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Resumo

Baculovirus sdo patégenos que infectam insetos. Estes virus tém sido utilizados em
programas de controle de pragas como alternativa ao uso de agrotéxicos. Um exemplo
bem sucedido é o uso do baculovirus AGQMNPV (Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus) para o controle da lagarta-da-soja, no Brasil. A multiplicacao de
baculovirus pode ser feita no préprio inseto (/in vivo), em condicées de campo ou em
laboratério, ou em cultura de células de inseto (in vitro). No entanto, uma limitacdo do
sistema in vitro é o acimulo de mutantes FP (Few Polyhedra), que resultam no decréscimo
do numero de particulas virais oclusas (poliedros) e consequente reducao da viruléncia.
Recentemente, a selecao de virus estaveis, denominados Many Polyhedra (MP) tem sido
apresentada como uma alternativa viadvel para a producdo de baculovirus em alta escala
em cultivos celulares. Em estudos anteriores, apds sete passagens sucessivas do virus
AgMNPV-2D em culturas de células, um total de seis variantes Many Polyhedra (MP)
foram selecionados. No presente trabalho, estes variantes foram analisados quanto ao
perfil de restricao do DNA utilizando as enzimas EcoRl e Hind//l. Inicialmente, células BTI-
Tn-5B1-4 foram infectadas com o virus e o sobrenadante coletado apds 5 dias de
infeccdo. Em seguida, as particulas virais extracelulares (budded viruses), contidas no
sobrenadante, foram purificadas por ultracentrifugacdo em colchao de sacarose 25%. O
DNA viral foi entao extraido utilizando-se solucdes de fenol, fenol:cloroférmio:éalcool
isoamilico (25:24:1) e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Os perfis de restricdo de DNA
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0.8 %. Nao foram detectadas
alteracoes, por esta técnica, em relacao ao inéculo original AQMNPV-2D. A andlise do
perfil de proteinas das células infectadas com estes variantes também nao revelou
diferencas significativas entre eles. As caracteristicas morfolégicas observadas, como
formacao de muitos poliedros apds sucessivas passagens em cultivos celulares,
juntamente com os dados obtidos pela anélise do perfil de DNA e de proteinas, indicam
que os seis MPs mantiveram o padrao do virus selvagem. Para dar continuidade a
caracterizacao destes variantes, trabalhos estdo em andamento visando a analise
ultraestrutural (microscopia eletrénica) e a determinacdo do nimero de particulas BVs
formadas (microtitulacao).

! Bidlogo, BSc., Universidade de Brasilia/ Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Bidlogo, MSc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3 Engenheira Quimica, Ph.D., Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
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Electrophoretic analysis of six
stable variants (Many Polyhedra)
of Anticarsia gemmatalis MNPV
baculovirus

Abstract

Baculoviruses are pathogens which infect insects. These viruses have been used in plague
control programs as an alternative to the use of agrotoxins. A successful example is the
use of the AgMNPV baculovirus (Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus) for
controlling the soybean caterpillar in Brazil. Baculovirus multiplication can be made in the
insect (in vivo), in field or laboratory conditions, or in insect cell culture (in vitro).
However, a limitation in the in vitro system is the accumulation of FP (Few Polyhedra)
mutants that results in the decrease of the occluded viral particles number (polyhedra)
and, as a consequence, virulence reduction. Recently, the stable virus selection, called
Many Polyhedra (MP) has been presented as a viable alternative for large scale baculovirus
production in cell cultures. In previous studies a total of six Many Polyhedra (MP) variants
were selected after seven successive cell passages of the AgMNPV-2D virus in cell
culture. In the present work, these variants were analyzed according to the DNA
restriction profile using the EcoRl and Hindlll enzymes. Initially, BTI-Tn-5B1-4 cells were
infected with the virus and the supernatant collected after 5 days of infection. After that,
the extra cellular particles (budded viruses) present in the supernatant, were purified by
ultracentrifugation in 25% sucrose cushion. The viral DNA was then extracted using
phenol, phenol:chloroform:isoamil alcohol (25:24:1) and chloroform:isoamil alcohol (24:1)
solutions. DNA restriction profiles were analyzed by electrophoresis in 0.8% agarose gel.
There were no alterations detected using this technique, in comparison to the original
AgMNPV-2D inoculum. The protein profile analysis of cells infected with these variants
also did not show significant differences among them. The observed morphologic feature,
such as many polyhedra formation after successive passages in cell culture, together with
the data obtained from the protein and DNA profiles, indicate that the six MPs kept the
wild virus pattern. In order to give continuity to these variants characterization, ultra
structural analysis (electron microscopy) and the number the formed BVs particle
determination (microtitration) studies are in progress.

Index terms: AgMNPV baculovirus, Anticarsia gemmatalis, Many Polyhedra,
electrophoresis.
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Introducao

Baculovirus sao virus que infectam artrépodes, principalmente insetos da ordem
Lepidoptera, bem como das ordens Hymenoptera e Diptera (BONNING, 2005). Estes virus
apresentam dois fenétipos: Budded virus (BV) e Occlusion-derived virus (ODV). Os BV séo
responsaveis pela infeccao sistémica do hospedeiro (célula a célula). Os ODV apresentam-
se envoltos por uma matriz proteica, formando estruturas denominadas corpos de oclusao
(poliedros), que promovem a transmissao dos virus entre diferentes insetos hospedeiros.
(BONNING, 2005; CASTRO & SOUZA, 2006). Os baculovirus em sua forma viral oclusa
podem ser utilizados em programas de controle de pragas, em alternativa ao uso de
agrotéxicos. Um exemplo bem sucedido é a aplicacao do baculovirus AQMNPV (Anticarsia
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus) para o controle da lagarta-da-soja no Brasil
(MOSCARDI, 1999).

