as duas primeiras letras da espécie para evitar confusdo

com espécies com as iniciais idénticas. Por tanto, o Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus
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e seus isolados sdo chamados de ChinNPV e ndo CiNPV. Da mesma forma é chamado
PIxyNPV isolado de Plutella xylostella. Entretanto, os virus que ja eram bastante conhecidos
continuam com a mesma nomenclatura, como € o caso do AcCMNPV de Autographa californica,
que néo foi alterado para AucaMNPV. E importante mencionar que essa nomenclatura é usada
mesmo que o Vvirus seja posteriormente descoberto como uma variante de outro virus, como é
0 caso dos virus GmNPV de G. mellonella, RONPV de Rachiplusia ni e PIxyNPV de P.
xylostella que possuem o nivel de semelhanca dos aminoécidos de 96-98,5% ao virus ACMNPV
de Autographa californica, sendo assim, variantes do AcMNPV (Rohrmann, 2019).
Atualmente, essa forma de nomenclatura € utilizada para a abreviagdo da espécie, e a espécie e
nomeada no sistema binomial com o primeiro nome pertencendo ao género e 0 segundo epiteto
especifico, como por exemplo Alphabaculovirus chrincludentis o baculovirus de Chrysodeixis
includens (van Oers et al., 2022; ICTV, 2023).

Outra identificacdo no nome do virus é de acordo com o nimero de nucleocapsideos
presentes nos envelopes virais. Os baculovirus podem ser SNPV’s ou NPV’s designagdo para
os single nucleopolyhedrovirus que sdo 0s virus que possuem apenas um nucleocapsideo por
envelope, como por exemplo o ChinNPV. Enquanto os MNPV’s possuem multiplos
nucleocapsideos por envelope e sdo nomeados como multiple nucleopolyhedrovirus, como por
exemplo o ACMNPV (Figura 9). Os MNPV’s podem possuir entre 1 a 15 nucleocapsideos por
envelope, com uma pequena predominancia de entre 5 a 15 (Rohrmann, 2019). Os granulovirus,
no geral, possuem somente um Unico nucleocapsideo por envelope, logo, ndo é preciso esse
tipo nomeagéo (de Castro el al., 2020). Contudo, em alguns raros casos, estudos indicam a
presenca de GV’s com multiplos nucleocapsideos por envelope (Falcon et al., 1985; Rohrmann,
2019). Mesmo com caracteristicas distintas entre os MNPV’s e os SNPV, foi verificado que
essas diferencas ndo correspondiam as relacdes filogenéticas do virus. Um virus pode ser
MNPV mas ser proximamente relacionado a um SNPV. Essa dificuldade sobre as propriedades
dos virus, se deve ao fato da grande distingdo de seu contetdo genético, o que impossibilita
relacionar as caracteristicas genéticas do virus com sua caracteristica fenotipica MNPV ou
SNPV (Rohrmann, 2019).
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Figura 9 - Exemplificacdo das diferencas entre os tipos de baculovirus. O corpo de oclusdo de um baculovirus de
NPV (A), sendo um da caracteristica multiple nucleopolyhedrovirus MNPV (B) e outro do tipo single
nucleopolyhedrovirus SNPV (C). Na parte inferior, um baculovirus do tipo GV (D) e single (E). Fonte: Acervo do
Laboratdrio de Virologia de Insetos, LaVI-UFSM
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5.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO BACULOVIRUS

Os membros da familia Baculoviridae possuem como caracteristica a presenga de um
corpo de oclusdo (do inglés occlusion bodies) que consiste numa matriz cristalina composta por
uma proteina chamada de poliedrina, no caso dos virus NPV’s ou por uma proteina chamada
granulina, no caso dos GV’s. Por possuirem essas proteinas diferentes, os corpos de ocluséo
nos NPV’s podem ser chamados de poliedro, enquanto os dos GV’s podem ser chamados de
granulos ou cépsulas. O corpo de oclusdo permite que os virions, presente em seu interior,
resistam a maioria das condigdes adversas impostas pelo ambiente, como dissecagéo,
temperatura, variacdo de pH e radiacdo solar (Rohrmann, 2019; Sosa-Gomez et al., 2022). Essa
resisténcia, é consequéncia da alta estabilidade do cristal proteico. Por mais que essas proteinas
tenham nomes diferentes, elas sdo proximamente relacionadas.

Ao redor da matriz poliédrica de um corpo de oclusdo, é encontrado o envoltorio
poliédrico (PE), que pode ser chamado de membrana poliédrica ou calice. No inicio, acreditava-
se que o PE era composto por hidratos de carbono, contudo, verificou-se que era composto de

uma proteina fosforilada de 34 kDa estava ligada covalentemente ao PE atraveés de uma ligacéo
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tiol. Essa proteina, chamada de pp34 foi observada no AcCMNPV. O invélucro do poliedro,
aumenta a estabilidade do corpo de oclusdo no ambiente e protege os corpos de oclusdo do
estresse fisico (Kelly et al., 2016). Ao realizar uma verificagdo em um virus recombinante
incapaz de produzir pp34, foi observado que o virus possuia uma deficiéncia na formagéo do
envelope poliédrico e de espacadores eletron-densos (electron dense spacers), 0 que se acredita
serem 0s precursores da estrutura do envelope poliédrico (Kelly et al., 2016). O envelope
poliédrico e os espacadores eletronicamente densos foram encontrados em associacdo com
estruturas fibrilares compostas de p10, uma proteina que é produzida em grandes quantidades
durante a fase de oclusdo, assim como a poliedrina. Essa associacao entre o envelope poliédrico
com a estruturas fibrilares que possuem p10, indica um envolvimento da proteina na montagem
e associacao adequada do invélucro do poliedro em torno da matriz do corpo de oclusédo (Kelly
et al., 2016).

Os baculovirus possuem os virus derivados de oclusdo (do inglés occlusion derived
viruses, ODV) e o virus brotado (do inglés budded viruses) que por mais que eles sejam
geneticamente idénticos possuem diferencas em sua morfologia, “timing” e no local de
maturacdo, nas proteinas estruturais, na origem dos envelopes virais, na antigenicidade e na
infecciosidade (Figura 10) (Kelly et al., 2016).
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Figura 10 - Imagem esquematizando as particulas virais de baculovirus, o virus brotado (do inglés budded viruses)
e os derivado de oclusdo (do inglés occlusion derived viruses, ODV) e suas caracteristicas morfolégicas. Fonte:
Miller et al., 1997.

As particulas de BV possuem estruturas compostas pela glicoproteina GP64 para 0s
NPV do grupo | em formas de espinhos ou “spikes”, que sdo conhecidas como peplémeros
(Blissard & Theilmann, 2018) A GP64 é distribuida em todo envelope viral em concentracdes
menores do que as concentragdes encontradas nos peplomeros. Durante a infeccdo viral, a GP64
localiza-se em regides discretas da membrana plasmatica, locais em que ocorre o brotamento

dos virions. Consequentemente, ao brotarem da membrana plasmatica, as particulas virais
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adquirem um invélucro originado da mesma membrana plasmatica, contendo a proteina GP64
(Kelly et al., 2016). As particulas de BV possuem seu envelope viral originado quando eles
atravessam a membrana plasmatica da célula hospedeira, que foi modificada por proteinas
virais (Rohrmann, 2019).

A particula de ODV, diferente da BV, ndo possui GP64 ou qualquer homologo dessa
proteina, elas possuem a proteina p74. A p74 é uma proteina de envelope codificada pelo virus
e esta associada ao exterior do virus. Por estar no exterior do virus, sua presenca pode indicar
que ela esteja associada a funcdo de fixacdo do virus nas células do intestino médio do inseto.
Outra proteina estrutural identificada no invélucro do ODV sdo as PIFs, codificadas pelo gene
per os infectivity factor (pif), homoélogo a ORF 119 do AcCMNPV. Esses genes sd0 necessarios
para a infeccdo do tecido intestinal (Kelly et al., 2016). Outras proteinas que sdo especificas
para os ODV séo as ODV-E25, ODV-E66, ODV-E56, ODV-E18 e ODV-E35. Essas proteinas
juntamente com a p74, estdo associadas com estruturas de microvesiculas intranucleares que
aparecem no ndcleo da célula durante o processo de infeccdo (Kelly et al., 2016). Como elas
possuem esse papel, é possivel que essas microvesiculas sejam associadas com a funcgédo de
envelopamento do ODV. A fonte dessas microvesiculas pode ser o processo de invaginagéo da
membrana nuclear interna observada durante a infeccdo por baculovirus. Outra proteina
especifica ao ODV é a GP41 que foi identificada como uma glicoproteina localizada na regiao
entre o invélucro do virus e o nucleocapsideo, em uma area referida como tegumento (Kelly et
al., 2016). A GP41 ¢ necessaria para a liberacdo dos nucleocapsideos do nucleo durante a
producdo do BV, mesmo ela ndo esteja presente na forma de virus brotado. Outra proteina
estrutural do envelope é do capsideo do ODV sdo as ODV-EC27. Essa proteina é uma homoéloga
de ciclina e esta relacionada com a pausa do ciclo celular do hospedeiro, durante a infeccéo por
baculovirus. Por fim, a proteina BV/ODV-E26, € uma proteina encontrada tanto nas particulas
de ODV quanto nas BV. Elas estdo presentes no envelope dessas particulas e estdo associadas
a microvesiculas intranucleares (Kelly et al., 2016). O ODV obtém seu envelope no nucleo da
célula e este pode ser derivado de membranas nucleares modificadas com varias proteinas virais
(Rohrmann, 2019).

5.4 CLASSIFICACAO DOS BACULOVIRUS

Inicialmente a familia Baculoviridae foi dividida em dois grupos de acordo com sua
morfologia, os NPV’s com os representantes que possuiam nucleopoliedrovirus e os GV’s com
os granulovirus como seus representantes. Ap6s 0 avanco da biologia molecular, estudos
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moleculares, filogenéticos e a integracdo de novas técnicas para classificacdo taxondmica, a
familia Baculoviridae foi dividida em quatro respectivos géneros de acordo com a ordem de
seus insetos hospedeiros (Harrison et al, 2018): Alphabaculovirus (Lepidopteras),
Betabaculovirus (Lepiddpteras), Gammabaculovirus (Hymenoptera) e Deltabaculovirus
(Diptera)

Entre os NPV’s esta o género Alphabaculovirus que sdo baculovirus especificos de
lepiddpteros e possuem 456 espécies infectadas ja reportadas (Rohrmann, 2019). Seus corpos
de oclusdo possuem forma poliédrica e com didmetro de 0,15 um a 5,0 pm com 80 kb a 180 kb
de genoma. Esse género é dividido em dois grupos com base em analises filogenéticas, o
Grupos | e Grupo Il (Rohrmann, 2019; de Castro et al, 2020). Esses dois grupos se diferem no
conteddo genético pelas suas proteinas de fusdo de membrana (Blissard & Theilmann, 2018).
Os NPV do Grupo | possuem a proteina GP64 e F, utilizam a GP64 como proteina de fusdo do
budded virus e com o0 genoma de aproximadamente 130 kb. Enquanto os NPV do Grupo Il ndo
possuem a GP64 e utilizam a proteina F e possuem um genoma entre 130 kb até 170 kb (Figura
11). Esse tamanho de genoma, pode ser atribuido a uma combinacdo de genes repetitivos
chamados de bro (baculovirus repeated orf), sdo 16 genes bro que adicionam 30 kb no tamanho
do genoma dos virus do Grupo Il. Outra distin¢do entre os grupos, € que no Grupo | séo
encontrados 11 genes que nédo pertencem ao Grupo Il (ORFs de AcCMNPV: Acl - ptp, Acl6 -
BV-ODV26, Ac27 - iap-1, Ac30, Ac42 - gta, Ac72, Ac73, Acll4, Acl24, Acl32, Acl5l - ie2)
(Rohrmann, 2019; de Castro el al, 2020).
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Figura 11 - Imagem que exemplifica a diferenga entre os NPV’s do grupo I e grupo II. Naimagem, é exemplificado
as diferencas do capsideo do Grupos I, Il e mais o capsideo de um baculovirus do género Gammabaculovirus.
Fonte: Rohrmann, 2019.
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O género Betabaculovirus também é constituido por baculovirus especificos de
lepiddpteros, também chamados de granulovirus (GV), sendo reportadas até 0 momento, cerca
de 128 espécies infectadas por GVs foram descritas (Rohrmann, 2019). Seus corpos de oclusédo
possuem forma cilindrica com didmetro de 0,12 pm a 0,50 um e com genoma similar ao genoma
dos Alphabaculovirus e variam entre 98,392 bp a 178 kb (Rohrmann, 2019; de Castro et al,
2020).

O género Gammabaculovirus € representado pelos baculovirus que infectam os
himendpteros. Ja foram reportadas 30 espécies infectadas por esse virus (Rohrmann, 2019).
Seus principais representantes sdo Neodiprion lecontei (NeleSNPV), Neodiprion sertifer
(NeseSNPV) e Neodiprion abietis (NeabNPV). Seus corpos de oclusdo possuem diametro com
cercade 0,4 uma 1,1 um e possuem o genoma de 82 kb a 86 kb, os menores entre os baculovirus
(Jehle et al., 2006; de Castro el al., 2020).

O género Deltabaculovirus esta representado pelos baculovirus de dipteros. Esses
baculovirus sdo especificos a essa ordem e ja foram registradas 27 espécies infectadas por esse
virus (Rohrmann, 2019). Seu principal representante € o Culex nigripalpus (CuniNPV) que
infectam os mosquitos do género Culex. Seus corpos de oclusdo possuem diametro de 0,4 um
e seu genoma possui cerca de 108,252 bp (Afonso et al., 2001; de Castro et al., 2020).

5.5 ORGANIZACAO GENETICA DO BACULOVIRUS

Baculovirus sdo virus de DNA fita dupla e circular que possuem o genoma que varia
entre 80 a mais de 180 kb e que codificam entre 90 a 180 genes. Dentre esses genes, existem
38 genes homologos que sdo encontrados em todos 0os genomas de baculovirus. Desses genes
conservados, aproximadamente metade esta relacionada a proteinas associadas ao virus que
possuem papel na estrutura do capsideo, no envelope dos ODV’s e na infec¢ao larval. Enquanto,
a maior parte dos outros genes estdo relacionado com a replicacéo, o processamento do DNA e
a transcricdo tardia e muito tardia. Dentre os 38 core genes do baculovirus podemos citar o0s
Ac6 Lef2 primase associated, Ac14 Lefl primase, Ac65 DNA polimerase, Ac95 DNA helicase
e Acl33 Alkaline nuclease, todos relacionados a replicacdo e processamento do DNA. Na
transcricdo e na RNA polimerase, podemos citar os genes Ac50 LEF-8, Ac62 LEF9, Ac40 p47,
Ac90 LEF-4, Ac77 VLF-1 e Ac99 LEF-5. Os genes conservados responsaveis pela estrutura do
virus s@o os Acb54 vpl1054, Ac66, Ac80 gp4l tegument, Ac83 VP91, Ac89 VP39 capsid, Ac100
p6.9, Ac94 ODV-E25, Ac109, Acl142, Ac143 odv-E18 e Acl44. Os da estrutura dos ODV’s sdo
Ac22 pif2, Ac68 pif6, Ac96 pif4, Ac110 pif7, Acl15 pif3, Ac119 pifl, Ac138 p74 (pif0) e Ac148
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odv-e56 (pif5). Os presentes genes codificadores de enzimas sdo os Ac53 ubiquitin ligase, Ac92
sulfhydryl oxidase e Ac98 38K phosphatase. Por fim, possuem outros genes conservados que
ndo estdo relacionadas as atividades mencionadas anteriormente, que sdo 0s genes Ac78, Ac81,
Ac93, Ac101 e Ac103 (Rohrmann, 2019). O genoma dos virus é encontrado envelopado dentro
dos nucleocapsideos que possuem forma de bastdo que possuem de 230 a 385 nm de
comprimento e 40 a 60 nm de diametro (Akermann et al., 1983; Federici et al., 1986; Rohrmann,
2019).

Alem dos principais genes homoélogos encontrados em todos os baculovirus, 0s géneros
Alphabaculovirus e Betabaculovirus, conseguem codificar um conjunto de 25 genes auxiliares
gue pertencem ao seu genoma, dentre eles, uma parte também pode ser codificada nos genomas
dos Gammabaculovirus (Rohrmann, 2019). Esses genes sdo os Ac8, Ac10, Ac13, Ac23, Ac25,
Ac28, Ac29, Ac32, Ac36, Ac37, Acd6, Ac38, Ac53a, Ac6l, Ac67 Ac75, Ac76, Ac82, Acl02,
Ac106/107, Ac110, Ac139, Acl45, Ac146 e Acl47. Dentre esses genes, 0s Ac8, Ac25, Ac37,

Ac75, Ac76, Ac106/107 e Acl45 sdo encontrados em Gammabaculovirus.

5.6 INFECCAO POR BACULOVIRUS (CICLO DE VIDA)

Os baculovirus, evoluiram para conseguir iniciar a infec¢do no intestino médio do inseto
e depois espalha-la para outros tecidos do inseto. Essa evolugdo permitiu a existéncia de dois
tipos de virions diferentes: os virus derivados dos corpos de oclusdo e os virus brotados ou
extracelulares (Rohrmann, 2019). Os virus utilizam a célula hospedeira para se replicar e se
desenvolver. Para que a infecgdo por baculovirus em insetos seja realizada, é necessario que o
corpo de oclusdo (poliedro ou granulo) seja ingerido pelo o inseto alvo, pois a principal via de
entrada do virus no inseto € a via oral. Ao serem ingeridos pelos insetos, a matriz cristalina dos
corpos de oclusdo (poliedro ou grénulo) se dissolve devido a acdo de proteases e pelo pH
altamente alcalino (pH > 11) do suco digestivo do inseto, o que libera as particulas de ODV
(Sosa-Gomez et al., 2022). O baculovirus, possuem um ciclo biolégico bifasico, ou seja, ele
possui duas fases em sua infec¢do. A primeira fase ou infec¢do primaria no inseto hospedeiro
é realizada pelo ODV que iré atravessar a membrana peritréfica que é formada pela secrecéo
de quitina juntamente com outros polissacarideos e proteinas das células intestinais. Essa
secrecdo, forma um filtro que permite tanto a passagem de alimento digerido no intestino quanto
a protecdo contra microrganismos, além de separar a camada de células do bolo alimentar . Essa
passagem pode ser auxiliada por proteinas enhancinas, metaloproteinases, que possuem a

capacidade de degradar as glicoproteinas presentes na membrana peritrofica, o que ocasionaria
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na formacdo de poros, permitindo a passagem dos ODV’s . Ao passar pela membrana
peritrofica, os ODV’s conseguem alcangar as células epiteliais colunares do intestino médio da
lagarta com o auxilio das proteinas pif’s (fatores de infecciosidade per 0s), que auxilia na fusdo
entre a membrana do envelope do ODV e a membrana das microvilosidades celulares (de Castro
et al., 2020; Sosa-Gomez et al., 2022). A infeccdo primaria ird ocorrer com a replicacao viral
no nucleo da célula, o que ira gerar uma segunda particula viral, o virus brotado ou extracelular
que é responsavel pela segunda fase de infeccéo ou a infecgcdo secundaria. O BV quando atinge
o sistema traqueal e a hemolinfa dos insetos, é responsavel pela disseminacéo da infeccao nos
tecidos do inseto, estabelecendo infecgdes secundérias nos tecidos do inseto. Mas para que 0
BV consiga chegar no sistema respiratorio ou no sistema circulatério do inseto, € preciso que
eles atravessem a lamina basal das células intestinais. A lamina basal & uma espécie de matriz
extracelular que envolve praticamente todos os tipos de células no corpo do inseto, somente 0s
hemocitos ndo possuem essa caracteristica. A lamina basal é composta basicamente de
polissacarideos e proteinas que sdo secretadas pelas préprias células do tecido. No intestino do
inseto, ela separa as células dos tecidos que possuem contato direto com epitélio intestinal, logo,
ela separa as células musculares, células da hemolinfa e as células da traqueia. A lamina basal
€ uma barreira contra a entrada de patdgenos, por possuir poros menores que as dimensdes de
microrganismos, Como no caso, as particulas de baculovirus. Contudo, seus componentes estdo
em renovagdo constante, o que pode ocorrer, durante essa renovagdo, a formagdo de poros
transientes em que as particulas de baculovirus. Além disso, pode ocorrer a secrecdo de
enhancinas, que degradam a lamina basal, facilitando a progressao da infecgéo (de Castro et al.,
2020). Os BV’s podem infectar as células do sistema traqueal, os hemocitos e as células do
tecido adiposo do inseto (Sosa-Gomez et al., 2022). E muito importante para o virus infectar o
sistema respiratorio e o circulatério, pois s@o locais chave para a disseminacdo da doenca. O
sistema respiratério leva oxigénio para todos os tecidos do inseto, 0 que constitui uma via de
dispersdo da infeccdo viral, enquanto o sistema circulatério facilita a dispersdo do virus pelo
fato que o sistema circulatério dos insetos ser aberto, logo, a hemolinfa circula livremente
dentro do corpo dos insetos e entra em contato direto com outros érgdos . Apos a producédo
massiva de BV’s em diversos tecidos do inseto, ird ocorrer uma mudanca na produgdo para
ODV que serdo envoltos por uma membrana sintetizada de novo. Entdo os ODV’s serdo
imersos em uma matriz proteica cristalina formando novos corpos de ocluséo e assim
encerrando o ciclo infectivo do virus. Os corpos de oclusdo se acumulam no nucleo da célula

infectada, o que gera a morte e a lise dessas células (Sosa-Gomez et al., 2022). Esse acamulo
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de OB’s causa a morte da maioria das lagartas infectadas entre 5 dias a 3 semanas apos o inicio
da infeccdo ( Sosa-Gomez et al., 2022). A morte das células provoca alteracdes
morfofisiologicas e comportamentais nos insetos infectados. Os insetos apresentam uma
inibicdo de sua alimentacdo, a sua movimentacdo € afetada e ocorre a descoloragdo do
tegumento, causando uma mudanca de cor das lagartas para um branco leitoso. Nos estagios
mais avangados da doenca, em que os OB’s sdo liberados na hemolinfa da lagarta, as mudancas
comportamentais sdo evidentes no inseto (Sosa-Gémez et al., 2022). O inseto apresenta
comportamento fototropico positivo com a tendéncia de subir para a parte mais alta da planta
antes de sua morte. Com o rompimento da cuticula da lagarta, ocorrera a liberacao dos OB’s no
ambiente para assim possibilitar uma infeccdo de outras lagartas, proporcionando uma

transmisséo horizontal do virus (Figura 12)..
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Figura 12 — Ciclo de infeccioso do baculovirus. (A) A lagarta se alimenta da planta com o poliedro viral em sua
superficie. (B) No intestino médio da lagarta, o poliedro é dissolvido liberando as particulas de OVD que irdo
penetrar as células epiteliais do intestino médio. (C) Os nucleocapsideos irdo ser transportados para o ntcleo da
célula onde serdo replicados e terd a formacdo de um segundo tipo de virus os BV que irdo atingir o sistema
circulatorio e respiratorio do inseto e assim disseminar a infeccdo para outros tecidos. (D) A lagarta perderd o
apetite, e terd o comportamento de migrar para a parte superior das plantas, onde elas irdo se pendurar e morrer.
(E) Ird acontecer o rompimento da cuticula e as lagartas que irdo se liquefazer e liberar assim, novos poliedros no
ambiente. Fonte: Modificado de BARROS, 2012.

Durante os estagios finais do desenvolvimento das larvas, em muitas espécies de
lepidopteras, ocorre o comportamento de dispersdo (do inglés wander ou wandering) das larvas
provavelmente para dispersar a populacdo, reduzir a predacao e também para buscar o local
mais adequado para se tornarem pupa. No mandarova do fumo (Manduca sexta) esse

comportamento é amplificado pelo aumento limitado no nivel de ecdisterdides na hemolinfa.
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Esse aumento estd associado a cessacdo da alimentacdo e do inicio da formacdo da pupa. A
infeccdo por baculovirus aparenta ser capaz de reforcar esse tipo de comportamento, fazendo
gue o inseto migre para o topo das plantas para melhorar ou facilitar a dispersao dos corpos de
oclusdo. Mesmo que em diferentes genes de baculovirus tenham sido colocados como os genes
que influenciam esse comportamento, como por exemplo o ptp (Acl) e egt (Acl5), até o
momento, nenhum gene foi comprovado como o responsavel por esse tipo de movimento
ascendente das lagartas nos estagios finais da infeccdo. Possivelmente, esse comportamento é
influenciado por uma interagdo complexa de genes virais (Rohrmann, 2019).

Alguns baculovirus utilizam quitinases (Ac126) e catepsinas (Ac127) para facilitar o
processo de desintegracdo das lagartas nos periodos finais da infec¢do. As quitinas e quitinases
sdo componentes integrais dos insetos. Os insetos possuem um exoesqueleto de quitina que por
ser rigido, precisam ser removidos e reconstruidos periodicamente para que larvas e ninfas
possam se desenvolver e crescer. Essa transicdo entre as fases de crescimento, envolve na
digestdo é a absorcdo de parte do exoesqueleto e a eliminacdo do restante. Logo, por serem
componentes essenciais, 0s virus, muito provavelmente, tiveram acesso imediato aos genes da
quitinase dos seus insetos hospedeiros. Esses genes estdo presentes em varios genomas dos
géneros de betabaculovirus e na maioria dos alphabaculovirus dos grupos | e Il. As quitinases
do virus estdo filogeneticamente agrupadas com as dos seus lepiddpteros hospedeiros. Contudo,
essas enzimas possuem propriedades diferentes entre os insetos e o baculovirus. A enzima do
hospedeiro é segregada e funciona com atividade reduzida em um pH elevado, enquanto a do
virus é retida no reticulo endoplasmatico e funciona em condigdes alcalinas e em conjunto com
uma proteinase viral, mais conhecida como catepsina. Essas proteinas participam na liquefacao
no final da infeccdo nos insetos. Alguns baculovirus possuem essas enzimas suprimidas, o que
permite que nos estagios finais da infeccdo, o inseto ndo se liquefaca e permanecam intactos.
Esse fator foi um dos responsaveis pela facilidade para o processamento do virus AQMNPV em
um agente de controle biolégico no manejo da praga da soja (A. gemmatalis) por permitir o
recolhimento dos insetos mortos pela virose. As catepsinas virais possuem uma distribuicdo
parecida com as quitinases e estdo presentes em varios genomas do género dos betabaculovirus
e na maioria dos alphabaculovirus, parecendo funcionar em conjunto. Assim como 0s genes da
quitinase viral e a de insetos, as catepsinas virais estdo estreitamente relacionadas com as de
insetos. A catepsina viral € sintetizada em uma forma inativa que somente € ativada apés a
morte do inseto, otimizando ainda mais seu papel na liquefacdo dos insetos. Além de que, tanto

as catepsinas quanto as quitinases parecem ter desenvolvido mecanismos para evitar a sua
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ativacdo prematura e assim, prolongar a infeccéo do inseto e permitir que a disperséo do virus

seja no momento correto da infec¢do (Rohrmann, 2019).

5. 7 Alphabaculovirus chrincludentis (ChinNPV) O BACULOVIRUS DE C. includens

O ChinNPV ou Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus é um isolado de
baculovirus que é especifico para a lagarta falsa-medideira (C. includens). Esse isolado tem
despertado interesse pelo fato de conseguir controlar esse inseto praga que ataca diversos tipos
de importantes culturas no Brasil e no mundo. O ChinNPV é um baculovirus com bastante
diversidade, tendo isolados pertencendo ao Brasil, México e Estados Unidos, dentre outros
paises. Ele pertence a familia Baculoviridae e ao género alphabaculovirus do grupo Il (Sanches
etal., 2018) e foi relatado pela primeira vez no Brasil em 2006 (ChinNPV-IB) em lagartas falsa-
medideira presentes em plantagdes de soja em Londrina-PR, e em 2014 em Buritis-MG na
regido do cerrado (Alexandre et al., 2010; Craveiro et al., 2013, Souza et al., 2016, Sanches et
al., 2018). O ChinNPV possui um impacto direto e indireto na populacdo de larvas de C.
includens. O impacto direto é sua letalidade na populacdo das lagartas, causando a morte dos
individuos entre 5 a 10 dias. O impacto indireto € com os efeitos sub-letais que o virus causa
na populacdo das lagartas, como por exemplo: reducdo do peso das lagartas, reducdo da
fecundidade e fertilidade dos insetos, alteracdo na propor¢éo dos sexos e a reducao do niumero
de fémeas geradas por postura (Fihr et al., 2021). Foi observado que o ChinNPV nao possui
resisténcia cruzada a alguns inseticidas quimicos, como os lambda-cialotrina e ao
teflubenzurdo, o que o torna bastante promissor o uso desse baculovirus no controle de
populacbes de lagartas resistentes a inseticidas quimicos (Godoy et al., 2019). Outro estudo
comprovou que a utilizacdo de ChinNPV em conjunto com alguns herbicidas e fungicidas nao
influenciou a taxa de mortalidade das lagartas falsa-medideira. Além disso, ChinNPV
demonstrou consisténcia suficiente para manter sua eficacia tanto em condi¢bes de campo
guanto em ambiente laboratorial (Maciel et al., 2021). Esse estudo foi realizado com herbicidas
e fungicidas mais comuns utilizados no controle de fungo e ervas daninhas na cultura da soja,
dentre eles os Poquer®, Clorimuron Master Nortox®, Trop® e Priori Xtra®. O ChinNPV é
uma ferramenta versatil “para 0 manejo dessa praga e no Brasil existe o produto Chrysogen®
(AgBiTech, Fort Worth, TX, U.S.A.) que possui como base o ChinNPV, tornando-o assim

especifico para lidar com essa praga agricola. Esse produto esta registrado no Brasil desde de
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2018, enquanto tem sido explorado o registro desse produto em outros paises como o Estados
Unidos (Fuhr et al., 2021).

5. 8 BACULOVIRUS COMO INSETICIDA BIOLOGICO - A HISTORIA DO USO DE
AgMNPV NA DECADA DE 80 NO BRASIL

Um dos exemplos de inseticidas bioldgicos utilizados no Brasil, foi 0 uso do AgQMNPV
na década de 1980 para o controle da lagarta da soja (A. gemmatalis). Esse foi 0 programa mais
extenso de utilizacdo de baculovirus para o controle da lagarta da soja no Brasil na cultura da
soja. Foi desenvolvido também no Paraguai, mas com uma escala menor quando comparada ao
Brasil. Esse programa foi iniciado na década de 80, em escala laboratorial, o que foi considerado
economicamente viavel, e assim, a producdo foi para o campo, onde em 2005 a area que foi
tratada com o AgMNPV ja se estendia para milhdes de hectares (Szewczyk et al., 2006;
Rohrmann, 2019). As plantacbes de soja que estavam naturalmente infestadas por A.
gemmatalis, foram pulverizadas com suspensio viral com preparacdes de cerca de 1,5 x 10
OB/ ha e ap0s 8 a 10 dias, foram recolhidas as lagartas mortas, o que, em media, representava
cerca de 1,8 kg de lagartas por dia. A producgdo na década de 1990 era de virus suficiente para
tratar 650.000 a 1,7 milhGes de hectares por ano. Contudo, em 1999 a producéo de virus chegou
a nao ser suficiente para satisfazer a procura, pois, houve problemas com a producéo no campo.
Existiam dois principais problemas: a quantidade de lagartas infectadas dependia da prevaléncia
natural do inseto hospedeiro, que poderia variar anualmente, e a mudanga no procedimento de
recolher as lagartas infectadas (Moscardi et al., 2011, Rohrmann, 2019). A lagartas eram
coletadas com a metodologia de pano de batida, o que incluia outros insetos, detritos, além de
lagartas que ndo estavam nas fases finais de infec¢do pelo AQMNPV. Isso resultava em um
produto de méa qualidade, um produto menos infeccioso. Outro fator é que o recolhimento de
detritos causava 0 entupimento dos equipamentos utilizados na aplicacdo do virus. Para
conseguir reverter esses processos que estavam causando problemas, a criacdo do virus em
campo foi realocada em criacdo em laboratério, para o crescimento das lagartas com uma dieta
artificial em condicbes controladas. Por mais que essa mudancga na produgdo do virus seja
economicamente mais cara, a qualidade do produto final era muito superior a do produto feito
no campo. A empresa selecionada para a reproducédo deste projeto foi ampliada para empregar
45 pessoas e infectar cerca de 800.000 a 1.000.000 lagartas por dia e assim, a producédo do virus
subiu para tratar até 2 milhdes de hectares por ano. Uma outra mudanca foi que as lagartas

infectadas eram processadas em um molhavel para a formulacdo de virus mais o caulim. O
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caulim é um aditivo mineral descoberto na China na regido de Kaolin que possui em sua
composicdo aluminossilicato que é comummente utilizado como um transportador inerte ou um
preenchedor (Rohrmann, 2019).

Existem algumas razbes para a viabilidade deste programa de controle biologico
utilizando o virus de AQMNPYV no Brasil. Uma delas é a alta viruléncia contra as lagartas da
soja (A. gemmatalis), permitindo, na maioria dos casos, a necessidade de apenas uma aplicacéo,
0 que difere dos inseticidas quimicos que geralmente requerem duas aplicacbes. Outra
caracteristica é pelo fato do AgMNPV ndo possui 0s genes da quitinase é da catepsina, que sdo
0s genes que fazem com que o inseto ao morrer se liquefaga (Oliveira et al., 2006; Rohrmann,
2019). Nao apresentando essa caracteristica, as lagartas mortas pelo AGQMNPV podem ser
facilmente recolhidas para a producdo do produto. Outra razao é que a planta da soja consegue
sobreviver a taxas significativas de desfolha, sem afetar o seu rendimento. Além disso, a doenca
pode ser disseminada pelos coledpteros e hemipteros predadores naturais desse inseto praga,
pois, 0s corpos de ocluséo podem sobreviver o trato digestivo desses insetos e assim serem
transportados para diferentes lugares de maneira indireta (Moscardi et al., 1993; Moscardi et
al., 2011; Rohrmann, 2019). Algumas limitacbes do uso desse produto é a relutancia dos
agricultores em monitorar seus campos para assim determinar o momento ideal para aplicacdo
do virus. Outra limitacdo é na utilizacdo do virus em regifes com temperaturas mais baixas,
pois essas temperaturas mais amenas prolonga o tempo necessario para matar os insetos. Outro
limitador é que em periodos de seca prolongados, eles afetam negativamente a eficacia da
preparacao do virus (Szewczyk et al, 2006).

A mudanca do método de cultivo da soja ocasionou na diminuicao significativa do uso do
virus (Moscardi et al., 2011; Rohrmann, 2019). Essa mudanca esta relacionada com a adoc¢éo
de um sistema de plantio direto o que implica na aplicacéo de herbicidas no solo antes do plantio
da soja para o controle de ervas daninhas. Além de que, ocorre a mistura de inseticidas de largo
espectro com herbicidas, de modo que todas as ervas daninhas e os insetos fossem eliminados
e apos duas a trés semanas da emergéncia da soja, a plantagdo € novamente tratada com essa
mistura. Isso ocasiona a morte de insetos e plantas benéficas ao campo. Essa reducéo,
proporcionou 0 surgimento de diversos insetos pragas, incluindo &caros, moscas brancas,
espécies do complexo Spodoptera e a falsa-medideira (C. includens) que eram consideradas
como pragas secundarias. Consequentemente, para agravar a situacdo, por ndo conseguir
controlar a lagarta da soja com a aplicagdo de AgMNPV, foi necessério a utilizacdo de

inseticidas alternativos com espectro grande de acdo. A situacdo se tornou ainda mais
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complicada com a doenga da ferrugem da soja, que exigiu a aplicacdo de fungicidas que
reduziram a presenca de fungos entomopatogénicos naturais beneficios que controlavam
naturalmente algumas das especies pragas secundarias, dentre elas a falsa-medideira. Esses
fatores proporcionaram a reducéo da area tratada com AgMNPV para cerca de 300.000 hectares
por ano, o que resultou também no fim da producdo laboratorial do virus (Moscardi et al., 2011,
Rohrmann, 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Os baculovirus sdo virus altamente especificos a seus hospedeiros, mesmo quando
testados em outros insetos proximamente relacionados, a infecgéo pode ndo ocorrer. Como no
caso do isolado Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus #1 que era altamente especifico a
C. includens nédo infectando outros insetos da subfamilia Plusiinae como, Trichoplusia ni
(Harrison, 2019). Contudo, ha poucos casos de infeccdo em diferentes espécies de insetos e,
quando ocorre essa infeccdo, a taxa de mortalidade é afetada drasticamente. No caso do
complexo Spodoptera em que o Spodoptera ornithogalli nucleopoliedrovirus (SporNPV) na
diluicdo 1 x 108 OBs/ mL mata 100% da populacio de Spodoptera ornithogalli e somente 48%
na populacdo de Spodoptera frugiperda (Barrera et al., 2021). Contudo, uma das caracteristicas
desses virus € a alta diversidade genotipica, com gendtipos clonados apresentando fendtipos
distintos, como variagcfes na letalidade (tempo e a dose viral necessarios para matar o inseto)
entre diferentes isolados de uma mesma espécie. Os baculovirus, quando ocorrem naturalmente
em populacdes de campo, apresentam grande variacdo genética, resultante de mutacdes como
insercOes/delecdes (indels) e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), o que leva a
formacdo de populagdes com diferentes genotipos (Theze et al., 2014). Isso permite que novos
isolados virais possuam caracteristicas Unicas, podendo ter um melhor desempenho nas
interacOes de viruléncia entre o virus e hospedeiro.

O controle de C. includens normalmente é realizado com a utilizacdo de inseticidas de
amplo espectro. O seu uso pode causar diversos impactos negativos, incluido danos ao meio
ambiente, declinio de insetos benéficos as plantacGes, como os predadores, detritivoros e 0s
polinizadores. Além de causar danos na satde dos humanos por estarem relacionados a inducéo
de toxicidade em células humanas através de vias de apoptose dependentes da mitocondria
(Wang et al., 2025) e ao aumento da quantidade de metemoglobina no sangue (Shih et al.,
2011). Uma forma alternativa para 0 manejo dessa praga é com o baculovirus Alphabaculovirus
chrincludentis, especifico para essa praga. Por ser especifico, a virose ndo compromete 0 meio
ambiente, os insetos benéficos as plantacdes e a satde humana. A infeccdo ocorre quando a
lagarta ingere os corpos de oclusdo do virus (OBs), desencadeando uma série de processos que
culminam na morte do hospedeiro. O ChinNPV € o principio ativo de diversos produtos de
controle bioldgico da lagarta falsa-medideira, dentre eles o Chrysogen, (AgBiTech, Fort Worth,

TX), produto licenciado para o uso no Brasil. A caracterizagdo de novos isolados de ChinNPV
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nos permite encontrar novas ferramentas para possiveis produtos sustentaveis de manejo de

pragas agricolas no Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar dois novos isolados do baculovirus Chrysodeixis includens
nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) em nivel fenotipico e genotipico, investigando possiveis
relacdes causais entre suas caracteristicas biologicas e genéticas, com o objetivo de aprimorar
o desenvolvimento de agentes de controle biolégico mais eficazes e contribuir para a promocao

de uma agricultura sustentavel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar ultraestruturalmente os poliedros do isolado CNPSo0-168 de Chrysodeixis
includens nucleopoliedrovirus (ChinNPV). .

e Sequenciar os genomas dos isolados ChinNPV-CNPSo 168 e ChinNPV- Tabatinga para
identificar possiveis alteracGes gendmicas.

e Caracterizar geneticamente os dois isolados de baculovirus.

e Identificar gendtipos diferenciais nos isolados de baculovirus comparando com genomas
de referéncia.

e Analisar relagdes filogenéticas com outros ChinNPV proximamente relacionados.

e Identificar a presenca de possiveis genes Unicos nos dois isolados de ChinNPV.

e Auvaliar os efeitos bioldgicos da infec¢do viral, incluindo a taxa de pupacao, emergéncia,

postura e eclosdo de ovos de C. includens, apds exposicdo subletal ao ChinNPV.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INSETOS, AMPLIFICACAO, PURIFICACAO E QUANTIFICACAO VIRAL.

No inicio do trabalho, lagartas C. includens foram obtidas através da Col6nia de insetos
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen). Contudo, a producdo desses
insetos foi interrompida no decorrer do projeto. Com isso, as lagartas falsa-medideira foram
adquiridas da empresa Pragas.com (R. Princesa Isabel, 575 - Jardim Pacaembu, Piracicaba —
SP) que cedeu as lagartas em conjunto ao projeto de Inovagdo e Tecnologia, realizado na
Embrapa-Cenargen. O isolado ChinNPV-CNPSo0-168 (BRM 064873) foi coletado e
identificado pelo Dr. Daniel Sosa Gomez e depositado na Colecéo de Virus de Invertebrado
(CVI), enquanto o isolado ChinNPV-Tabatinga (BRM 063868), coletado pelo Dr. Raul Alberto
Laumann e identificado pelo Dr. Marcio Martinelo Sanches e depositado na CVI. Ambos 0s
isolados virais foram cedidos gentilmente pela Dra. Marlinda Lobo de Souza, provenientes da
Colecdo de Virus de Invertebrados da Embrapa Cenargen. Foram utilizados os isolados
ChinNPV-CNPSo0-168 e ChinNPV-Tabatinga. Para as amplificacGes virais, foi utilizado o
método de suspensdo viral na superficie de dieta artificial sélida na concentragio de 1x10’
poliedros/ mL. As lagartas C. includens no 3° e 4° instar larval eram colocadas em copos de 30
ml com dieta artificial com a suspensédo viral na superficie. Foi utilizado 120 lagartas por
amplificacdo, sendo que 15 lagartas eram o controle sem suspensdo viral. A amplificacdo foi
feita durante o periodo de 10 dias ou até a mortalidade das lagartas tratadas com o virus chegasse
ao 100%. Os cadaveres com claros sinais de morte viral eram coletados e submetidos a um
processo de purificacdo. Os cadaveres eram macerados em cadinho de porcelana junto com um
tampédo de homogeinizacdo (1% de acido ascorbico, 2% de SDS, 0,01M Tris pH 7.8 e 0,001M
EDTA) e filtradas com trés camadas de gaze para remocéo de detritos e grandes pedagos de
tecido. Apos a filtragem, o liquido eram centrifugados na centrifuga (HERMLE Z 326K) em
tubos de acrilicos (NALGENE de 38 mL) na rotagdo de 10.000 RPM por 15 minutos. O
sobrenadante era descartado e o pallet era ressuspendido em tampao TE (0,01M TrispH 7.8 e
0,001M EDTA) para uma nova centrifugacdo de 12.000 RPM por 12 minutos. O sobrenadante
era removido e as amostras eram ressuspendidas em tampédo TE novamente e armazenadas na
temperatura de -20 °C (Maruniak, 1986). Para a quantificacdo das amostras, foi utilizado um

hemocitdmetro de Neubauer na diluicdo de 1/1000. As contagens foram realizadas trés vezes
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nos gquatro quadrantes nas pontas e um no meio. Foi retirado a média das contagens e calculado

com a férmula de acordo com Alves (1986).

4.2 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS E QUANTIFICACAO DE DNA

Para a extracao de acidos nucleicos, foi utilizado a metodologia de fenol, cloroférmio e
alcool isoamilico (25:24:1). Na primeira etapa € adicionado 125 pL de solucgéo alcalina (0,3 M
Na>CO3, 0,51 M NaCl e 0,03 M EDTA) para 250 pL de suspenséo viral na concentracdo de 1
x 10° OBs/ mL em um microtubo e incubado a 37 °C por 30 minutos. Em seguida e adicionado
12,5 uL de SDS 20% e incubado por 10 minutos a 37 °C. Por fim, é adicionado 12,5 pL de
proteinase k (20 mg/ml) e incubado a 37 °C por 6 horas ou overnight. Na segunda etapa, as
amostras sdo submetidas a centrifugacdes pontuais na centrifuga (EPPENDORF 5427 R) de 3
minutos a rotacdo 16.050 x g. Essa etapa inicia com a adi¢cdo de 400 pL fenol, seguida de
centrifugacdo a rotacdo 16.050 x g por 3 minutos e a troca da fase aquosa para um novo
microtubo. Apds, e adicionado 400 pL de fenol, cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1) e
centrifugado a rotacdo 16.050 x g por 3 minutos. A fase aquosa e trocada novamente para um
novo microtubo, adiciona-se 400 pL de cloroférmio e &lcool isoamilico (24:1) e uma nova
centrifugacgdo a rotacdo 16.050 x g por 3 minutos e realizada. A fase aquosa e transferida para
um novo microtubo e é adicionado 500 pL de etanol 70% para uma centrifugacdo a rotacéo
16.050 x g por 10 minutos. E removido o sobrenadante e adicionado 1 ml de etanol 100% e as
amostras sao centrifugadas a rotacdo 16.050 x g por 30 minutos. O sobrenadante e removido e
0 apas o pellet estar seco, e adicionado 50 pL de tampdo TE ou H20 milliQ.

Para a quantificacdo do DNA, foi utilizado 4 pL de tampédo TE ou agua milliQ para o
branco e 2 uL. DNA viral extraido para ser quantificado no aparelho NanoDrop Life Plus.

Para visualizacdo do resultado da extracdo de DNA foi utilizado a analise de eletroforese
em gel de agarose. A qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose
(0,8%), corado com brometo de etidio a 0,01 %, visualizado sob luz ultravioleta e fotogratado

em Alphalmager Mini (Alpha Innotech).

4.3 DETERMINACAO DAS DOSES LETAIS

Para os ensaios de dose letal dos dois isolados de ChinNPV (CNPSo-168 e Tabatinga),

foi utilizado dois tratamentos, um controle negativo que possuia somente agua e o tratamento
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com as diferentes concentragdes de suspenséo viral de cada isolado para determinar a LCso €
LDgs. Foi utilizado 40 C. includens no 2° a 3° instar larval no controle negativo e 30 C.
includens por triplicata no grupo com a suspensao viral. No grupo tratado com a dose viral, foi
utilizado as concentragdes de 1 x 10* OBs/ mL, 5 x 10 10* OBs/ mL, 1 x 10° OBs/ mL, 5 x 10°
OBs/ mL, 1 x 10° OBs/ mL, 5 x 10° OBs/ mL e 1 x 10" OBs/ mL. Cada concentragéo viral era
feita a diluicdo seriada de forma individual, de modo que cada tratamento possuia 3 aliquotas
em cada concentracdo. A metodologia utilizada foi de acordo com Morales e Moscardi (1993),
em que utiliza a suspensdo viral na superficie da dieta artificial solida para a alimentacao das
larvas. A dieta artificial utilizada era a base de feijdo, levedo de cerveja e trigo (Apéndice
suplementar A, tabela 1), cortadas em cilindros de 0,8 cm de didmetro e 3 mm de espessura,
pesando aproximadamente 2 g. As lagartas passaram por um periodo de 14 h (overnight) sem
disponibilidade de alimento individualizadas em placas de cultura de célula de 24 pogos. Apds
esse periodo, era disponibilizado individualmente a dieta artificial com a agua utilizada na
diluicdo dos isolados virais para o grupo controle e a dieta com a suspensdo viral nas
determinadas concentragdes para o grupo tratado. As lagartas permaneceram nessas placas por
24 h e posteriormente eram transferidas a copos de 30 mL de volume com dieta artificial solida
fresca sem a adi¢do de virus ou &gua. A troca da dieta ou a insercdo de nova dieta era feito a
cada trés dias ou caso a dieta estivesse seca ou terminasse. A checagem do ensaio foi feita

diariamente contabilizando as lagartas com claros sinais de morte viral.

4. 4 ENSAIO DE TEMPO DE MORTE

Para o ensaio de tempo de morte dos isolados de ChinNPV (CNPSo-168 e Tabatinga)
foi utilizado a mesma metodologia do ensaio de dose letal, com a diferenca no N de larvas
utilizadas por tratamento. Foi estipulado a concentracdo de LDgs para os isolado ChinNPV-
CNPSo0-168 e ChinNPV-Tabatinga. Foram utilizadas 50 larvas para o controle negativo e 40
larvas para cada triplicata do grupo tratado. C. includens foram analisadas durante 10 dias,
sendo que no 8° dia, em ambos os tratamentos, 100% da populacédo de larvas tinham chegado
a Obito pela doenca viral. O resultado do tempo de morte foi analisado através de uma Keplan-

Mayer pelo programa PRISM 8.0.2.

4.5 ENSAIO DE ASPECTOS BIOLOGICOS
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Foram utilizadas as lagartas sobreviventes do ensaio de dose letal de ambos os isolados
de ChinNPV (CNPSo0-168 e Tabatinga) para uma andlise de aspectos biolégicos durante todo
ciclo de vida do inseto. As dilui¢des 1 x 10° OBs/ mL, 5 x 10° OBs/ mL e 1 x 10’ OBs/ mL n&o
foram utilizadas pela a baixa quantidade de individuos. As lagartas foram transferidas para
novos copos de 30 mL volume com dieta fresca até entrarem na fase de pupa. As mariposas
emergidas, foram transferidas para um becker de plastico de 2 litros de volume com a
disponibilidade de dieta liquida fresca a base de agua, agucar e cerveja (Apéndice suplementar
C, tabela 3) e permaneceram até o fim do ciclo de vida. As pupas ndo emergidas, mariposas
mortas de forma natural ou com alguma deformacéo, foram armazenadas em — 20 °C para
futuras analises. Os ovos foram posturados na parede do becker e algumas lagartas que
eclodiram foram separadas em copos de 30 mL para futuras observacGes. Ovos que nédo
apresentaram eclosdo de lagartas foram coletados e armazenados em — 20 °C para futuras

analises.

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para a microscopia eletronica de transmissao, foi utilizado 100 pl de OBs purificados
de ambos os isolado de ChinNPV (CNPS0-168 e Tabatinga) na concentragdo de 10° OBs/ mL.
A suspensdo viral foi fixada por 2 h em uma mistura de glutaraldeido 2,5% e tampéo cacodilato
0,1 M e lavados duas vezes com tampao cacodilato 0,1M e centrifugadas a 7000 x g por 5
minutos em cada apds cada lavagem. A pos-fixacdo foi realizada com 6smio 1% mais
ferrocianeto (1:1) por 1 hora e as amostras foram lavadas com agua destilada e centrifugadas a
7000 x g por 5 minutos duas vezes. Em seguida, foi realizada a etapa de contrastacdo in Bloc
com acetato de uranila 0,5% por 2 h ou overnight e as amostras foram lavadas duas vezes com
agua destilada. Foi realizado uma série de desidratacdo gradual com acetona, iniciando com
30% por 15 min; 50% por 15 min; 70% por 15 min; 90% por 15 min e 100% por 10 min trés
vezes para assim, iniciar a etapa de inclusdo com resina. Essa etapa e iniciada com acetona e
resina (3:1) por 6 h; acetona e resina (2:1) overnight; acetona e resina (1:1) por 6 h; acetona e
resina (1:2) overnight e resina pura por no maximo 6 h com a tampa do microtubo aberta para
a evaporacdo de todo o resquicio de acetona. As amostras sdo colocadas na estufa a 65 °C
por 2 ou 3 dias. As amostras foram cortadas com o auxilio do micrétomo (Leica Microsystems)
e visualizadas no microscépio eletrénico de transmissdo JEOL JEM-1011 (JEOL, Japao).
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4.7 SEQUENCIAMENTO

Para sequenciar o genoma completo dos isolados de ChinNPV (CNPSo-168 e
Tabatinga) foi utilizado a plataforma HiSeq 2000 ™ (lllumina). O método utilizado no
sequenciamento Illumina foi 0 sequenciamento ‘paired-end’ que sequéncia as duas
extremidades conhecidas do fragmento de DNA escolhido e gerar dados de sequencias
alinhaveis de alta qualidade. Algoritmos de sequenciamento usam essa informacao para mapear
0s reads das regides repetitivas com mais precisédo, diferente do sequenciamento de leitura
Unica, essa técnica facilita a detecgdo de rearranjos gendmicos e elementos de sequéncia
repetitiva, bem como fusdo de genes e novas transcricdes (Gaia et al., 2019). Aproximadamente
5 ug de DNA gendmico purificado foi utilizado para o sequenciamento. As leituras (reads)
resultantes do sequenciamento foram analisadas para remocao de regides de baixa qualidade e
montados utilizando a no programa Geneious R.10.1 comparando com o genoma de referéncia
de ChinNPV-IE. Os ‘contigs’ gerados foram identificados pela ferramenta BLASTX contra o
banco de dados de sequencias extraidas do GenBank. Posteriormente, as sequéncias foram
estendidas usando os reads aparados, tanto quanto possivel, para completar os genomas dos
dois isolados sem gerar falsas sequéncias. A anotacdo dos genomas foi realizada com 0 mesmo
software, em que as ORFs identificadas, foram confirmadas usando BLASTXx contra o banco
de dados de proteinas do NCBI (01/2025).

4.8 ANOTACOES DOS GENOMAS DOS DOIS ISOLADOS

Foi utilizado o ORF Finder (NCBI) e Geneious R.10.1 para a predicdo das ORFs
identificadas. Foram selecionadas as regifes de sequéncias nucleotidicas que codifiquem
polipeptideos com mais de 50 aminodacidos a partir do cddon de inicio ATG e as ORFs com
menos de 50% de suas regifes sobrepostas por outras ORFs. Foi utilizado o Geneious
R.10.1para visualizacdo e anotacdo das ORFs preditas que foram confirmadas utilizando o
BLASTXx (Altschul et al., 1997). O genoma dos dois isolados de ChinNPV (CNPSo0-168 e
Tabatinga) foi comparado com os genomas de outros 14 ChinNPV: ChinNPV-IA, ChinNPV-
IB, ChinNPV-IC, ChinNPV-ID, ChinNPV-IE, ChinNPV-IF, ChinNPV-IG, ChinNPV-MG.A,
ChinNPV-MG.B, ChinNPV-MT.A, ChinNPV-MT.B, ChinNPV-MT.C, ChinNPV-MT.D e
ChinNPV-MT.E. A porcentagem de identidade entre os genes homologos foi calculada através
do alinhamento utilizando BLASTx com corte de e-value 10e-50 (Altschul et al., 1997). O
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alinhamento das sequencias de aminoacidos dos dois isolado de ChinNPV (CNPSo0-168 e
Tabatinga) com o genoma de outros ChinNPV foi realizado utilizando o software Mauve v. 2.0

implementado no pacote Geneious R10.1 (Huang e Zhang, 2004).

4.9 INFERENCIA FILOGENETICA DOS DOIS ISOLADOS

A inferéncia filogenética foi realizada com o alinhamento do genoma completo dos dois
isolado de ChinNPV (CNPS0-168 e Tabatinga) com 14 genomas de outros ChinNPV
depositados no GenBank com o método MAFFT implementado no pacote Geneious R.10.1. A
arvore filogenética foi gerado pelo método FasTree (Liu K et al., 2011) enraizada no ponto
médio pelo programa FigTree v1.4.4. O suporte dos ramos foi calculado com base no método
semelhante a Shimodaira-Hasegawa com valor maximo de suporte igual a 1. Nessa analise, 0s
genes compartilhados entre os isolados de ChinNPV foram associados e usados para construir
a arvore filogenética. Foi realizado uma analise de distancia nucleotidica entre os isolados de
ChinNPV com 14 genomas dos outros isolados de ChinNPV para identificar o grau de
identidade de nucleotideos entre os isolados de ChinNPV. A analise de identidade foi realizada
com base no alinhamento par-a-par do genoma completo utilizando o método MAFFT.
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5. RESULTADOS

5.1 ENSAIO DE DOSE LETAL DOS ISOLADOS ChinNPV-CNPSo0-168 E ChinNPV-
TABATINGA

A avaliacdo da letalidade dos isolados de ChinNPV revelou diferencas na viruléncia
entre CNPSo0-168 e Tabatinga, além de confirmar padrdes ja descritos na literatura. No ensaio
de dose letal comparando os isolados de ChinNPV (CNPSo-168 e Tabatinga), as lagartas
tiveram morte com rompimento do tegumento em ambos os isolados (Figura 13A-D), como
descrito anteriormente por Craveiro (2017). Além disso, foi observado que o isolado ChinNPV-
CNPSo0-168 foi mais letal que o ChinNPV-Tabatinga, como visto na figura 13E. O isolado
CNPSo0-168 era mais letal em todas as diluicbes quando comparado com o Tabatinga,
principalmente nas menores dilui¢cBes. A concentragdo letal média (LCso) do isolado CNPSo-
168 foi de 6,16 x 10° OBs/ mL com limite fiducial de 4,9 x 10° (lower limit) e 7,3 x 105 (upper
limit) e o isolado Tabatinga foi de 1,4 x 10° OBs/ mL com limite fiducial de 1,2 x 10° (lower
limit) e 1,7 x 10° (upper limit). Essa distincdo entre as concentragdes letais teve diferenca
significativa na concentragdo 1 x 10° OBs/ mL (Figura 13E). Contudo, suas LDgs foram bem
similares, sendo que a LDgs do isolado CNPSo0-168 foi 1 x 10’ OBs/ mL, enquanto a do isolado
Tabatinga foi de 1,04 x 10 OBs/ mL.
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Figura 13. Resultado do ensaio de dose letal. (A e B) Lagartas com claro sinais de mortes sintomaticas pela doenca
viral do isolado ChinNPV-CNPS0-168. As setas pretas indicam as mortes com rompimento do tegumento e
liquefagdo dos cadaveres. (C e D) Lagartas com claro sinais de mortes sintomaticas pela doenga viral do isolado
ChinNPV-Tabatinga. Assim como o isolado CNPSo0-168, as lagartas tiveram as mortes com rompimento do

tegumento e liquefacdo de seus cadaveres, indicado nas setas pretas. (E) Resultado do ensaio de dose letal entre
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os isolados Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus (ChinNPV). Em preto, o isolado CNPSo -168, e em cinza,
o isolado Tabatinga. O controle negativo ndo teve mortes com sintomas virais e as mortes assintomaticas foram
menores que 2,5%. A Gnica concentracio que teve diferenca significativa entre os isolados foi na diluicdo 1 x 108

OBs/ mL com o valor de p<0.0101 (*) do test t. Nas outras diluicBes, ndo teve diferenca significativa (ns).

5.2 ENSAIO DE TEMPO DE MORTE DOS ISOLADOS ChinNPV-CNPSo0-168 E
ChinNPV-TABATINGA

Para aprofundar a andlise da letalidade dos isolados de ChinNPV, foi realizado um
ensaio de tempo de morte utilizando a LDos de cada isolado, permitindo a comparagdo da
velocidade de agdo dos virus sobre as lagartas. Os resultados mostraram que o isolado
ChinNPV-CNPSo0-168 foi mais rapido em causar mortalidade do que o isolado ChinNPV-
Tabatinga, diferenca mais evidente no 8° dia de experimento (Figura 14). O tempo médio de
morte foi estimado em 6 dias para ambos os isolados, conforme anélise pelo modelo Kaplan-
Meier no software PRISM 8.0.2. No final do experimento, todas as lagartas expostas aos virus
morreram até o 8° dia, enquanto no controle negativo apenas um individuo morreu, sem

apresentar sintomas de infeccao viral.
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Figura 14. Resultado do ensaio de tempo de morte. O ensaio de tempo de morte estd representado na curva de
sobrevida de Kaplan-Meier com os isolados de Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus (ChinNPV). A linha
preta representa o isolado CNSPo-168 (C168), a linha cinza o isolado Tabatinga (Tb) e a linha vermelha o controle
negativo. O controle negativo do experimento ndo teve mortes sintomaticas e as mortes assintomaticas foram de
2%. No log-rank Mantel-Cox test o valor de p<0.0002 (***), no logrank test p<0.0009 e no Gehan-Breslow-
Wilcoxon test p<0.0135 (*).

5. 3 ENSAIO DE ASPECTOS BIOLOGICOS DOS ISOLADOS ChinNPV
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Para avaliar os efeitos subletais dos isolados de ChinNPV (CNPSo0-168 e Tabatinga)
sobre as lagartas, foi realizado um ensaio de dose letal, com o objetivo de observar ndo apenas
a mortalidade, mas também as alteracGes fenotipicas em lagartas sobreviventes. Durante o
ensaio de dose letal, foi observado que as lagartas que sobreviveram ao ensaio com ambos 0sS
isolados de ChinNPV (CNPSo0-168 e Tabatinga) apresentavam uma reducdo de tamanho
qguando comparada as lagartas do controle sem virus (Figura 15A e B). Foi calculada a média
do tamanho de trés lagartas aleatdrias do grupo controle e dos grupos tratados com os dois
isolados virais, nas concentragoes de 1 x 10* OBs/mL, 5 x 10* OBs/mL, 1 x 10° OBs/mL e 5 x
10° OBs/mL (Figura 15C). Foi observado uma reducdo de 1.4 cm na concentragdo maior em
relacdo ao controle ndo infectado para CNPS0-168 e 1.2 cm para o isolado Tabatinga. A partir
desses dados, foi realizado um novo experimento utilizando as lagartas sobreviventes dos
tratamentos com os isolados de ChinNPV (CNPS0-168 e Tabatinga) nas referidas
concentracBes, com o objetivo de observar as caracteristicas fenotipicas durante o ciclo de vida

das lagartas e analisar possiveis diferencas em compara¢ao com o grupo controle.
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Figura 15. Representacdo da inibicdo de crescimento entre os tratamentos com Chrysodeixis includens
nucleopoliedrovirus (ChinNPV). (A) Lagarta pertencente ao grupo controle que ndo se alimentou de suspensdo

viral, com tamanho aproximado de 3 cm. (B) Lagarta pertencente ao grupo tratado com suspensdo viral na
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concentracéo de 1 x 10° OBs/ mL de ChinNPV-CNPS0-168. A lagarta esta aparentemente menor com o tamanho
de 2 cm, 1 cm a menos que a lagarta da figura 15A. Foi retirado a média do controle e de cada tratamento com
diluicdo viral. (C) Grafico com a média de tamanho das lagartas. As lagartas com os tratamentos com menores

concentragdes virais, possuiam o tamanho mais parecido com as lagartas do controle.

Durante o ciclo de vida das lagartas tratadas com os isolados de ChinNPV, observou-se
uma diferenca significativa no nimero de lagartas que atingiram o estidgio de pupa em
comparagdo com o grupo controle ndo-infectado. Essa diferenca foi analisada em funcéo das
concentrages virais e da taxa de muda das lagartas para a fase de pupa. Ao atingirem o estagio
de pupa, as lagartas do grupo controle, ndo expostas aos isolados virais, completaram a pupagao
de forma mais réapida, até um dia antes, com 100% da populacdo alcangcando essa fase. Ja entre
as lagartas sobreviventes tratadas com os isolados de ChinNPV, a taxa de pupacéo foi inferior
a 100%, com uma reducdo mais acentuada nas concentracdes virais mais altas. Na diluicdo de
1 x 10* OBs/mL, as taxas de pupacao foram de 86,44% para o isolado CNPS0-168 e 85% para
Tabatinga, enquanto na diluicdo de 5 X 10* OBs/mL, os valores cairam para 80,46% e 80,77%,
respectivamente. Curiosamente, na concentragdo de 1 x 10° OBs/mL, observou-se um leve
aumento na taxa de pupacao, atingindo 88,24% para CNPS0-168 e 91,03% para Tabatinga. No
entanto, na concentracdo mais elevada (5 x 10° OBs/mL), a pupa¢do foi reduzida quando
comparado com a menor concentragdo, com apenas 55,55% das lagartas tratadas com CNPSo-
168 e 51,16% das tratadas com Tabatinga alcangando essa fase. Além disso, algumas lagartas
ndo conseguiram completar a transicdo para a pupa, apresentando deformacgdes durante o
processo ou dificuldades para romper o tegumento pupal, resultando em mortalidade

aparentemente assintomatica (Figura 16).
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Figura 16. Pupas mortas de C. includens com deformacdes evidentes em sua morfologia externa. (A e B) Pupas
nos tratamentos com a virose em que 0s insetos ndo conseguiram passar do estagio de pré-pupa. (C e D) Pupas
nos tratamentos com a virose em que 0s insetos tiveram dificuldade de romper a pupa ou o fio de teia gerado por
eles, esse fato levou os insetos a 6bito. Nesses casos, 0s insetos possuiam caracteristicas da fase adulta, como o

aparelho bucal e as escamas, mas ndo conseguiram se tornar uma mariposa.

Para a taxa de emergéncia dos insetos, o padrdo nao se repetiu para 0s grupos tratados
com virus. No controle, a taxa foi de 100%, todos insetos chegaram a fase adulta de forma mais
rapida quando comparada com os tratamentos que passaram pela incubagdo com 0s virus
resultando em mariposas aparentemente saudaveis. As pupas dos insetos que foram submetidos
ao tratamento com as doses virais a taxa de emergéncia foi maior nas menores dilui¢bes, ndo
seguindo o padrdo da taxa de pupas. Na taxa para CNPS0-168 e Tabatinga nas diferentes
concentracdes foi de 78,02% e 75% na diluicio de 1 x 10* OBs/ mL, 77,92% e 76,92% na
diluicdo de 5 x 10* OBs/ mL, 67,65% e 76,92% na diluicdo de 1 x 10° OBs/ mL e 29,63% e
44,19% na diluicdo de 5 x 10° OBs/ mL (Tabela 1). Além de que nos grupos tratados com as
doses virais, algumas mariposas possuiam deformidades claras nas asas que as impediam de

voar o que na natureza seria fatal para esses insetos (Figura 17).
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Figura 17. Mariposas de C. includens com deformidades nas asas. (A) Mariposa com as asas deformadas, com a

parte ventral das asas viradas para a parte dorsal. (B e C) Mariposa com as asas deformadas. As asas desse inseto

estavam retorcidas. Nos trés casos, o inseto ndo sobreviveria na natureza.

As mariposas do controle negativo se reproduziram e geraram ovos que posteriormente

eclodiram com novas C. includens, assim como as mariposas tratadas com os virus. Com tudo

ndo foi possivel verificar se teve alguma diferenca nas taxas de reproducéo, postura e eclosdo

entre os isolados e o controle negativo. E necessario um estudo mais aprofundado para entender

se essa diferenca entre os tratamentos esta sendo causado pelo virus ou por algum outro fator

biotico ou abidtico.

Tabela 1. Resultado do ensaio de aspectos bioldgicos.

ChinNPV- Estagio de desenvolvimento ChinNPV- Estagio de desenvolvimento

CNPSo0-168 Pupa (%) Mariposa (%) Tabatinga Pupa (%) Mariposa (%)
Controle negativo 100 100 Controle negativo 100 100
1x10°OBs/mL 86,46 +11,37 77,91+ 16,28 1x10°OBs/mL 84,98 +£0,63(*) 75,09 £ 4,98(*)
5x10°*OBs/mL 80,51 +3,61 7805+7,18  5x10°OBs/mL  80,95+4,72(*) 77,33 +4,71(%)
1x 10° OBs/ mL 88,20 + 9,52 68,83 + 11,64 1x10°0Bs/mL 91,23 +7,67(*) 77,00 + 6,24(*)
5x10°0Bs/mL 62,85 + 35,79 35,47 £21,31 5x10°0Bs/mL 51,40 £5,18(*) 43,06 + 16,43(*)

Valor de p<0.0101 (*) do test t.
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5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DO ISOLADOS ChinNPV-
CNPSo0-168

Para avaliar a estrutura do baculovirus ChinNPV, foi realizada a analise por microscopia
eletrénica de transmissao (MET), do isolado CNPS0-168, permitindo a observacgéo detalhada
da morfologia dos virions e dos corpos de ocluséo (OB). Essa técnica é essencial para confirmar
a classificacdo do virus dentro do grupo dos baculovirus, além de fornecer informac6es sobre
sua estrutura interna, comparando-as com descri¢des prévias na literatura. Foi identificado que
este isolado apresentava o fendtipo ‘single’ nucleopoliedrovirus (Figura 18), contendo
somente um nucleocapsideo por envelope viral. Os virions possuiam formado de bastdo com as
dimens@es de aproximadamente 0,3 um de tamanho. Esses resultados sdo condizentes com o
que foi relatado na literatura anteriormente para a morfologia interna dos corpos de ocluséo de
outros isolados de ChinNPV.

500 nm

Figura 18. Microscopia eletrénica de transmissdo no aumento de 10.000 x de Chrysodeixis includens
nucleopoliedrovirus (ChinNPV). Microscopia eletronica do isolado ChinNPV-CNPSo-168, demonstrando a
presenca das particulas virais do tipo single no interior do corpo de oclusdo. A seta branca indica um envelope
viral contendo somente um Unico nucleocapsideo. A seta azul indica o envelope viral em outro angulo realizado

no corte da amostra. A seta vermelha indica a regido do célix ou envoltorio poliédrico.

5.5 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DOS GENOMAS de ChinNPV-CNPS0-168 E
ChinNPV-TABATINGA
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Diante das diferencas observadas entre os isolados de ChinNPV em relacdo a letalidade
e ao tempo de morte, bem como na alteracdo dos aspectos fenotipicos em larvas infectadas com
doses subletais, foi realizado o sequenciamento dos DNAs virais por Illumina para caracterizar
suas sequéncias e identificar possiveis variacdes. Apds a remocao das regides de baixa
qualidade e pareamento par-a-par, o isolado CNPS0-168 apresentou um total de 2.453.865
leituras (reads) para a montagem do genoma. O tamanho médio dos reads foi de 156,6 ( 66,6)
nucleotideos (nt), variando entre 30 nt (minimo) e 294 nt (maximo). O isolado Tabatinga, por
sua vez, apresentou 782.587 reads com tamanho médio de 165,5 (+ 63,1) nt, e variando entre
30 nt e 294 nt. Em ambos os isolados, apenas reads superiores a 30 nt foram considerados para
a andlise, enquanto aqueles abaixo desse limite foram descartados.

Ap0ds andlise dos dados brutos dos dois novos isolados de ChinNPV, foi feito a etapa de
montagem dos genomas. Os genomas foram montados a partir do genoma de referéncia de
ChinNPV-IE utilizando o software Geneious R10.1. O tamanho do genoma circular do isolado
ChinNPV-CNPSo0-168 foi de 139,290 pb com cobertura média de 2.764,6 (+ 484,9), e
porcentual GC de 39.2%, enquanto para o isolado ChinNPV-Tabatinga, o tamanho foi de
139.131 pb com cobertura de 937,0 (= 180,8) e um teor de GC de 39.2%. Ambos o0s teores estao
de concordancia com o teor médio de GC dos Alphabaculovirus do Grupo Il (GC = 41,6%)
(Miele et al., 2011).

5.7 GENOMICA COMPARATIVA DOS ISOLADOS ChinNPV-CNPS0-168 E ChinNPV-
TABATINGA.

O critério para identificacdo de ORFs em baculovirus é geralmente com determinagédo
de sequéncias nucleotidicas que codifiquem polipeptideos maiores que 50 aminoacidos e ORFs
com manos de 50% de suas regides sobrepostas por outras ORFs (Ferrelli et al., 2012). Para o
isolado ChinNPV-CNPSo0-168 foi identificado 152 ORFs que cumprem esse critério, o que
cobre 91.5% do genoma. Dentre essas ORFs, estdo inclusos os 38 core genes e 14 ORFs que
ndo foram anotadas nos outros genomas sequenciados, embora presentes. Dentre essas 152
OREFs, 69 séo proteinas hipotéticas. No genoma do isolado ChinNPV-Tabatinga foi identificado
151 ORFs cobrindo 91.19% do genoma, o que inclui os 38 core genes e 13 ORFs ndo anotadas.
No genoma de ChinNPV-Tabatinga, 68 ORFs sdo proteinas hipotéticas. Essas ORFs foram
encontradas nos genomas de referéncia de outros baculovirus, contudo, sua atividade funcional

ainda nao foi descrita, o que torna sua funcdo desconhecida até o momento. As ORFs foram
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enumeradas a partir do gene da poliedrina de forma sequencial no sentido horario em ambos os
isolados, com o gene polh sendo a ORF1 e o rrl identificado como a ultima ORF (ORF 151)
no genoma do isolado Tabatinga e a ORF152 no genoma do CNPS0-168. Ambos os isolados,
possuem genes homdlogos a proteina F, assim como esperado em membros de
Alphabaculovirus do Grupo II.

Os dois isolados de ChinNPV (CNPS0-168 e Tabatinga) possuem uma elevada
porcentagem de identidade quando comparando com o genoma ChinNPV-IE, isolado de
referéncia. Os genomas dos dois isolados possuem identidade nucleotidica de 99,44% e 98,92%
(Tabela 2), sendo 0 CNPS0-168 mais similar ao ChinNPV-IE. A tabela 2 contém os dados das
caracteristicas dos 14 isolados de ChinNPV mais os dois novos isolados, CNPS0-168 e
Tabatinga destacados em negrito, demonstrando o tamanho do genoma de cada isolado, o total
de ORFs, o percentural GC o acesso ao GenBank e a porcentagem de identidade compartilhado

com o genoma ChinNPV-IE de todos os isolados publicados.

Tabela 2. Caracteristicas gerais dos 14 isolados de Chrysodeixis includens

nucleopoliedrovirus.

(%) ID
Isolados Tamanho do Total de Percentual GC Acesso ChinNPV-
genoma (pb) ORFs (%) GenBank E
ChinNPV-IA 140,808 142 39.3 KU669289 97,07
ChinNPV-IB 138,869 141 39.2 KU669290 97,72
ChinNPV-IC 140,859 142 39.2 KU669291 96,64
ChinNPV-ID 140,787 142 39.2 KU669292 96,57
ChinNPV-IE 139,132 141 39.2 KJ631622 --
ChinNPV-IF 139,181 141 39.3 KU669293 99,29
ChinNPV-IG 139,116 141 39.2 KU669294 99,30
ChinNPV-MG.A 139,470 140 39.2 MN542939.1 99,16
ChinNPV-MG.B 139,637 140 39.2 MN542938.1 98,98
ChinNPV-MT.A 139,113 140 39.2 MN689112.1 98,98
ChinNPV-MT.B 139,074 140 39.2 MN689113.1 99,00
ChinNPV-MT.C 138,760 140 39.2 MN689114.1 98,45
ChinNPV-MT.D 139,046 140 39.2 MN689115.1 98,92
ChinNPV-MT.E 139,225 140 39.2 MN689116.1 98,40
ChinNPV-CNPS0-168 139,290 152 39.2 -- 99,44
ChinNPV-Tabatinga 139,065 151 39.2 -- 98,92

5. 7 ARVORE FILOGENETICA DOS ISOLADOS ChinNPV-CNPS0-168 E ChinNPV-
TABATINGA COMPARADA COM OUTROS ISOLADOS DE ChinNPV

53



Foi construida uma arvore filogenética com base no genoma completo dos dois isolados
de ChinNPV (CNPS0-168 e Tabatinga) com outros 14 genomas de ChinNPV publicados no
GenBank utilizando o método FastTree. A &rvore apresentou caracteristicas similares como foi
descrito em estudos anteriores (Craveiro, 2017). O isolado ChinNPV-CNPSo0-168 e Tabatinga
foram agrupados no mesmo ramo, assim a topologia obtida sugere que os dois isolados
compartilham um ancestral comum recente. Entretanto, o isolado Tabatinga foi agrupado mais
externamente, indicando que esse isolado divergiu do ancestral em um periodo diferente do
observado para CNPS0-168 (Figura 19).
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Figura 19. Arvore filogenética dos isolados de ChinNPV gerada pelo método FastTree. O suporte dos ramos foi
calculado com base no método semelhante a Shimodaira-Hasegawa, com valor maximo de suporte igual a 1. Os
isolados caracterizados neste estudo estdo destacados em negrito. Os isolados Tabatinga e CNPS0-168 formaram
um Unico clado, compartilhando o ancestral comum mais recente. O isolado CNPS0-168 é mais proximamente
relacionado ao isolado ChinNPV-IE, enquanto o isolado Tabatinga esta mais préximo do ancestral comum mais
recente do clado que inclui os isolados MG.A, IG, IF, CNPSo0-168 e ChinNPV-IE. A analise foi baseada no
alinhamento do genoma completo utilizando o método MAFFT. A érvore foi enraizada no ponto médio pelo

programa FigTree v1.4.4.,

A andlise de identidade com base no alinhamento par-a-par do genoma completo
utilizando o método MAFFT de todos os isolados de Chrysodeixis includens
nucleopoliedrovirus (ChinNPV) complementou as informacdes da arvore filogenética. Foi

revelado que ancestral comum mais recente ao isolado CNPSo0-168 é¢ o ChinNPV-IE
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(PsinNPV-IE) com 99,44% de porcentagem de identidade, enquanto o isolado Tabatinga € mais
proximamente relacionado aos isolados ChinNPV-MG.A, ChinNPV-IG, ChinNPV-IF,
ChinNPV-IE, CNPS0-168 e ChinNPV-IE, sendo a maior porcentagem de identidade com o
ChinNPV-MG.A com 99,33% (Figura 20).

ChinNPV-CNPSo-168

PsinSNPV-I1E
ChinNPY-MT.D
ChinNPV-MT.B
ChinNPV-MT.A
ChinNPV-MG.B
ChinNPV-MG.A
ChinNPV-MT.C
ChinNPV-IG
ChinNPV-MT.E
ChinNPV-ID
ChinNPV-IC
ChinNPV-1B
ChinNPV-1A

45 ChinNPV-Tabatinga
ChinNPV-IF

ChinNPV-CNPSo-16s 99,28 99,36 99,34 99,31 99,47 98,79 99,66 99,47 98,77 96,83 96,89 97,85 97,31
ChinNPV-Tabatinga 99,24 99,45 99,36 99,43 99,26 99,33 98,82 99,15 99,22 98,78 96,77 96,90 97,79 97,29
PsinSNPV-IE 99,44 98,98 98,95 99,16 95,45 99,29 99,30 98,40 96,57 96,64 97,72 97,07
ChinNPV-MT.D 99,28 98,92 99,70 99,41 99,32 99,13 99,25 99,22 98,94 96,85 9691 97,80 97,31
ChinNPV-MT.B 99,36 99,36 99,00 99,35 99,11 99,34 99,29 98,93 95,83 96,87 97,78 97,28
ChinNPV-MT.A 99,34 99,43 95,98 99,14 99,33 99,28 99,00 96,83 96,88 97,76 97,29
ChinNPV-MG.B 99,31 99,26 98,98 99,41 99,26 99,17 98,79 95,75 96,81 97,69 97,21
ChinNPV-MG.A 99,47 99,33 99,16 99,32 99,35 99,38 98,89 95,79 96,87 97,78 97,28
ChinNPV-MT.C 98,79 98,82 98,45 99,13 99,11 99,14 98,74 98,41 96,28 96,33 97,23 96,75
ChinNPV-IF 99,66 99,15 99,29 99,25 99,34 99,33 99,26 99,50 96,87 96,92 97,88 97,34
ChinNPV-1G 99,47 99,22 99,30 99,22 99,29 99,28 99,17 99,38 96,78 97,79 97,21

ChinNPV-MT.E 98,77 98,78 95,40 98,94 98,93 99,00 98,79 98,89 9541 98,75 98,73 .38 96,42
ChinNPV-ID 96,83 96,77 96,57 96,80 96,83 96,83 96,75 96,79 96,28 96,87 96,73 99,36
ChinNPV-IC 96,89 96,90 96,64 96,91 96,87 96,88 96,81 96,87 96,33 96,92 96,78
ChinNPV-1B 97,85 97,79 97,72 97,80 97,78 97,78 97,69 97,78 97,23 97,88 97,79
ChinNPV-1A 97,31 97,29 97,07 97,31 97,28 97,29 97,21 97,28 96,75 97,34 9721

Figura 20. Mapa de calor apontando o percentual de identidade nucleotidica entre isolados de Chrysodeixis
includens nucleopoliedrovirus (ChinNPV) com genomas sequenciados. A analise de identidade foi realizada com
base no alinhamento par-a-par do genoma completo utilizando o método MAFFT. O mapa de calor mostra a
variacdo de identidade, onde tons mais intensos de verde indicam maior identidade. Os isolados Tabatinga e

CNPSo0-168, que sdo caracterizados no presente trabalho, estdo destacados em negrito.

5. 8 COMPARACAO DAS ORFs DOS DOIS NOVOS ISOLADOS COM AS ORFs DE
OUTROS ORGANISMOS

Todas as ORFs dos novos isolados de Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus
foram comparadas com as ORFs de outros organismos para identificar a porcentagem de
identidade nucleotidica desses genes. De todas as 152 ORFs do genoma do isolado CNPSo-
168, 11 ORFs se destacaram por ter seu Best hit ORFs de organismos ndo presente na subfamilia
Plusiinae, ou ndo nenhuma semelhanca significativa com outros organismos. No apéndice
suplementar E, tabela 5, podemos observar todas as ORFs do isolado CNPS0-168 que deram
matches com outros organismos. Das 11 ORFs, as ORFs 5, 58, 59, 98 e 152 possuiam nenhuma

similaridade significativa com outros organismos. As ORFs 33, 37 e 79 apresentavam maior
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similaridade com outros Alphabaculovirus, enquanto a ORF 34 com um Betabaculovirus. As
ORFs com maior divergéncia foram a ORF 76, que apresentou similaridade com um ascovirus,
e a ORF 6, que se assemelhou a um organismo do subfilo Crustacea (Apéndice suplementar
E). No apéndice suplementar F, tabela 6, temos todas as ORFs anotadas no genoma do isolado
ChinNPV-Tabatinga. No genoma do isolado Tabatinga foram 9 ORFs que cumpriram esse
mesmo critério. Das 9 ORFs, somente a ORF 6 era diferente das ORFs encontradas no genoma
do CNPSo0-168. Essa ORF teve como seu Best hit a ORF de uma bactéria (Apéndice
suplementar F). No apéndice suplementar E e F esté listada todos as ORFs dos dois isolados
com o0s Best hits de cada ORF, o tamanho em nt (nucleotideo), posicdo no genoma e a
porcentagem de identidade. Dentre as ORFs dos dois isolados, as ORFs 37 e 151 do CNPSo-

168 ndo foram identificadas no Tabatinga.

5.9 VARIACOES NUCLEOTIDICAS NOS ISOLADOS ChinNPV-CNPS0-168 E ChinNPV-
TABATINGA

O alinhamento entre as sequéncias dos dois isolados de ChinNPV (CNPSo-168 e
Tabatinga) apresentou heterogeneidade. Além disso, variagdes genotipicas foram observadas
ao longo do genoma dos dois isolados de ChinNPV com mutagGes pontuais de polimorfismo
de base Unica. Ao todo, foi identificado um total de 454 polimorfismos de base Unica (SPNS)
(Apéndice suplementar D tabela 4). Entre os 454 SNPs, houve a presenca de muta¢6es pontuais
de transicdo (pirimidina para pirimidina ou purina para purina) e de transversdo (purina para
pirimidina) causaram efeitos de substituicdo em genes. De todos os SNPs, 305 ndo apresentam
efeitos nas proteinas, enquanto 147 apresentaram.

A regido do gene bro-a se destacou por apresentar uma extensdo e uma interrupgao
abrupta da fase de leitura e 24 SNPs sendo 14 com efeito de substituicdo de aminoécidos.
Mesmo com as mutagdes pontuais estando bem distribuidas ao longo do genoma dos isolados,
essa foi a regido com maior quantidade de polimorfismo. Vale ressaltar que dentre essas
substituicdes, a maior parte delas foi a troca de aminoacidos com as mesmas caracteristicas de
suas cadeias laterais como um aminoacido polar para um polar ou um béasico para basico.
Contudo, ha 14 substituicGes que mudaram a caracteristica dos aminoacidos. Essas mudancas
podem afetar o funcionamento do gene e assim causar pequenas mudangas nas proteinas,

afetando seu funcionamento.
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Dentre as demais regi0es, destacam-se: p74 com 14 SNPs, dos quais 5 apresentando
efeito de substituicdo de aminoacidos; rrl com 13 SNPs, sendo 6 apresentando efeito de
substituicdo de aminoacidos; ORF 5 que possui 7 SNPs, com 6 apresentando efeito de
substituicdo de aminodcidos; hoar com 7 SNPs, dos quais 4 apresentando efeito de substituicdo
de aminoédcidos; ORF 7 com 6 SNPs, sendo 5 apresentando efeito de substituicdo de
aminoéacidos; e a ORF 127 com 5 SNPs, sendo 4 resultaram em efeito de substituicdo de
aminoacidos. Qutras regides como pkl, dbp, lef-8, helicase, ORF 111, egt e proteina f
apresentavam mais que 10 SNPs. No entanto, entre esses polimorfismos de base Unica, no

méaximo trés resultaram em substituicdo de aminoacidos.

5. 10 COMPARACAO DAS VERSOES DO GENE pif-2 EM DIFERENTES ISOLADOS DE
ChinNPV

O gene pif-2 possui importante papel na formacdo do complexo PIF. Esse gene codifica
uma proteina expressa na membrana do envelope das particulas dos ODVs que possuem a
funcdo mediar a ligagdo especifica do ODV com as células do intestino médio dos insetos. O
gene pif-2 é uma das sequéncias mais conservadas dos baculovirus. Essas sequencias possuem
um baixo grau de variabilidade quando comparada com outros core genes (Miele et al., 2011).
Contudo, dos 16 genomas de Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus (ChinNPV), até entdo
somente um isolado possuia uma variabilidade nessa regido do genoma, o isolado ChinNPV-
IA) que possuia uma versdo curta desse gene, diferente dos outros 16 isolados que possuem
uma versdo estendida, resultante de uma fusao entre o gene pif-2 com uma ORF hipotética. Essa
versdo mais curta desse gene, também foi relatada anteriormente no baculovirus de
Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus (ChchNPV). Na montagem do genoma dos dois
novos isolados, foi observado que ambos possuiam a versdao mais curta desse gene. Foi
realizado um alinhamento do gene da pif-2 dos dois novos isolados de ChinNPV (CNPSo0-168
e Tabatinga), ChinNPV-1A, ChinNPV-IE e ChchNPV. Nessa andlise, foi confirmado que esses
novos isolados continham a versdo mais curta do gene, ausente nas anotacdes dos outros
isolados de ChinNPV (Figura 21).
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Figura 21. Alinhamento das versfes do gene pif-2 em diferentes isolados. O alinhamento gerado pelo MAFFT
compara o gene pif-2 dos novos isolados caracterizados neste estudo, CNPS0-168 e Tabatinga, com os isolados
ChinNPV-1A e ChinNPV-IE (PsinSNPV-IE). Os isolados ChinNPV apresentam duas versdes do gene: uma verséo
curta e outra estendida, resultante da fusdo entre o gene pif-2 e uma ORF hipotética. Esta ORF hipotética, ausente
nas anotaces dos genomas dos isolados ChinNPV, foi previamente anotada nos genomas dos isolados de
ChchNPV.

5.11 ORFs RELACIONADAS A REPLICACAO, TRANSCRICAO E ORFs ESTRUTURAIS
NOS ISOLADO ChinNPV-CNPSo0-168 E ChinNPV-TABATINGA.

Foi identificado nos dois isolados 13 genes homdélogos aos fatores essenciais de
replicacdo do DNA (Tabela 3). Esses genes sdo conhecidos por estarem envolvidos nos
processos de replicacdo de DNA viral de diversos baculovirus. Todos esses genes foram
descritos no genoma de ChinNPV-IE mas ndo sdo observados em todos os baculovirus
(Craveiro, 2017).

Dentre os genes relacionados ao sistema de transcricdo, foi identificado nos dois
isolados 7 genes; lef-4, lef-8, lef-9, p74, transcricao lef-5, p47 e very late factor 1 (vIf-1) (Tabela
3). Outros genes que ndo s@o essenciais, mas estdo envolvidos na regulagdo da transcrigdo de
ChinNPV-IE, estdo presentes no genoma dos isolados de ChinNPV (CNPSo-168 e Tabatinga),
como os lef-6, lef-11, 39K, lef-10 e protein kinase 1 (pkl) (Tabela 3).

O genoma dos isolados de ChinNPV (CNPSo0-168 e Tabatinga) possuem genes
homologos relacionadas a codificacdo de proteinas estruturais. Esses genes foram descritos
anteriormente no genoma do ChinNPV-IE e em outros baculovirus (Craveiro, 2017). As
proteinas estruturais das particulas virais nesse isolado sdo codificadas pelas as 28 ORFs
(Tabela 3). Todos esses genes foram identificados no genoma do isolado ChinNPV-IE com a

excecdo do gene pif-6, ORF 65 (Tabela 3). Ambos os isolados, possuem genes homologos a
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proteina F, assim como esperado em Alphabaculovirus Grupo Il (Rohrmann, 2019). A tabela 3

apresenta todos os genes relacionadas a replicacdo, transcricdo e estruturais nos isolado
ChinNPV-CNPSo0-168 e ChinNPV-Tabatinga, com o nome da ORF anotada, 0 nome do gene
e a funcdo do respectivo gene.

Tabela 3. ORFs relacionadas a replicacdo, transcri¢do e estruturais nos isolado ChinNPV-
CNPS0-168 e ChinNPV-Tabatinga.

ORF Nome Funcao

139 lef-1 Replicacdo do DNA
137 lef-2 Replicagdo do DNA
64 lef-3 Replicagcdo do DNA
62 DNA polimerase (dnapol) Replicacdo do DNA
97 p6.9 Replicagcdo do DNA
95 38K Replicacdo do DNA
91 helicase (hel) Replicagcdo do DNA
16 immediate early 1 (ie-1) Replicacdo do DNA
9 major early-transcribed protein 53 Replicacio do DNA

(me53)
10 exon-0/ie-0 Replicagédo do DNA
22 DNA binding protein (dbp) Replicacdo do DNA
71 proliferating cell nuclear antigen Replicacio do DNA
(pcna)

129 alkaline exonuclease (alkexo) Replicagédo do DNA
87 lef-4 Transcricdo do DNA
39 lef-8 Transcricdo do DNA
56 lef-9 Transcricdo do DNA
17 p74 Transcricdo do DNA
96 transcricéo lef-5 Transcri¢cdo do DNA
35 pa47 Transcricdo do DNA
80 every late factor 1 (vIf-1) Transcricdo do DNA
21 lef-6 Regulacédo da Transcri¢ao
30 lef-11 Regulacédo da Transcricao
29 39K Regulacédo da Transcri¢ao
47 lef-10 Regulacédo da Transcricao
3 protein kinase 1 (pk1) Regulacédo da Transcri¢ao
1 poliedrina (polh) Proteinas Estruturais
2 viral capsid associated protein Proteinas Estruturais
3 pkl Proteinas Estruturais
12 occlusion dfgl\(/ggvtig\llgl)ope protein Proteinas Estruturais

occlusion derived virus enveloped . .

13 capsid protein 27 (odv-ec27) Proteinas Estruturais
18 pl0 Proteinas Estruturais
48 viral protein 1054 (vp1054) Proteinas Estruturais
55 few polyhedra protein/25k (fp25k) Proteinas Estruturais
63 desmoplakin Proteinas Estruturais
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82 41-kDa glycoprotein (gp41) Proteinas Estruturais
84 telokinin-like peptide 20 (tlp20) Proteinas Estruturais
84 viral protein 91 (vp91/p95) Proteinas Estruturais
86 vp39 Proteinas Estruturais
88 p33 Proteinas Estruturais
90 odv-e25 Proteinas Estruturais
102 p87/vp80 Proteinas Estruturais
104 odv-ec43 Proteinas Estruturais
106 odv-e66 Proteinas Estruturais
107 pl3 Proteinas Estruturais
123 calyx/polyhedrin enveloped protein Proteinas Estruturais
(calyx/pep)

135 p24 Proteinas Estruturais
132 pif-1 Proteinas Estruturais
148 pif-2 Proteinas Estruturais
115 pif-3 Proteinas Estruturais
92 odv-e28/pif-4 Proteinas Estruturais
8 odv-e56/pif-5 Proteinas Estruturais
65 pif-6 Proteinas Estruturais
17 per os infectivityogactor 0 (p74/pif- Proteinas Estruturais
150 proteina de fusdo (F protein) Proteinas Estruturais

5. 12 GENES RELACIONADOS A METABOLISMO DE NUCLEOTIDEOS E

REPARACAO DE DNA NOS ISOLADO ChinNPV-CNPS0-168 E ChinNPV-TABATINGA.

Os isolados ChinNPV-CNPSo0-168 e ChinNPV-Tabatinga possuem genes relacionados
na biossintese de nucleotideos. Ambos os isolados possuem o0s genes rrl, rr2 e dut que
codificam a ribonucleotideo redutase (RR) grande (RR1), pequena (RR2) e as subunidades da
proteina dUTPase, assim como os alphabaculovirus do grupo Il. Como descrito anteriormente
no isolado ChinNPV-IE, ndo foram identificados homdlogos de PARG que foram relatados em
outros alphabaculovirus do grupo Il nesses dois novos isolados (Craveiro, 2017).

Assim como no isolado ChinNPV-IE foi identificado o gene DNA fotoliase (phr) que
codifica a CPD fotoliase, que € responsavel no reparo de danos no DNA do tipo dimeros de
pirimidina ciclobutano induzidos pela radiacao ultravioleta (UV), nos isolados de ChinNPV
(CNPS0-168 e Tabatinga). Algumas espécies de baculovirus possuem até duas copias desse
gene, como no caso do Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus (ChchNPV) com phr-1 e
phr-2 (Van Oers et al., 2008).

5. 13 GENES AUXILIARES NOS ISOLADOS ChinNPV-CNPS0-168 E ChinNPV-

TABATINGA
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Em ambos os isolados foram identificados os genes auxiliares, catepsina (v-cath),
quitinase (chiA), 37 kDa-glicoproteina (gp37), conotoxina (ctl), fatores de crescimento de
fibroblastos (fgf), fosfotirosina fosfatase (ptp), transferase de glucose ecdisona (egt), fator de
infectividade do rearranjo de 66 actina 1 (arif-1), inibidor de apoptose 2 (iap-2), iap-3 e
p35/p49. Esses genes ndo sdo essenciais nos processos da replicacdo do DNA, traducdo ou
formacéo de particulas virais, mas concedem vantagens seletivas aos virus. Um exemplo s&o 0s
genes chiA e v-cath, cujas enzimas causam a degradacéo e liquefacéo das lagartas, o que auxilia
na transmissdo horizontal dos virus (Rohrmann, 2019). Todos esses genes foram identificados
no isolado ChinNPV-IE. No entanto, o gene de ubiquitina viral (vubi) ndo esta presente nos
dois novos isolados, enquanto o gene pif-6, ausente no ChinNPV-IE, foi encontrado nos dois
novos isolados. O gene vubi € relacionado a processos de estabilidade das proteinas, sinalizacéo
imunitaria, fungdes antivirais e replicacdo do virus (Valerdi KM et al., 2021). Enquanto o gene
pif-6 (per os infectivity fator-6) esta relacionado a proteinas estruturais envolvidas na
penetracao do virus nas células do hospedeiro (Rohrmann, 2019).

Os genes fgf, ptp e egt foram relatados por estarem envolvidos no comportamento
hiperativo do inseto-hospedeiro aumentando a motilidade larval, impedindo a muda e
prolongando a vida do inseto (Nguyen et al., 2013). Em ambos os isolados foram identificados
0 gene ptp que foi relatado anteriormente apenas Alphabaculovirus do Grupo | (Nguyen et al.,
2013; Rohrmann, 2019) e em outros ChinNPV (Craveiro, 2017).

5. 14 GENES BRO DOS ISOLADOS DE ChinNPV-CNPSO0-168 E ChinNPV-TABATINGA

Ambos os isolados de ChinNPV (CNPSo0-168 e Tabatinga) possuem em seu genoma
trés genes baculovirus repeated ORFs (genes bro), bro-a, bro-b e bro-c, as ORFs 33, 74 e 117.
No isolado ChinNPV-IE foi encontrado somente dois genes bro o bro-a e bro-b. No isolado
CNPSo0-168, 0 gene bro-a e bro-b possuem 96.26% e 99.18% de porcentagem de similaridade
com os homélogos do isolado ChinNPV-IE, enquanto o isolado Tabatinga apresentou 91.21%
e 99.18%. Sendo que, em ambos os isolados, 0 organismo mais similar, excluindo os ChinNPV,
é o Lymantria dispar multiple nucleopolyhedrovirus (LAMNPV) com 64.29% no CNPSo-168
e 61.97% no Tabatinga. Além disso, no gene bro-a entre os isolados apresentou maior
polimorfismo, com uma extensao e uma interrupcao abrupta da fase de leitura. A fungdo desses

genes ainda ndo esta clara e sua presenca € bem vasta, ocorrendo em diferentes espécies de
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baculovirus dos géneros Alphabaculovirus, Betabaculovirus e Gammabaculovirus e em outros
virus de DNA dupla fita de insetos como entomopoxvirus e entomoiridovirus (Craveiro, 2017),
diferenciando entre eles com o nimero de copias e tamanho entre os genomas dos virus (Zhou
etal., 2012). Contudo, € proposto que essa proteina pode estar envolvida na replicacdo de DNA
ou na regulacdo da transcri¢do do hospedeiro ou em ambas as funcées, além de atuar como fator

de replicacdo viral na fase tardia (Bideshi et al., 2003; Craveiro 2017).

5. 15 OUTROS GENES ENCONTRADOS NOS DOIS NOVOS ISOLADOS

Dentre os genes conservados encontrados nos dois novos isolados, foi identificado o
gene p26. Esses genes sdo encontrados em alguns baculovirus em duas copias, p26a e p26b, o
que sugere, a possibilidade de ter um papel basico no ciclo de infecdo por baculovirus. A p26
pode ser transcrita pela RNA polimerase 1l do hospedeiro tanto no inicio como no final da
infecdo (Ge JQ., et al 2021). Nos dois novos isolados, foi relatado a presenca dessas duas copias
assim como no ChinNPV-IE. Foi identificado o gene p40 que esta relacionado na expressdo de
diferentes proteinas e peptideos, o gene p45 que associa a NSF (N-ethylmaleimide-sensitive
fator) e pode estar envolvido na entrada e saida nuclear dos BVs, gp16 que parece ser associado
com envelopes dos nucleocapsideos virais no citoplasma, mas ndo esta presente no ODV e BV
e 0 gene pkip que estar relacionado na superexpressao viral dos genes very late. Além dos genes

bjdp, 38.7 k e p128 que também foram relatados no genoma do ChinNPV-IE.
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6. DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho revelam diferencas sutis entre os isolados de Chrysodeixis
includens nucleopoliedrovirus CNPS0-168 e Tabatinga atribuidos a pequena variacéo
nucleotidica apresentada pelos genomas. Ambos os isolados foram eficazes em matar de C.
includens, sendo que o aumento da concentracdo viral afetou drasticamente no tempo de morte
dos hospedeiros. O isolado CNPSo-168 provou-se ser mais letal que o isolado Tabatinga, sendo
mais evidente nas menores diluicdes e com diferenca significativa na concentragdo de 1 x 108
OBs/ mL. No ensaio de tempo de morte, essa variagdo também pode ser observada com o
isolado CNPS0-168, sendo mais veloz que o Tabatinga. E comum que quando ocorrem
naturalmente no campo, os isolados possuam uma grande variacdo genética (Theze etal., 2014),
isso pode levar a formacdo de isolados com caracteristicas Unicas nesse sentido. As diferencgas
na taxa de mortalidade entre isolados pode demonstrar uma competicdo entre 0s genotipos do
virus para a transmissao a novas lagartas (Hodgson et al., 2001). A infec¢do por baculovirus é
um evento complexo com diferentes genes envolvidos e por ser um virus com alta diversidade
genotipica, essa diversidade pode afetar no desempenho do virus no seu hospedeiro.

Os baculovirus séo virus que apresentam sintomas de infecgdo claros em seu hospedeiro
na fase larval, mas pouco se sabe em como isso afeta as outras fases do inseto. Nesse trabalho
foram observados possiveis efeitos do virus no ciclo do inseto. Por mais que ndo tenha sido
comprovado que seja de fato o efeito do virus, é interessante notar como a populacéo que nao
teve contato com o virus tenha se saido melhor no desenvolvimento dos insetos a fase adulta.
Algumas caracteristicas dos insetos tratados foram bem evidentes, como a diminui¢do do
tamanho e deformidades ao longo do ciclo de vida do inseto. Os baculovirus possuem 3 genes
que podem afetar o inseto apds sua fase larval. Esses genes sao os fgf (fibroblast growth factor),
ptp (protein tyrosine phosphatase) e egt (ecdysteroid UDP-glucosyltransferase). O gene fgf
parece ter envolvimento na remodelagdo da Iamina basal, um processo que envolve caspases
do hospedeiro e metaloproteases da matriz (Shrestha A et al., 2018). O gene ptp induz a um
aumento na atividade locomotora dos insetos. Essa atividade e ativada pela luz e é um
comportamento normal nos insetos no final da fase larval. Acredita-se que o baculovirus induza
essa atividade para melhorar a transmissdo do virus, induzindo as larvas no final da infeccéo a
se locomoverem para o topo das plantas (Kamita SG et al., 2005). O gene egt produz uma
enzima que interfere com a muda dos insetos, dificultando que as lagartas entrem no estagio de

pupa (Cory, J.S et al., 2004). Em conjunto, esses genes podem aumentar a motilidade das
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lagartas, impedir a muda e prolongar a vida da fase larval. Foram observados esses 3 genes nos
dois isolados virais, 0 que pode ter sido a razdo do tratamento com o virus ter tido um
prolongamento no seu estagio larval em até um dia a mais. Contudo, ndo foi feita uma anélise
minuciosa para comparar 0 tempo necessario para entrar no estagio de pupa. Em uma
investigacdo com Plodia interpunctella com amplificacdo por PCR, foi verificado que as
transcricdes da granulina de Plodia interpunctella granulovirus (PlinGV) nesses insetos estavam
presentes em 60-80% da descendéncia que tinham sobrevivido a exposicao a uma dose letal de
PlinGV (Burden JP et al., 2002). Essa metodologia pode ser aplicada para complementar a
investigacdo dos efeitos biologicos desse trabalho. Os trés genes (fgf, ptp e egt), juntamente
com um conjunto de outros genes de baculovirus, podem influenciar o desenvolvimento dos
insetos que se alimentaram do virus. No entanto, esse comportamento provavelmente resulta de
uma interagcdo complexa entre genes virais e do hospedeiro (Rohrmann, 2019). Estudos mais
aprofundados s@o necessarios para compreender as possiveis interacdes entre o virus e 0s
insetos hospedeiros que sobrevivem a infeccao.

Os genomas dos novos isolados de Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus sao
bastante similares ao ChinNPV descritos anteriormente. Nao houve a presenca de ORFs Unicas,
somente regides de ORFs ndo anotadas e poucas regides com alta densidade de polimorfismos.
O genoma do ChinNPV-CNPS0-168 possuia 152 ORFs enquanto o Tabatinga, 151 ORFs.
Ambos os isolados possuem os 38 core genes presentes no genoma dos baculovirus. A ORF 76
nos dois genomas conteve similaridade com outros organismos ndo pertencentes da familia
Baculoviridae e sim com um ascovius, Heliothis virescens ascovirus 3h. Enquanto a ORF 6 era
diferente entre os isolados, sendo que no CNPS0-168 teve maior identidade com o organismo
Procambarus clarkii, enquanto no Tabatinga, com Clostridia bacterium. Essas duas ORFs sé&o
genes hipotéticos e ndo se sabe ao certo a sua fungdo. Um estudo mais aprofundado é necessario
para identificar melhor a funcdo desses genes e como eles foram adquiridos por esses dois
isolados.

A inferéncia filogénica do genoma completo dos dois novos isolados com 0s outros
ChinNPV anteriormente sequenciados, foi verificada. Os isolados CNPSo0-168 e Tabatinga,
tiveram uma alta porcentagem de identidade com o isolado ChinNPV-IE, o primeiro isolado de
baculovirus de C. includens sequenciado. Os dois isolados pertencem ao ramo em que 0
ChinNPV-IE esta presente, demonstrando que os isolados compartilham com um descendente
recente e comum. Entretanto, o isolado CNPSo0-168 teve maior similaridade quando comparado

ao isolado Tabatinga. Além disso, essa elevada porcentagem de similaridade indica um alto
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grau de conservacdo genémica dos dois novos isolados com os isolados de ChinNPV descritos
anteriormente, especialmente o isolado ChinNPV-IE, o que pode implicar em uma evolucgéo
com divergéncias sutis ao longo do tempo.

Foram identificados, entre os dois isolados, 454 polimorfismos de base unica (SNPs),
dos quais 147 apresentam algum tipo de efeito. Dentre as regiGes marcadas com mutacdes, a
gue mais se destaca ¢ a regido do gene bro-a com 24 SNPs e uma extensdo e uma interrupcao
abrupta da fase de leitura. As regides dos genes bro, sdo regides marcadas com alta
variabilidade genética (Craveiro 2017) entre os isolados de baculovirus, tanto que ha isolados
com até 5 genes bro (bro-a, bro-b, bro-c, bro-d e bro-e), como 0 caso do Bombyx
mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV). Contudo, nesses dois novos isolados, somente a regiao
do gene bro-a apresentou uma alta taxa de mutacdes pontuais, enquanto nos genes bro-b e bro-
¢, ndo foi identificado. A funcdo da familia de genes bro ainda n&o esta clara, mas acredita-se
que desempenham um papel importante na infeccéo viral (WonKyung Kang et al., 2006). Os
SNPs nessa regido podem causar diferencas significativas na sequéncia nucleotidica, mudando
0 aminoacido produzido nessas regides, o que pode afetar nas caracteristicas da sequéncia. Dos
24 SNPs dessa regido, 14 tiveram substituicdo de aminoacidos, representando mudangas como
a troca de polaridade dos amino&cidos, podendo causar alteragdes significativas na estrutura
secundaria da proteina e modificar sua atividade (Robert F et al., 2018). Em um estudo com
clones de isolados do virus da dengue 2, foi identificado 11 muta¢gdes com 10 silenciosas. A
Unica mutacdo que teve efeito na proteina, alterava o nucleotideo (G) para (C), gerando uma
diferenca no residuo do aminoacido de acido aspartico para histidina da proteina do envelope
(E). Os clones que continham essa mutacdo, apresentaram uma elevada viruléncia nos
camundongos quando inoculados intracerebralmente. Enquanto, os clones que apresentaram
uma substituicdo de acido aspartico para asparagina na mesma posi¢édo, tiveram a viruléncia
atenuada. Com isso, foi proposto pelo estudo que a substituicdo de Asp para His tem
possibilidade de afetar um elemento estrutural funcionalmente importante que pode ser
determinante para a neuroviruléncia da dengue (Sanchez et al., 1996). Esse exemplo demonstra
gue mesmo pequenas mudancas genéticas podem causar impactos significativos na biologia do
virus. Estudos adicionais serdo cruciais para entender os efeitos dessas modificacGes para assim
determinar as implicacBes préaticas dessas mutacdes nos novos isolados de ChinNPV e
compreender a influéncia dessas variagdes na interacdo virus-hospedeiro.

O alinhamento do gene pif-2 dos novos isolados com outros Alphabaculovirus, permite

analisar a variacao estrutural e genética desse gene. A analise gerada pelo MAFFT revelou que
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a presenca desse gene nesses novos isolados corresponde a versao curta, sendo que essa versao
havia sido relatada anteriormente somente no genoma dos isolados ChinNPV-IA e no isolado
de Chrysodeixis chalcites nucleopoliedrovirus (Van Oers et al., 2004). A presenca dessas duas
versdes pode ser explicada por possiveis eventos de recombinacdo ou insercdo genética ao
longo da evolucdo dos isolados de ChinNPV, o que levou a incorporacdo de novas regides
codificadoras no gene pif-2, alterando possivelmente a funcionalidade da proteina gerada por
essa ORF. O surgimento de variacGes desse tipo no genoma de baculovirus ja foi relatado em
outras regides, como no caso do isolado ChinNPV#1 que possuia duas versdes do gene he65
através de um rearranjo genémico (Harrison, 2019). Esse rearranjo acompanhando pela perda
e aquisicdo de genes, pode contribuir para a divergéncia genética de baculovirus, como no caso
das duas versdes do gene pif-2 presente nos isolados ChinNPV.

O genoma dos dois novos isolados de Chrysodeixis includens nucleopoliedrovirus
apresentam 0s mesmos genes relacionados a replicagdo, transcricdo e genes estruturais
presentes no genoma do ChinNPV-IE, sendo que o gene p6.9 foi relatado somente no genoma
dos isolados de ChinNPV. Nos novos isolados, foi identificado um gene ausente no genoma do
ChinNPV-IE: pif-6. O gene pif-6 (per os infectivity factor-6) estd relacionado a proteinas
estruturais envolvidas na penetragdo do virus nas células do hospedeiro. Por outro lado, foi
identificado um gene presente no genoma do ChinNPV-IE, mas ausente nos dois novos
isolados: vubi. Esse gene auxiliar desempenha diversas func@es, incluindo a estabilizacdo de
proteinas, sinalizacdo imunitaria, funcGes antivirais e participacdo na replicacao viral. Essas
diferencas gendmicas podem indicar a perda desses genes no ChinNPV-IE ao longo da
evolugéo ou sua aquisi¢ao recente nos novos isolados.

Os genes da familia bro sdo genes distribuidos entre as diferentes espécies de
baculovirus existentes e acredita-se que possam estar envolvidos na replicacdo do DNA e na
regulacdo da transcricdo. O numero de copias e 0 tamanho desses genes podem variar entre as
espécies de baculovirus, sendo que, em algumas espécies, podem conter até 16 diferentes genes
dessa familia (Kuzio et al., 1999). A presenca dos genes bro-a, bro-b e bro-c nos novos isolados
e a auséncia de bro-c no isolado ChinNPV-IE pode indicar uma variagcdo genética entre esses
isolados. A alta similaridade do gene bro-b entre os isolados de ChinNPV, pode sugerir alto
grau de conservacdo funcional, enquanto a maior variagdo no gene bro-a, pode implicar uma
possivel especializacdo ou modificacdo adaptativa nesses isolados.

Outros genes conservados também foram identificados nos novos isolados como p26,

p40, p45, gpl6 e pkip. No genoma dos novos isolados, o gene p26 é encontrado em duas copias,
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a p26a e p26b. Esses genes podem ser encontrados dessa forma em outros baculovirus como
no caso do isolado ChinNPV-IE. Esses genes podem agir no ciclo de infec¢do do baculovirus,
onde podem ser transcritos pela RNA polimerase 1l tanto no inicio quanto no fim da infeccéo.
A presenca de duas cdpias pode ser crucial para a eficacia desses genes no genoma desses
isolados, possibilitando uma transcricdo mais robusta na infec¢do viral. Outros genes
identificados foram os bjdp, 38.7k e p128, anteriormente encontrados no genoma do ChinNPV-
IE. Esses genes podem estar relacionados a processos adicionais de interacdo com o hospedeiro
ou & eficiéncia da replicacdo viral.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho empenhou-se a caracterizar dois novos isolados de Chrysodeixis
includens nucleopoliedrovirus (ChinNPV), os isolados CNPS0-168 e Tabatinga. Ambos 0s
isolados demonstraram ter uma eficacia na letalidade de seu hospedeiro. A morfologia externa
desses novos isolados é condizente com os isolados de ChinNPV previamente publicados.
Ambos os isolados possuem os 38 core genes partilhados entre os outros baculovirus. Das 152
ORF do isolado CNPS0-168 e 151 do isolado Tabatinga, ndo foram identificadas novas ORFs
mas sim ORFs ndo anotadas. Duas ORFs tiveram similaridade com outros organismos além
dos baculovirus de C. includens, as ORFs 6 e 76. A inferéncia filogenética do genoma completo
dos isolados de ChinNPV, apresentou que esses novos isolados estdo presentes no clado do
isolado ChinNPV-1E com elevada porcentagem de similaridade. Foram identificados 454
polimorfismos de base Unica (SNPs) entre 0s novos isolados, dos quais 305 foram mutagdes
silenciosas, enquanto, 147 resultaram em substituicdo de aminoacidos, sendo a regido do gene
bro-a a que mais se destaca com 24 SNPs, uma extensdo e uma interrupcao abrupta da fase de
leitura.Os novos isolados continham a presenca da versao curta do gene da pif-2, assim como
relatado no genoma do isolado ChinNPV-1A e ChchNPV. Os dois novos isolados possuem a
presenca de genes ndo presentes no isolado ChinNPV-IE, os genes pif-6, vubi e bro-c,
identificados em outros isolados de ChinNPV. A caracterizacao desses dois novos isolados nos
permite avancar no estudo do controle da lagarta falsa-medideira. Além disso, o aumento do
nimero de novos genomas sequenciados contribui para o estudo da evolucdo dessa espécie.
Além de possibilitar um melhor entendimento do genoma, o que pode contribuir para a
formacdo de novas estratégias de controle dessa praga ou para a producdo de novos produtos
sustentaveis a base de ChinNPV, contribuindo para a substituicdo ou reducdo do uso de

inseticidas quimicos.
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8. PERSPECTIVAS

Esse trabalho aborda as caracteristicas de dois genomas de isolados de Chrysodeixis
includens nucleopoliedrovirus (ChinNPV), 0 que abre novas estratégias de controle da praga
C. includens de uma forma sustentavel ao meio ambiente. Esses isolados (ChinNPV CNPSo-
168 e ChinNPV Tabatinga) possuem caracteristicas genotipicas e fenotipicas distintas para a
producdo de novos produtos a base de baculovirus. Dentre as proximas etapas para esse
trabalho, a andlise por microscopia eletrénica de varredura de ambos os isolados e de
microscopia eletrdnica de transmissao do isolado Tabatinga sera a mais imediata, para fornecer
informacdes valiosas sobre a morfologia externa e sobre a ultraestrutura dos corpos de ocluséo,
respectivamente. Durante a multiplicacdo de isolados de ChinNPV em larvas de C. includens
realizados no Laboratério de Virologia de Insetos da Embrapa/Cenargen foi identificado, por
eletroforese em gel de agarose, um padréo de segmentos de DNA nédo correspondentes ao
genoma do baculovirus amostras (Figura 22A). Apos tratamento realizado por RNAse, foi
revelado que esses segmentos extras eram provenientes de RNA de uma provavel coinfeccao
(Figura 22B). O padréo de segmentos de RNA era similar ao padréo do genoma de cipovirus,
outro virus de lepiddpteras. Os cipovirus sdo virus da familia Reoviridae e causam infeccGes
em diferentes tipos de insetos, incluindo membros de Lepidoptera, Diptera e Hymenopterade.
Eles possuem dsRNA segmentado entre 10 a 12 segmentos e replicam-se no citoplasma das
células infectadas com corpos de ocluséo similares aos do baculovirus e podem causar infec¢des
persistentes e subletais, muitas vezes ndo levando a morte do hospedeiro. Com isso, foram
desenvolvidos primers especificos para o gene da poliedrina de cipovirus a fim de confirmar a
coinfeccdo nas amostras que possuiam esses padrdes de bandas. A técnica de PCR, seguida de
Rt-PCR foi empregada utilizando diferentes amostras que apresentavam ou nao 0s segmentos
extras de RNA. Como resultado, foi comprovada que a coinfecgdo viral era com um cipovirus
(Figura 22C). Foi também realizada uma microscopia eletrénica de transmissdo com as
amostras co-infectadas com cipovirus, o que confirmou a presencga desse virus em ambos 0s
isolados de ChinNPV (Figura 23).
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Figura 22. Detec¢do da contaminacdo de amostras de baculovirus com cipovirus através de eletroforese em gel
de agarose. (A) Resultado da extracéo de &cidos nucleicos visualizado por eletroforese em gel de agarose. Poco
(1) marcador de peso molecular, os demais pogos, isolados de ChinNPV. A seta preta indica a presenca do genoma
do baculovirus. O colchete vermelho, indica a presenca de bandas ndo identificadas. (B) Resultado da extracdo de
cidos nucleicos visualizado por eletroforese em gel de agarose. (C) Resultado da amplificagcdo por PCR com

cDNA produzido na RT-PCR visualizado por eletroforese em gel de agarose.

Figura 23. Microscopia eletrdnica de transmissdo da contaminacdo por cipovirus. (A) Microscopia eletronica de
transmissdo no aumento de 4000 x do isolado ChinNPV-CNPS0-168 com coinfecgdo com um cipovirus de C.
includens. A cabeca de seta preta indica o corpo de oclusdo de baculovirus a cabeca de seta vermelha indica o
corpo de oclusdo de cipovirus. (B) Microscopia eletrdnica de transmissdo no aumento de 10.000 x do isolado
ChinNPV-Tabatinga com coinfecgdo com um cipovirus de C. includens. A cabeca de seta preta indica o corpo de

oclusdo de baculovirus a cabega de seta vermelha indica o corpo de ocluséo de cipovirus.

Seré realizado a caracterizacdo desse cipovirus assim como seus efeitos na coinfecgao
com os isolados CNPS0-168 e Tabatinga. Os dados do sequenciamento das amostras com a
contaminacao por cipovirus com os dois isolados de ChinNPV serdo explorados posteriormente
durante o doutorado para entender as possiveis variagcGes genotipicas e os efeitos fenotipicas
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em coinfeccdo de baculovirus e cipovirus na lagarta falsa-medideira, analisando as interacdes
entre 0s virus, bem como investigar as possiveis respostas transcriptdmica do inseto para

identificar variacGes na expressao génica associadas a resisténcia ou susceptibilidade aos virus.
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APENDICE SUPLEMENTAR A - Tabela 1. Dieta sélida de C. includens

Ingredientes Quantidade para uma receita (g/ml)

Feijdo Branco 125¢
Levedo de cerveja 62,49
Gérmen de trigo 100 g
Agar 639
Proteina de soja 100 g
Leite em po 150¢g

Agua destilada 1900 ml

Apds autoclavar

Acido ascorbico 69

Acido sorbico 3g

Nipagin 59
Formol 40% 6 ml
solucéo vitaminica 10 ml
HCI 10 ml

APENDICE SUPLEMENTAR B - Tabela 2. Composic&o da solucéo vitaminica

Composto Quantidade
Niacinamida 1,00 ¢
Pantotenato de Célcio 1,00 ¢
Riboflavina 0,50 g
Tiamina 0,25¢g
Piridoxina 0,259




Acido Folico 0,10 g
Biotina 0,02¢g
Vitamina B12 (1000 mg/ml) 2,00 ml
Agua 1000,00 ml

APENDICE SUPLEMENTAR C - Tabela 3. Dieta liquida de Chrysodeixis includens

Ingrediente

Quantidade para uma

receita (g/ml)

Acido ascorbico 1,05 g
Nipagin 1059

Mel 20 g

Acucar 509
1 lata de cerveja 350 ml
Agua (completar até chegar 650

1L)

85



APENDICE SUPLEMENTAR D - Tabela 4. Caracteristicas dos polimorfismos de

nucleotideo unico (SNPs) entre os isolados Tabatinga e CNPS068 dentro de ORFs.

Nome Mudanca Cddon Tipo de SNPs %&?ﬁ:g;gg Efeito
polyhedrin

G A->G GAA -> GAG SNP (transition) Nenhum

A G->A AGG -> AAG SNP (transition) R->K Substituicdo
T G>T CTG->CTT SNP (transversion) Nenhum
viral capsid associated protein

C T->C AAT -> GAT SNP (transition) N->D Substituicéo
C T->C CCA ->CCG SNP (transition) Nenhum

T C>T GTA > ATA SNP (transition) V> Substituicéo
pk-1

A G->A GTG -> GTA SNP (transition) Nenhum

T C->T TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

T C->T CTC->CTT SNP (transition) Nenhum

G A->G TTA->TTG SNP (transition) Nenhum

C T->C TTA->CTA SNP (transition) Nenhum

A T->A ATT -> ATA SNP (transversion) Nenhum

A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

T C->T GAC -> GAT SNP (transition) Nenhum

C T->C ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

T C->T CTA->TTA SNP (transition) Nenhum

C T->C AGT -> AGC SNP (transition) Nenhum

Cc G->C GTG ->GTC SNP (transversion) Nenhum
hoar*

A G->A CCA ->CTA SNP (transition) P->L Substituicdo
T G->T GCA -> GAA SNP (transversion) A->E Substituicdo
A G->A CCT ->TCT SNP (transition) P->S Substituicdo
G A->G ATA -> ACA SNP (transition) 1->T Substituicdo
T C->T CCG ->CCA SNP (transition) Nenhum

C T->C CCA ->CCG SNP (transition) Nenhum

A G->A AAC -> AAT SNP (transition) Nenhum
ORF5*

T C->T GAT -> AAT SNP (transition) D->N Substituicdo
C T->C AAG -> AGG SNP (transition) K->R Substituicéo
T C->T CCG ->CCA SNP (transition) Nenhum

G T->G GAT -> GCT SNP (transversion) D ->A Substituicéo
T C->T GGT -> GAT SNP (transition) G->D Substituicao
T C->T GGT -> GAT SNP (transition) G->D Substituicéo
T C->T GGT -> GAT SNP (transition) G->D Substituicao
ORF6*

C T->C CTA ->CCA SNP (transition) L->P Substituicéo
G A->G CTA->CTG SNP (transition) Nenhum

C T->C ATA -> ACA SNP (transition) 1->T Substituicdo
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T C->T CTA->TTA SNP (transition) Nenhum
ORF7

A G->A ATG -> ATA SNP (transition) M -> | Substituicao
A G->A GAA > AAA SNP (transition) E->K Substituicéo
A T->A CCT ->CCA SNP (transversion) Nenhum

C G->C GCT ->CCT SNP (transversion) A ->P Substituicdo
C G->C GCT -> CCT SNP (transversion) A ->P Substituicao
A C->A CCA -> ACA SNP (transversion) P->T Substituicdo
odv-e66

G A->G ATA -> ATG SNP (transition) I->M Substituicdo
G A->G TTA->TTG SNP (transition) Nenhum

G A->G GGA -> GGG SNP (transition) Nenhum

T C->T AAC -> AAT SNP (transition) Nenhum

G A->G AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

G C->G GTC -> GTG SNP (transversion) Nenhum

T C->T TAC > TAT SNP (transition) Nenhum
me53

G T->G ATA -> ATC SNP (transversion) Nenhum

C T->C AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

A G->A TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

T C->T CAG -> CAA SNP (transition) Nenhum

A G->A CAC -> CAT SNP (transition) Nenhum

T G->T GCC -> GCA SNP (transversion) Nenhum

C T->C AAA -> AGA SNP (transition) K->R Substituicéo
exon0/ie-0

G C->G TCT > TGT SNP (transversion) S->C Substituicao
T G->T GTG->GTT SNP (transversion) Nenhum

C T->C ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

A G->A TGT -> TAT SNP (transition) C->Y Substituicdo
C T->C ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum
p49

C T->C TTT->TTC SNP (transition) Nenhum

G A->G CCA -> CCG SNP (transition) Nenhum

G A->G CCA -> CCG SNP (transition) Nenhum
odv-e27

T C->T CTA->TTA SNP (transition) Nenhum

G A->G GAA -> GAG SNP (transition) Nenhum

A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

T C->T ACC -> ACT SNP (transition) Nenhum
ORF15

T G->T ACT -> AAT SNP (transversion) T ->N Substituicéo
T C->T CCG ->CCA SNP (transition) Nenhum
ie-1

G A->G AAT -> AGT SNP (transition) N->S Substituicéo



G A->G AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

T A>T AAG -> ATG SNP (transversion) K ->M Substituicao
p74

T A>T TTA->TTT SNP (transversion) L->F Substituicéo
C G->C GAA -> CAA SNP (transversion) E ->Q Substituicao
A C->A GAC -> GAA SNP (transversion) D ->E Substituicdo
T G>T CCG ->CCT SNP (transversion) Nenhum

A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

C T->C TAT ->TAC SNP (transition) Nenhum

Cc T->C AGT -> AGC SNP (transition) Nenhum

T C->T TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

T C->T TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

G A->G TCA ->TCG SNP (transition) Nenhum

T C->T ACC -> ATC SNP (transition) T->1 Substituicdo
C T->C TTT->TTC SNP (transition) Nenhum

C T->C ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

A T->A ATG -> AAG SNP (transversion) M ->K Substituicdo
p26a

C A->C TTT->TTG SNP (transversion) F->L Substituicdo
T C->T CCG ->CCA SNP (transition) Nenhum
TAT ?ﬁ‘g ”  GTG->ATA Substituico Vs Substituicéo
G A->G ACT -> ACC SNP (transition) Nenhum

G C->G TCG ->TCC SNP (transversion) Nenhum
ORF20

T C->T TCT->TTT SNP (transition) S->F Substituicdo
A C->A ACC -> ACA SNP (transversion) Nenhum

A G->A TCG ->TCA SNP (transition) Nenhum
lef-6

C T->C CAA ->CGA SNP (transition) Q-> Substituicdo
C T->C AAA -> AGA SNP (transition) K- Substituicao
dbp

A C->A CTG->CTT SNP (transversion) Nenhum

C T->C CTA->CTG SNP (transition) Nenhum

T C->T GAG -> GAA SNP (transition) Nenhum

A G->A CCC->CCT SNP (transition) Nenhum

C T->C CAA -> CAG SNP (transition) Nenhum

C T->C CTA ->CTG SNP (transition) Nenhum

C G->C ACC -> AGC SNP (transversion) T ->S Substituicdo
A G->A GCC -> GCT SNP (transition) Nenhum

T C->T AAG -> AAA SNP (transition) Nenhum

A G->A TTC->TTT SNP (transition) Nenhum
ORF24

A G->A AGA -> AAA SNP (transition) R->K Substituicdo
A G->A TAG -> TAA SNP (transition) Nenhum

ORF25




G A->G TTA->TTG SNP (transition) Nenhum

C T->C ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum
ORF26

GG é‘é '> ggcrg—'g ~ Substituigio Nenhum
ORF27+

Cc T->C AAT -> AAC SNP (transition) Nenhum
39k

G A->G TTT->TTC SNP (transition) Nenhum
lef-11

A C->A TGT ->TTT SNP (transversion) C->F Substituicdo
A C->A CTG->CTT SNP (transversion) Nenhum
ORF31

T A>T TTG -> ATG SNP (transversion) L->M Substituicao
bro-a

T A>T GGA -> GGT SNP (transversion) Nenhum

T A>T AAA -> AAT SNP (transversion) K ->N Substituicao
C A->C GAA -> GAC SNP (transversion) E->D Substituicdo
A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

A T->A GGT -> GGA SNP (transversion) Nenhum

T C->T SNP (transition) Truncation
A G->A TGT -> TAT SNP (transition) C->Y Substituicdo
A T->A TCA -> ACA SNP (transversion) S->T Substituicao
G A->G AAA -> AGA SNP (transition) K->R Substituicéo
A T->A TAT -> AAT SNP (transversion) Y ->N Substituicao
Cc T->C ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

A G->A GTC -> ATC SNP (transition) V> | Substituicao
C T->C GTC ->GCC SNP (transition) V->A Substituicdo
C T->C GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum

A G->A CCG ->CCA SNP (transition) Nenhum

G A->G GAG -> GGG SNP (transition) E->G Substituicéo
G A->G SNP (transition) Extension

C T->C ATG -> ACG SNP (transition) M->T Substituicdo
C T->C TTA->TCA SNP (transition) L->S Substituicdo
C T->C GTT ->GTC SNP (transition) Nenhum

T C->T ACC -> ATC SNP (transition) T->1 Substituicdo
T A>T CAA -> CAT SNP (transversion) Q->H Substituicdo
C G->C GCG -> CCG SNP (transversion) A ->P Substituicdo
A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

A G->A GAT -> AAT SNP (transition) D->N Substituicdo
C G->C GCG -> GCC SNP (transversion) Nenhum

C G->C GGC ->CGC SNP (transversion) G ->R Substituicdo
C A->C GCA -> GCC SNP (transversion) Nenhum

C A->C AAA -> CAA SNP (transversion) K->Q Substituicdo
Cc A->C AGG -> CGG SNP (transversion) Nenhum

C A->C GAG -> GCG SNP (transversion) E ->A Substituicdo
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T C->T CGC -> CGT SNP (transition) Nenhum

T C->T CAC ->TAC SNP (transition) H->Y Substituicao
G A->G GAA -> GAG SNP (transition) Nenhum

G A->G AAA -> GAA SNP (transition) K->E Substituicdo
G A->G AAT -> AAC SNP (transition) Nenhum

G A->G GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum

A G->A TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

A G->A ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum

G A->G TTC->TCC SNP (transition) F->S Substituicdo
T C->T GTG -> ATG SNP (transition) V->M Substituicao
Cc T->C AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

G C->G TCG ->TCC SNP (transversion) Nenhum

G T->G CGA > CGC SNP (transversion) Nenhum

G A->G AAT -> AGT SNP (transition) N->S Substituicdo
T G->T TCG ->TCT SNP (transversion) Nenhum

C T->C TTC ->CTC SNP (transition) F->L Substituicdo
A T->A CGT -> CGA SNP (transversion) Nenhum

G A->G AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

T C->T GGC -> GGT SNP (transition) Nenhum
lef-8

G A->G TTT->TTC SNP (transition) Nenhum

A G->A GGC -> GGT SNP (transition) Nenhum

A G->A CAT > TAT SNP (transition) H->Y Substituicéo
G A->G TTT->TTC SNP (transition) Nenhum

G A->G AAT -> AAC SNP (transition) Nenhum

G A->G AGT -> AGC SNP (transition) Nenhum

G A->G GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum

A G->A TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

A G->A GGC -> GGT SNP (transition) Nenhum

T C->T CTG ->CTA SNP (transition) Nenhum

G C->G GTG -> GTC SNP (transversion) Nenhum
bjdp

G A->G CGA > CGG SNP (transition) Nenhum

A C>A CAT -> AAT SNP (transversion) H->N Substituicéo
iap3

A T->A ACT ->TCT SNP (transversion) T ->S Substituicdo
G A->G ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

T C->T GTC -> ATC SNP (transition) V> Substituicdo
C T->C AAA > AAG SNP (transition) Nenhum

G A->G TTA ->CTA SNP (transition) Nenhum
ORF43

T C->T ATG -> ATA SNP (transition) M -> | Substituicdo
G A->G AAT -> AAC SNP (transition) Nenhum

A G->A TGC > TGT SNP (transition) Nenhum

T C->T CCG -> CCA SNP (transition) Nenhum

T C->T AAG -> AAA SNP (transition) Nenhum
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T C->T GTT ->ATT SNP (transition) V->1 Substituicéo
ORF45

A G->A ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum
vpl054

C T->C ACT -> ACC SNP (transition) Nenhum

Cc T->C TAT ->TAC SNP (transition) Nenhum

G A->G AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

T C->T TGC ->TGT SNP (transition) Nenhum

T C->T TTC->TTT SNP (transition) Nenhum
ORF50

C T->C GTC ->GCC SNP (transition) V->A Substituicdo
C T->C GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum
ORF52

G A->G AGT -> GGT SNP (transition) S->G Substituicdo
C A->C AAA -> ACA SNP (transversion) K->T Substituicdo
A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

C T->C AAT -> AAC SNP (transition) Nenhum
ORF54

G A->G CCT ->CCC SNP (transition) Nenhum

Cc A->C CGT -> CGG SNP (transversion) Nenhum
fp/25K

G A->G TTG ->CTG SNP (transition) Nenhum

Cc T->C TCA ->TCG SNP (transition) Nenhum
lef-9

A G->A ACG -> ACA SNP (transition) Nenhum
dnapol

C G->C CCG > GCG SNP (transversion) P ->A Substituicdo
T C->T GAT -> AAT SNP (transition) D->N Substituicdo
G A->G TCT ->TCC SNP (transition) Nenhum

A G->A ACC -> ACT SNP (transition) Nenhum
desmoplakin

G A->G AGT -> GGT SNP (transition) S->G Substituicdo
iap-2

G A->G AAG -> GAG SNP (transition) K->E Substituicao
A G->A GAC -> AAC SNP (transition) D->N Substituicdo
C G->C TGT ->TCT SNP (transversion) C->S Substituicdo
p26b

C A->C GTA ->GTC SNP (transversion) Nenhum
v-cath

A G->A GGC -> GGT SNP (transition) Nenhum

G A->G ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

C T->C AAT -> GAT SNP (transition) N->D Substituicéo
A T->A TAT->TTT SNP (transversion) Y ->F Substituicdo
chiA

T C->T TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

91



A G->A AGA -> AAA SNP (transition) R->K Substituicéo
ORF70

C T->C AAT -> AAC SNP (transition) Nenhum

A G->A GTG -> ATG SNP (transition) V->M Substituicéo
pcna

A G->A TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

T G->T CTC ->CTA SNP (transversion) Nenhum

A G->A GAC -> GAT SNP (transition) Nenhum
gp37

G A->G TCA ->TCG SNP (transition) Nenhum
bro-b

C T->C CCA ->CCG SNP (transition) Nenhum

A G->A ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum
ORF75

C G->C CCA ->GCA SNP (transversion) P ->A Substituicdo
ORF81

G A->G ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum
gp41

Cc T->C TCA ->TCG SNP (transition) Nenhum

G A->G TTT->TTC SNP (transition) Nenhum
tip20

GT CC->GT ﬁgigﬁ‘g > Substituic&o TE->TQ Substituicao
vp39

C T->C GTA->GTG SNP (transition) Nenhum

Cc A->C CCT -> CCG SNP (transversion) Nenhum
lef-4

T C->T GCT >GTT SNP (transition) A->V Substituicdo
T C->T TAC -> TAT SNP (transition) Nenhum

G A->G AAA -> GAA SNP (transition) K->E Substituicao
T C->T TAC -> TAT SNP (transition) Nenhum

C T->C CAT -> CAC SNP (transition) Nenhum

C T->C TTT->TTC SNP (transition) Nenhum
ORF89

A G->A GAG -> GAA SNP (transition) Nenhum
odv-e25

T C->T TCC->TCT SNP (transition) Nenhum

G A->G GTA ->GTG SNP (transition) Nenhum
helicase

G A->G TAT ->TAC SNP (transition) Nenhum

A T->A TAC->TTC SNP (transversion) Y ->F Substituicéo
G A->G AAT -> AAC SNP (transition) Nenhum

A G->A CTA->TTA SNP (transition) Nenhum

G A->G ATC -> ACC SNP (transition) 1->T Substituicao
T C->T TCG ->TCA SNP (transition) Nenhum

T C->T AAG -> AAA SNP (transition) Nenhum
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C T->C AAC -> AGC SNP (transition) N->S Substituicéo
A G->A CCC->CCT SNP (transition) Nenhum

A G->A GTC->GTT SNP (transition) Nenhum

G A->G TTG->CTG SNP (transition) Nenhum

A G->A CAC -> CAT SNP (transition) Nenhum

T C->T AAG > AAA SNP (transition) Nenhum

A G->A TTC->TTT SNP (transition) Nenhum
ORF9%4

A G->A AGA -> AAA SNP (transition) R->K Substituicao
G C->G GAC -> GAG SNP (transversion) D ->E Substituicdo
lef-5

C T->C CCT ->CCC SNP (transition) Nenhum

Cc T->C ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

T C->T GGC -> GGT SNP (transition) Nenhum
p40

G T->G GGA -> GGC SNP (transversion) Nenhum

G A->G TTT->TTC SNP (transition) Nenhum

G A->G ACT -> ACC SNP (transition) Nenhum
p128

A G->A AAC -> AAT SNP (transition) Nenhum

A G->A ACA -> ATA SNP (transition) T->1 Substituicao
p45

Cc T->C CTA->CTG SNP (transition) Nenhum

G A->G GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum

A G->A CTC->CTT SNP (transition) Nenhum

T C->T TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

A G->A CCC ->CCT SNP (transition) Nenhum

T C->T AGG -> AGA SNP (transition) Nenhum

A G->A AGC -> AGT SNP (transition) Nenhum
p87

A C->A ACT -> AAT SNP (transversion) T ->N Substituicdo
G A->G TCA ->TCG SNP (transition) Nenhum

A G->A ATG > ATA SNP (transition) M -> | Substituicdo
G A->G ACT -> GCT SNP (transition) T->A Substituicdo
T C->T ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum
ORF103*

G A->G ATG > GTG SNP (transition) M ->V Substituicao
odv-ec43

T C->T AGC -> AGT SNP (transition) Nenhum

C T->C TTA ->CTA SNP (transition) Nenhum

A G->A AAG -> AAA SNP (transition) Nenhum

A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

C T->C GTT ->GTC SNP (transition) Nenhum
odv-e66

A G->A TAC -> TAT SNP (transition) Nenhum
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G A->G GTT ->GTC SNP (transition) Nenhum

A G->A GCT >GTT SNP (transition) A->V Substituicao
A G->A TAC -> TAT SNP (transition) Nenhum
pl3

T C->T ACG -> ACA SNP (transition) Nenhum

G A->G ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

A T->A CTA->CTT SNP (transversion) Nenhum

G T->G TCA ->TCC SNP (transversion) Nenhum
ORF109

C A->C AAT -> AAG SNP (transversion) N ->K Substituicdo
A C>A GAT -> TAT SNP (transversion) D->Y Substituicéo
A G->A AAC -> AAT SNP (transition) Nenhum

A T->A AAA -> ATA SNP (transversion) K ->1 Substituicéo
C T->C AGA -> AGG SNP (transition) Nenhum
ORF110

G A->G TTG ->CTG SNP (transition) Nenhum

T C->T ATG > ATA SNP (transition) M -> | Substituicdo
G A->G AGT -> AGC SNP (transition) Nenhum
ORF111

Cc T->C GAT -> GAC SNP (transition) Nenhum

T C->T CTC->CTT SNP (transition) Nenhum

T C->T TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

G A->G CAA > CAG SNP (transition) Nenhum

C T->C GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum

G A->G AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

G A->G AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

T C->T ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum

T C->T AAC -> AAT SNP (transition) Nenhum

A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum
ORF112

A G->A AAC -> AAT SNP (transition) Nenhum

A G->A GAC -> GAT SNP (transition) Nenhum

Cc T->C ACA -> ACG SNP (transition) Nenhum

C G->C CCC->CCG SNP (transversion) Nenhum

G A->G ATT -> ATC SNP (transition) Nenhum

C T->C GAA -> GAG SNP (transition) Nenhum

G A->G GCT -> GCC SNP (transition) Nenhum
ORF113

Cc T->C GCA -> GCG SNP (transition) Nenhum

C T->C TCA ->TCG SNP (transition) Nenhum

G A->G GCT -> GCC SNP (transition) Nenhum
ORF114

A G->A GCC -> GCT SNP (transition) Nenhum

A G->A TGC ->TGT SNP (transition) Nenhum

C T->C GAA -> GAG SNP (transition) Nenhum

G C->G CAG ->CAC SNP (transversion) Q ->H Substituicao



A G->A GCA -> GTA SNP (transition) A->V Substituicéo
A G->A CTA->TTA SNP (transition) Nenhum

A G->A TGC -> TGT SNP (transition) Nenhum

T C->T GAG -> GAA SNP (transition) Nenhum
pif-3

Cc G->C GTC ->GTG SNP (transversion) Nenhum

C T->C AAA -> GAA SNP (transition) K->E Substituicao
G A->G ATT -> ACT SNP (transition) 1->T Substituicéo
sod

G C->G CTC ->CTG SNP (transversion) Nenhum
ORF119

T C->T AGC -> AAC SNP (transition) S->N Substituicdo
T C->T GAA -> AAA SNP (transition) E->K Substituicéo
ORF120

A G->A AAC -> AAT SNP (transition) Nenhum

A G->A CTC->TTC SNP (transition) L->F Substituicdo
A C->A AAG -> AAT SNP (transversion) K ->N Substituicao
ORF121

C T->C ACT -> GCT SNP (transition) T->A Substituicdo
C T->C CCA ->CCG SNP (transition) Nenhum

T C->T TCG ->TCA SNP (transition) Nenhum

C T->C CAA > CAG SNP (transition) Nenhum

G A->G CGT -> CGC SNP (transition) Nenhum
dut

T C->T GGT -> GAT SNP (transition) G->D Substituicdo
calyx

G T->G TCT -> TCG SNP (transversion) Nenhum

C T->C GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum

A C->A CTC ->CTA SNP (transversion) Nenhum

A G->A TTG->TTA SNP (transition) Nenhum
re2

A T->A GAA -> GAT SNP (transversion) E->D Substituicéo
C T->C GAA -> GAG SNP (transition) Nenhum

T C->T CGG -> CGA SNP (transition) Nenhum

C T->C GAA -> GAG SNP (transition) Nenhum
ORF125

C T->C TTA->CTA SNP (transition) Nenhum
ORF126

A T->A GGT -> GGA SNP (transversion) Nenhum

T C->T GCC -> GCT SNP (transition) Nenhum

A G->A CAG -> CAA SNP (transition) Nenhum

A G->A AGA -> AAA SNP (transition) R->K Substituicdo
T A>T GCA -> GCT SNP (transversion) Nenhum
ORF127

C G->C CAC -> CAG SNP (transversion) H->Q Substituicdo



T C->T GGC -> AGC SNP (transition) G->S Substituicéo
T C->T CGT -> CAT SNP (transition) R->H Substituicao
A G->A CTG->TTG SNP (transition) Nenhum

T C->T GGT -> AGT SNP (transition) G->S Substituicdo
ORF128

C A->C AAA -> ACA SNP (transversion) K->T Substituicéo
alkaline exonuclease

G T->G CAT -> CAG SNP (transversion) H->Q Substituicéo
pif-1

A G->A ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum

A C->A GTT->TTT SNP (transversion) V ->F Substituicdo
T C->T CGG -> CGA SNP (transition) Nenhum

A G->A CGC -> CGT SNP (transition) Nenhum
ORF133

T G->T GTC ->GTA SNP (transversion) Nenhum

T C->T GCG -> GCA SNP (transition) Nenhum

A T->A TAC->TTC SNP (transversion) Y ->F Substituicao
T C->T GAG -> AAG SNP (transition) E->K Substituicdo
T C->T ACG -> ACA SNP (transition) Nenhum
p24

A G->A ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum

T C->T GGT -> AGT SNP (transition) G->S Substituicao
G A->G GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum
ORF136

C T->C GTT ->GTC SNP (transition) Nenhum
lef-2

A C->A CTC ->CTA SNP (transversion) Nenhum

G A->G AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

G T->G ATT -> AGT SNP (transversion) |->S Substituicdo
G A->G CAA -> CAG SNP (transition) Nenhum

C T->C TGT ->TGC SNP (transition) Nenhum

T C->T GAC -> GAT SNP (transition) Nenhum
38.7K

C T->C TCA ->TCG SNP (transition) Nenhum

T C->T GAG -> GAA SNP (transition) Nenhum

C T->C ACA -> ACG SNP (transition) Nenhum

C T->C ATA -> ATG SNP (transition) I->M Substituicéo
C T->C AAA -> AAG SNP (transition) Nenhum

C T->C GAC -> GGC SNP (transition) D->G Substituicdo
A G->A CAC -> CAT SNP (transition) Nenhum

T A>T TTA -> ATA SNP (transversion) L ->1 Substituicéo
lef-1

T C->T AAG -> AAA SNP (transition) Nenhum

A T->A GCA > GCT SNP (transversion) Nenhum

C T->C GTA->GTG SNP (transition) Nenhum
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egt

Cc T->C TTG->CTG SNP (transition) Nenhum
ACC I\EE> TTT -> ACC Substituigdo F>T Substituicdo
G A->G ATA -> ATG SNP (transition) I->M Substituicdo
T C->T GGC -> GGT SNP (transition) Nenhum

G A->G GTA->GTG SNP (transition) Nenhum

C T->C GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum

C T->C TAT ->TAC SNP (transition) Nenhum

A G->A CCG ->CCA SNP (transition) Nenhum

A G->A CTG ->CTA SNP (transition) Nenhum

A G->A GTG -> GTA SNP (transition) Nenhum

T C->T CTC->CTT SNP (transition) Nenhum
ORF143

A G->A GAG -> GAA SNP (transition) Nenhum

T C->T TAC -> TAT SNP (transition) Nenhum
ORF144

A G->A CCT->CTT SNP (transition) P->L Substituicdo
T C->T ACG -> ACA SNP (transition) Nenhum

A G->A CCC->CCT SNP (transition) Nenhum

A G->A CCC->CTC SNP (transition) P->L Substituicdo
C T->C ACA -> GCA SNP (transition) T->A Substituicdo
A T>A TAT ->TTT SNP (transversion) Y ->F Substituicéo
ORF145*

G A->G CAC > CGC SNP (transition) H->R Substituicdo
arif-1

G A->G ATG -> ACG SNP (transition) M->T Substituicdo
G A->G GTA -> GCA SNP (transition) V->A Substituicao
C G->C GCC -> GGC SNP (transversion) A ->G Substituicdo
G A->G TTT->TTC SNP (transition) Nenhum

A G->A ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum
pif-2

C T->C CGT > CGC SNP (transition) Nenhum

Cc T->C AGT -> AGC SNP (transition) Nenhum

T C->T AGC -> AGT SNP (transition) Nenhum

G A->G GAA -> GAG SNP (transition) Nenhum

G A->G AAC -> AGC SNP (transition) N->S Substituicdo
f protein

G A->G TGT ->TGC SNP (transition) Nenhum

A G->A GCC -> GCT SNP (transition) Nenhum

T C->T TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

T C->T TTG->TTA SNP (transition) Nenhum

A G->A CTC->CTT SNP (transition) Nenhum

T G->T ATC -> ATA SNP (transversion) Nenhum

A G->A CTG->TTG SNP (transition) Nenhum

Cc T->C ACA -> ACG SNP (transition) Nenhum
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T C->T AAG -> AAA SNP (transition) Nenhum

A G->A ATC -> ATT SNP (transition) Nenhum

T C>T AGT -> AAT SNP (transition) S->N Substituicéo
rrl

C T->C AAT -> GAT SNP (transition) N->D Substituicao
G A->G GGT -> GGC SNP (transition) Nenhum

A G->A CTC->CTT SNP (transition) Nenhum

Cc T->C TCA ->TCG SNP (transition) Nenhum

G A->G TTG ->TCG SNP (transition) L->S Substituicao
C T->C ATA -> ATG SNP (transition) I->M Substituicéo
C T->C ACT -> GCT SNP (transition) T->A Substituicao
T C>T GTT > ATT SNP (transition) V> Substituicéo
A G->A TTC->TTT SNP (transition) Nenhum

G A->G TCT ->TCC SNP (transition) Nenhum

A G->A GCC -> GCT SNP (transition) Nenhum

A G>A CTC->CTT SNP (transition) Nenhum

C A->C GAT -> GAG SNP (transversion) D ->E Substituicdo
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APENDICE SUPLEMENTAR E — Tabela 5. Comparago das 152 ORFs do genoma de ChinNPV CNPSo0-168 com genes homologos de outros

organismos.
ORF Name Tamanho Posigéo Best hit Identidade (%) E-value
1 polyhedrin 741 1 > 741 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 99.59 2,00E-175
viral capsid
2 associated 1,2 738 < 1,937 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 80.58 0.0
protein
3 pk-1 819 1,961 > 2,779 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 95.22 0.0
4 hoar 2,804 4828 < 2205 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 62.56 8,00E-94
5 unknown 390 4,807 < 5,196 No significant similarity found*
6 unknown 618 5,292 > 5,909 Procambarus clarkii 71.25 3,00E-15
7 unknown 1,086 6,509 > 7,594 *
8 odv-e56 1,116 7,693 > 8,808 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 89.89 0.0
9 me53 1,107 8,907 < 10,013 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 90.76 0.0
10 exon0/ie-0 963 10,309 > 11,271 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.85 0.0
11 p49 1,428 11,288 > 12,715 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 97.26 0.0
12 odv-el8 246 12,725 > 12,97 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 98.77 6,00E-15
13 odv-e27 882 13,011 > 13,892 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 98.28 0.0
14 unknown 282 13,898 > 14,179 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.25 2,00E-46
15 unknown 624 14,23 < 14,853 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.02 4,00E-117
16 ie-1 2,298 14,892 > 17,189 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 82.60 0.0
17 p74 1,977 17,349 > 19,325 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 93.16 0.0
18 p10 276 19,369 < 19,644 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.31 3,00E-35
19 p26a 852 19,696 < 20,547 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 82.33 1,00E-168
20 unknown 300 20,708 > 21,007 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.96 5,00E-61
21 lef-6 471 21,036 < 21,506 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 74.70 3,00E-69
22 dbp 984 21,518 < 22,501 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 86.40 0.0
23 unknown 168 22,5 > 22,667 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 0.008 81.82
24 unknown 432 22,6 > 23,031 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 69.50 2,00E-60
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25 unknown 1,23 23,086 > 24,315 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 52.34 1,00E-130
26 unknown 645 24,452 < 25,096 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 91.54 1,00E-107
27 unknown 312 25,202 > 25,513 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 100.00 4,00E-46
28 unknown 231 25431 > 25,661 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 80.82 2,00E-35
29 39k 978 25,748 < 26,725 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 82.77 9,00E-168
30 lef-11 468 26,7 < 27,167 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.35 4,00E-91
31 unknown 858 26,993 < 27,85 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 86.32 2,00E-178
32 unknown 528 27,991 < 28,518 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 66.48 1,00E-71
33 bro-a 1,398 28,787 > 30,184 Lymantria dispar multiple nucleopolyhedrovirus 64.29 0.0

34 unknown 519 30,276 < 30,794 Betabaculovirus altermyunipunctae 46.29 1,00E-45
35 p47 1,194 30,936 < 32,129 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.70 0.0

36 unknown 180 32,039 > 32,218 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 86.67 6,00E-08
37 unknown 753 32,329 > 33,081 Spodoptera exempta nucleopolyhedrovirus 33.04 9,00E-28
38 unknown 684 33,267 < 33,9 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 32.43 6,00E-19
39 lef-8 2,835 34,046 < 36,88 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 90.79 0.0

40 bjdp 1,041 36,904 > 37,944 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 83.09 2,00E-168
41 iap-3 843 38,018 < 38,86 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 80.07 2,00E-154
42 unknown 180 39,018 > 39,197 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 74.58 1,00E-07
43 unknown 612 39,194 < 39,805 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 71.10 3,00E-79
44 unknown 417 39,867 > 40,283 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.65 3,00E-93
45 unknown 1,116 40,288 < 41,403 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 74.14 2,00E-158
46 unknown 234 41,444 < 41,677 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 85.71 5,00E-39
47 lef-10 228 41,637 > 41,864 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 94.67 4,00E-43
48 vp1054 1,002 41,725 > 42,726 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 95.54 0.0

49 unknown 237 42,85 > 43,086 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 72.53 7,00E-30
50 unknown 399 42,962 > 43,36 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 80.30 3,00E-68
51 unknown 273 43,418 < 43,69 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.66 1,00E-07
52 unknown 513 43,602 > 44,114 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 82.46 8,00E-85
53 unknown 498 44,123 < 44,62 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.83 3,00E-66
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54 unknown 276 44,642 < 44,917 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.52 4,00E-40
55 fp/25K 687 45,188 < 45,874 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 96.67 1,00E-118
56 lef-9 1,491 45957 > 47,447 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 97.18 0.0

57 unknown 256 47554 < 47,809 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 52.63 6,00E-06
58 unknown 156 47,964 > 48,119 No significant similarity found*

59 unknown 159 48,13 > 48,288 No significant similarity found*

60 unknown 258 48,619 > 48,876 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.29 3,00E-36
61 unknown 390 48,883 > 49,272 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 94.57 1,00E-82
62 dnapol 3,183 49,294 < 52,476 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 88.71 0.0

63 desmoplakin 2,136 52,475 > 54,61 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 86.22 0.0

64 lef-3 1,404 54,726 < 56,129 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 76.50 0.0

65 pif-6 396 56,128 > 56,523 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 89.31 1,00E-77
66 iap-2 894 56,575 > 57,468 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 80.00 9,00E-173
67 p26b 738 57,514 > 58,251 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.89 3,00E-153
68 v-cath 1,035 58,367 < 59,401 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 93.91 0.0

69 chiA 1,743 59,515 > 61,257 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 91.54 0.0

70 unknown 702 61,344 > 62,045 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 62.67 3,00E-90
71 pcna 792 62,064 < 62,855 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 73.68 3,00E-124
72 gp37 819 62,987 > 63,805 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.28 0.0

73 phr 1,602 63,833 > 65,434 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 60.32 0.0

74 bro-b 1,461 6551 < 66,97 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 72.50 0.0

75 unknown 258 67,117 < 67,374 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 51.85 9,00E-09
76 unknown 555 67,533 > 68,087 Heliothis virescens ascovirus 3h 39.75 9,00E-24
77 he65 705 68,238 > 68,942 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 82.68 1,00E-129
78 ctl 150 69,037 > 69,186 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.71 2,00E-22
79 unknown 390 69,218 < 69,607 Plutella xylostella multiple nucleopolyhedrovirus 41.07 3,00E-16
80 vif-1 1,179 69,716 < 70,894 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.33 0.0

81 unknown 375 70,891 < 71,265 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 83.87 6,00E-64
82 gp4l 960 71,288 < 72,247 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 99.67 0.0
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83 unknown 717 72,189 < 72,905 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 89.50 1,00E-141
84 tIp20 723 72,793 < 73,515 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 77.59 7,00E-108
85 vp9l 2,484 73,484 > 75,967 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 82.51 0.0

86 vp39 1,008 76,048 < 77,055 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.21 0.0

87 lef-4 1,416 77,03 > 78,445 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 87.69 0.0

88 p33 756 7855 < 79,305 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 93.23 1,00E-177
89 unknown 483 79,304 > 79,786 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 98.12 3,00E-110
90 odv-e25 663 79,783 > 80,445 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.00 1,00E-115
91 helicase 3,633 80,567 < 84,199 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 88.14 0.0

92 odv-e28 519 84,156 > 84,674 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 91.86 1,00E-97
93 unknown 609 84,708 > 85,316 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 65.88 5,00E-73
94 unknown 231 85,343 > 85,573 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 57.14 2,00E-18
95 38K 957 85,604 < 86,56 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 99.69 0.0

96 lef-5 873 86,453 > 87,325 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.76 3,00E-159
97 p6.9 273 87,319 < 87,591 *

98 unknown 156 8757 > 87,725 No significant similarity found

99 p40 1,143 87,678 < 88,82 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.92 0.0
100 p128 366 88,843 < 89,208 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 81.82 1,00E-52
101 p45 1,137 89,195 < 90,331 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 95.77 0.0
102 p87 1,716 90,366 > 92,081 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 82.76 0.0
103 unknown 186 92,078 > 92,263 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 89.74 1,00E-15
104 odv-ec43 1,071 92,247 > 93,317 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 99.44 0.0
105 unknown 279 93,36 > 93,638 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.77 2,00E-29
106 odv-e66 2,028 93,681 < 95,708 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 87.08 0.0
107 p13 915 95,794 < 96,708 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 89.14 0.0
108 unknown 432 97,027 > 97,458 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 61.79 1,00E-37
109 unknown 996 97,508 < 98,503 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 45.16 3,00E-71
110 unknown 393 98,674 < 99,066 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 52.58 7,00E-11
111 unknown 1,044 99,26 > 100,303 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 75.45 0.0
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112 unknown 687 100,385 < 101,071 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 93.45 1,00E-134
113 unknown 1,584 101,114 < 102,697 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 80.04 0.0

114 unknown 957 102,789 < 103,745 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 56.78 2,00E-106
115 pif-3 642 103,844 < 104,485 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 84.91 2,00E-130
116 unknown 429 104,572 < 105 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 57.69 7,00E-36
117 bro-c 588 105,125 > 105,712 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 87.43 5,00E-104
118 sod 456 105,766 > 106,221 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 91.33 3,00E-96
119 unknown 642 106,295 < 106,936 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 46.01 5,00E-54
120 unknown 273 107,093 < 107,365 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 64.56 1,00E-23
121 unknown 513 107,599 < 108,111 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 64.71 4,00E-70
122 dut 486 108,277 < 108,762 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 40.52 2,00E-31
123 calyx 990 109,016 > 110,005 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 94.86 9,00E-136
124 rr2 957 110,098 < 111,054 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 95.60 0.0

125 unknown 430 111,175 > 111,604 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.39 1,00E-71
126 unknown 1,125 111,601 > 112,725 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 92.25 0.0

127 unknown 1,29 112,768 < 114,057 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 86.07 0.0

128 unknown 381 114,059 > 114,439 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.71 1,00E-53
129 exilrﬁi:ggse 1215 | 114,441 > 115655|  Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 82.04 0.0

130 unknown 744 115,674 < 116,417 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 83.06 1,00E-148
131 fof 1,125 116,7 > 117,824 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 73.28 5,00E-177
132 pif-1 1,557 117,921 < 119,477 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 89.47 0.0

133 unknown 522 119,527 < 120,048 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 64.53 4,00E-76
134 gpl6 288 120,124 < 120,411 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 91.25 1,00E-44
135 p24 741 120,423 < 121,163 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 86.38 4,00E-139
136 unknown 405 121,291 > 121,695 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 68.57 2,00E-51
137 lef-2 675 121,625 > 122,299 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 80.89 3,00E-124
138 38.7K 1,185 122,358 < 123,542 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 78.54 0.0

139 lef-1 696 123,588 < 124,283 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 88.32 6,00E-129
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140 unknown 462 124,272 > 124,733 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 72.08 3,00E-43
141 ptp-2 498 124,735 < 125,232 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 88.34 9,00E-101
142 egt 1,566 125,392 > 126,957 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 91.55 0.0
143 unknown 546 127,16 > 127,705 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 91.16 3,00E-113
144 unknown 2,778 127,917 < 130,694 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 86.12 0.0
145 unknown 156 130,806 > 130,961 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 84.00 7,00E-05
146 pkip 504 131,269 > 131,772 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 85.63 1,00E-98
147 arif-1 987 131,847 < 132,833 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 79.03 1,00E-160
148 pif-2 1,149 132,828 > 133,976 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 93.15 0.0
149 unknown 201 134,048 > 134,248 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 54.84 2,00E-09
150 f protein 1,977 134,374 < 136,35 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 95.03 0.0
151 rrl 2,346 136,697 < 139,042 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 84.12 0.0
152 unknown 171 139,06 < 139,23 No significant similarity found
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APENDICE SUPLEMENTAR F — Tabela 6. Comparacdo das 151 ORFs do genoma de ChinNPV-Tabatinga com genes homélogos de outros

organismos.

ORF Nome Tamanho Posigéo Best hit Identidade (%6) E-value
1 polyhedrin 741 1 > 741 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 99.59 5,00E-175
2 assg’zzﬁg'tgﬁgsrgein 1,2 738 < 1,037 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 80.10% 0.0
3 pk-1 819 1961 > 2,779 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 95.22% 0.0
4 hoar 1,935 2804 < 4,738 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 62.56% 6,00E-94
5 unknown 327 4,717 < 5,043 No significant similarity found*

6 unknown 228 5311 < 5538 Clostridia bacterium 72.73% 0.006

7 unknown 1,077 6,302 > 7,378 *

8 odv-e66 1,116 7475 > 8,59 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 89.89% 0.0

9 me53 1,107 8,689 < 9,795 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 90.76% 0.0

10 exon0/ie-0 963 10,091 > 11,053 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 86.79% 0.0

11 p49 1,428 11,07 > 12,497 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 97.26% 0.0

12 odv-e18 246 12,507 > 12,752 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 98.77% 6,00E-15
13 odv-e27 882 12,793 > 13,674 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 98.29% 0.0

14 unknown 282 13,68 > 13,961 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.25% 2,00E-46
15 unknown 624 14,012 < 14,635 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.51% 7,00E-118
16 ie-1 2,301 14,674 > 16,974 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 82.60% 0.0

17 p74 1,977 17,135 > 19,111 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 93.16% 0.0

18 p10 276 19,155 < 19,43 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.31% 3,00E-35
19 p26a 852 19,482 < 20,333 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 82.33% 7,00E-169
20 unknown 300 20,494 > 20,793 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.96% 9,00E-61
21 lef-6 471 20,822 < 21,292 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 79.01% 3,00E-67
22 dbp 984 21,304 < 22,287 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 86.71% 0.0

23 unknown 168 22,286 > 22,453 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 81.82% 0.008
24 unknown 432 22,386 > 22,817 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 70.21% 1,00E-60
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25 unknown 1,23 22,872 > 24,101 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 52.34% 1,00E-130
26 unknown 651 24,238 < 24,888 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.16% 2,00E-105
27 unknown 312 24,994 > 25,305 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 100.00% 4,00E-46
28 unknown 231 25,223 > 25,453 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 80.82% 2,00E-35
29 39k 975 2554 < 26,514 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 82.72% 4,00E-166
30 lef-11 468 26,489 < 26,956 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.35% 4,00E-91
31 unknown 858 26,782 < 27,639 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.96% 4,00E-178
32 unknown 528 27,78 < 28,307 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 68.00% 1,00E-74
33 bro-a 1,368 28,576 > 29,943 | Lymantria dispar multiple nucleopolyhedrovirus 61.97% 0.0

34 unknown 519 30,033 < 30,551 Betabaculovirus altermyunipunctae 46.29% 1,00E-45
35 p47 1,194 30,694 < 31,887 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.95% 0.0

36 unknown 198 31,797 > 31,994 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 90.62% 2,00E-09
37 unknown 756 32,106 > 32,861 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 59.83% 5,00E-94
38 unknown 684 33,047 < 33,73 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 32.43% 6,00E-19
39 lef-8 2,835 33,826 < 36,66 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 90.52% 0.0

40 bjdp 1,041 36,684 > 37,724 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 83.38% 4,00E-169
41 iap3 843 37,798 < 38,64 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 79.36% 4,00E-154
42 unknown 180 38,798 > 38,977 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 74.58% 1,00E-07
43 unknown 615 38,974 < 39,588 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 74.31% 2,00E-81
44 unknown 417 39,65 > 40,066 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.65% 3,00E-93
45 unknown 1,092 40,071 < 41,162 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 75.74% 3,00E-157
46 unknown 234 41,203 < 41,436 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 85.71% 5,00E-39
47 lef-10 228 41,396 > 41,623 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 94.67% 4,00E-43
48 vpl054 1,002 41,484 > 42,485 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 95.54% 0.0

49 unknown 237 42,609 > 42,845 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 72.53% e-30

50 unknown 393 42,721 > 43,113 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 82.31% 3,00E-69
51 unknown 273 43,171 < 43,443 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.66% 1,00E-07
52 unknown 513 43,355 > 43,867 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 82.94% 3,00E-90
53 unknown 504 43,876 < 44,379 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 78.51% 4,00E-59
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54 unknown 276 44,401 < 44,676 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.52% 4,00E-40
55 fp/24K 687 44948 < 45,634 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 96.67% 1,00E-118
56 lef-9 1,491 45717 > 47,207 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 97.18% 0.0

57 unknown 276 47,314 < 47,589 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 84.00% 4,00E-04
58 unknown 156 47,744 > 47,899 No significant similarity found*

59 unknown 159 4791 > 48,068 No significant similarity found*

60 unknown 258 48,399 > 48,656 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 100.00% 6,00E-38
61 unknown 390 48,663 > 49,052 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 94.57% 1,00E-82
62 dnapol 3,183 49,074 < 52,256 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 88.43% 0.0

63 desmoplakin 2,136 52,255 > 54,39 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 86.22% 0.0

64 lef-3 1,404 54,506 < 55,909 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 73.11% 0.0

65 lef-6 396 55,908 > 56,303 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 89.31% 1,00E-77
66 iap-2 894 56,355 > 57,248 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 80.00% 7,00E-173
67 p26b 738 57,294 > 58,031 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.89% 3,00E-153
68 v-cath 1,038 58,126 < 59,163 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 94.22% 0.0

69 chiA 1,743 59,277 > 61,019 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 91.36% 0.0

70 unknown 702 61,106 > 61,807 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 62.21% 1,00E-89
71 pcna 792 61,825 < 62,616 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 73.68% 3,00E-124
72 gp37 819 62,748 > 63,566 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.28% 0.0

73 phr 1,602 63,594 > 65,195 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 60.32% 0.0

74 bro-b 1,461 65,271 < 66,731 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 72.50% 0.0

75 unknown 258 66,878 < 67,135 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 51.85% 8,00E-09
76 unknown 555 67,294 > 67,848 Heliothis virescens ascovirus 3h 39.75% 9,00E-24
77 he65 705 67,999 > 68,703 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 82.68% 1,00E-129
78 ctl 150 68,803 > 68,952 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.71% 2,00E-22
79 unknown 390 68,984 < 69,373 | Plutella xylostella multiple nucleopolyhedrovirus 41.07% 3,00E-16
80 vif-1 1,179 69,482 < 70,66 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.33% 0.0

81 unknown 375 70,657 < 71,031 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 83.87% 6,00E-64
82 gp4l 960 71,064 < 72,013 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 99.67% 0.0
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83 unknown 717 71,955 < 72,671 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 89.50% 1,00E-141
84 tIp20 723 72,559 < 73,281 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 77.59 2,00E-107
85 vp9l 2,484 7325 > 75,733 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 82.51% 0.0

86 vp39 1,008 75,814 < 76,821 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.21% 0.0

87 lef-4 1,416 76,796 > 78,211 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 87.69% 0.0

88 p33 756 78,317 < 79,072 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.83% 2,00E-176
89 unknown 483 79,071 > 79,553 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 98.12% 3,00E-110
90 odv-e25 663 79,55 > 80,212 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 95.00% 1,00E-115
91 helicase 3,633 80,334 < 83,966 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 88.14% 0.0

92 odv-e28 519 83,923 > 84,441 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 91.86% 1,00E-97
93 unknown 609 84,475 > 85,083 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 65.88% 5,00E-73
94 unknown 231 8511 > 85,34 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 58.44% 1,00E-18
95 38K 957 85,371 < 86,327 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 92.11% 0.0

96 lef-5 873 86,22 > 87,092 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.76% 3,00E-159
97 p6.9 273 87,086 < 87,358 *

98 unknown 156 87,337 > 87,492 No significant similarity found*

99 p40 1,143 87,445 < 88,587 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.92% 0.0
100 p128 366 88,61 < 88,975 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 80.99% 9,00E-55
101 p45 1,137 88,962 < 90,098 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 95.77% 0.0
102 p87 1,716 90,133 > 91,848 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 81.87% 0.0
103 unknown 186 91,845 > 92,03 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 100.00% 2,00E-15
104 odv-ec43 1,071 92,014 > 93,084 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 99.44% 0.0
105 unknown 279 93,127 > 93,405 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.77% 2,00E-29
106 odv-e66 2,028 93,448 < 95475 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 86.91% 0.0
107 p13 915 95,561 < 96,475 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 89.14% 0.0
108 unknown 432 96,794 > 97,225 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 61.79% 1,00E-37
109 unknown 1,05 97,274 < 98,323 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 45.16% 6,00E-71
110 unknown 393 98,478 < 98,87 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 52.58% 7,00E-11
111 unknown 1,044 99,06 > 100,103 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 75.45% 0.0
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112 unknown 687 100,185 < 100,871 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 93.45% 1,00E-134
113 unknown 1,584 100,914 < 102,497 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 80.04% 0.0
114 unknown 957 102,592 < 103,548 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 56.47% 2,00E-105
115 pif-3 642 103,647 < 104,288 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 85.38% 7,00E-131
116 unknown 429 104,377 < 104,805 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 50.36% 5,00E-36
117 bro-c 588 104,93 > 105,517 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 87.43% 5,00E-104
118 sod 456 105,571 > 106,026 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 92.00% 9,00E-97
119 unknown 642 106,1 < 106,741 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 45.54% 2,00E-53
120 unknown 273 106,898 < 107,17 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 64.56% 2,00E-23
121 unknown 513 107,404 < 107,916 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 64.71% 4,00E-70
122 dut 486 108,083 < 108,568 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 40.52% 1,00E-31
123 calyx 990 108,822 > 109,811 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 94.86% 9,00E-136
124 rr2 957 109,905 < 110,861 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 95.28% 0.0
125 unknown 408 110,981 > 111,388 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.39% 7,00E-72
126 unknown 1,125 111,385 > 112,509 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 92.25% 0.0
127 unknown 1,29 112,553 < 113,842 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.84% 0.0
128 unknown 381 113,844 > 114,224 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 84.92% 9,00E-52
129 | alkaline exonuclease 1,215 114,226 > 115,44 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 82.04% 0.0
130 unknown 744 115,459 < 116,202 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 83.06% e-148
131 fof 1,122 116,485 > 117,606 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 77.45% 2,00E-177
132 pif-1 1,557 117,703 < 119,259 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 89.27% 0.0
133 unknown 522 119,309 < 119,83 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 64.16% 5,00E-76
134 gplé 288 119,906 < 120,193 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 91.25% 1,00E-44
135 p24 741 120,205 < 120,945 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 87.23% 2,00E-143
136 unknown 405 121,073 > 121,477 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 68.57% 2,00E-51
137 lef-2 675 121,407 > 122,081 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 80.89% 7,00E-125
138 38.7K 1,185 122,136 < 123,32 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 78.54% 0.0
139 lef-1 696 123,366 < 124,061 Chrysodeixis chalcites SNPV TF1-A 88.32% 6,00E-129
140 unknown 462 124,05 > 124,511 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 72.08% 3,00E-43
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141 ptp-2 498 124,513 < 125,01 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 88.34% 9,00E-101
142 egt 1,566 125,168 > 126,733 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 91.75% 0.0
143 unknown 546 126,936 > 127,481 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 91.16% 3,00E-113
144 unknown 2,778 127,689 < 130,466 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 86.00% 0.0
145 unknown 156 130,578 > 130,733 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 88.00% 1,00E-05
146 pkip 504 131,041 > 131,544 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.63% 4,00E-101
147 arif-1 987 131,619 < 132,605 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 85.63% 4,00E-101
148 pif-2 1,149 132,6 > 133,748 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 93.42% 0.0
149 unknown 201 133,82 > 134,02 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus 54.84% 2,00E-09
150 f protein 1,977 134,146 < 136,122 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 95.19% 0.0
151 rrl 2,346 136,47 < 138,815 Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus 84.51% 0.0
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