A infeccao das larvas pelos baculovirus se da principalmente por via oral, por ingestao da
forma viral oclusa. Apds a ingestao, os virions sao liberados mediante a dissolucao dos
corpos de oclusdo nas condicées alcalinas (pH>7,5) e sob acdo de proteases do tubo
digestivo do inseto. Em contato com as microvilosidades intestinais, os nucleocapsideos
invadem as células epiteliais (por endocitose adsortiva), onde se multiplicam no nucleo da
célula, sem ainda produzirem corpos de oclusdo. Esse estagio inicial culmina com a
formacao de particulas BV, caracterizando o que é conhecido como infeccao primaria. Os
virus extracelulares (BV), quando alcancam a hemolinfa da larva hospedeira, podem gerar
uma infeccao sistémica. A partir de entdo ocorre a producao de grandes quantidades de
nucleocapsideos e posterior formacao dos corpos de oclusdo no nucleo das células dos
tecidos susceptiveis da lagarta, caracterizando a infeccao secundaria. Apds 72 horas de
infeccdo, as células infectadas podem sofrer lise, e os insetos mortos tornam-se
importantes fontes de inéculos virais para infeccoes seguintes, tanto no campo quanto em
laboratério (ALVES, 1986; ACHARYA et a/, 2002; CASTRO & SOUZA, 2006).

Visando a producao de um inseticida viral, a multiplicacao de baculovirus pode ser feita em
dois diferentes sistemas: no préprio inseto (in vivo), por meio da replicacao do virus em
lagartas; ou em cultura de células de inseto (in vitro), utilizando-se linhagens celulares
suscetiveis (REZENDE, 2008). Todos os bioinseticidas a base de baculovirus vendidos
comercialmente envolvem producao viral in vivo.

Métodos de producao in vitro também podem ser empregados, e mostram-se promissores
para a producao de bioinseticidas em larga escala e aplicacdao em areas extensas de cultivo
(MILLER, 1997). Entretanto, uma limitacao do sistema in vitro é o acumulo de mutantes
Few Polyhedra (FP). Os variantes FP possuem um baixo padrdao de producao de poliedros
por célula, além de terem como caracteristica a alta producao de particulas virais BV, que
tornam os variantes FP predominantes na populacdo apds passagens consecutivas. Tais
mutacdes geradas durante a propagacao de baculovirus em cultivos celulares causam
reducao da viruléncia dos virus produzidos, prejudicando o processo de obtencao de
poliedros viaveis para a aplicacao em controle biolégico (SLAVICEK, 1995).

A geracdo de variacdes genotipicas em decorréncia de passagens seriais em culturas de
células é um fendbmeno observado em varias familias de virus, entre elas a Baculoviridae. A
predominancia dos fenétipos FP, em detrimento dos MP (Many Polyhedra), é considerada
um fendmeno comum em passagens seriais de baculovirus (VLAK et. al., 1996). Mutacodes
em regides especificas do genoma viral (grandes insercoes e delecdes), principalmente no
l6cus do gene 25K FP, tém sido correlacionadas com a geracao de variantes FP em
Autographa californica MNPV (AcMNPV) e Galleria mellonella MNPV (GmMNPV).
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O produto génico do 25K FP é uma proteina de 25 KDa, a qual é essencial para a
formacédo de poliedros e a oclusdo de particulas virais nestas estruturas (BISCHOFF &
SLAVICEK, 1997).

A selecdo de variantes geneticamente estaveis, com alta producao de BV e com maior
producao de poliedros/mL mostra-se necessaria para viabilizar o emprego destes como
inéculos em cultivos em escala maior de producdao, com o uso de biorreatores. Virus com
tais caracteristicas, denominados Many Polyhedra, vem sendo identificados e apresentam
potencial para esta aplicacao (REZENDE, 2008). Em biorreatores, o efeito passagem ocorre
de maneira mais severa, tendo em vista que neste sistema o suprimento de células nao
infectadas é feito continuamente, possibilitando novas passagens sucessivas do virus, em
um curto espaco de tempo. A alta frequéncia de passagens dos virus em novas células,
aliada aos altos titulos virais produzidos em consequéncia destas infeccdes, revela a
necessidade de selecao de variantes AQMNPV mais estdveis geneticamente, os quais serdao
capazes de suportar mais passagens, sem no entanto sofrer graves mutacoes genéticas
que acarretam em perda de viruléncia (VLAK et. al., 1996).

Este trabalho apresenta resultados parciais de uma pesquisa que envolve a caracterizacao
molecular de seis variantes Many Polyhedra do virus AQMNPV (Anticarsia gemmatalis
multiple nucleopolyhedrovirus).

Material e métodos

Virus

Em estudos anteriores, 6 variantes MPs foram isolados apds sete passagens sucessivas do
virus AgMNPV-2D em células BTI-Tn5-B1-4 e selecionados pela técnica de plaque assay.
Estes variantes geraram isolados denominados MP1, MP2, MP3, MP4, MP5 e MP6
(RANGEL et a/, 2010).

Células e multiplicacao viral

Foram utilizados inéculos destes isolados para multiplicacao em células BTI-Tn5-B1-4, em
frascos de 75 cm?, contendo meio de cultura TNMFH acrescido de antibidtico-antimicético,
suplementado de Soro Fetal Bovino. A densidade celular adotada para as infeccdes era
equivalente a 60% de monocamada celular (estimativas visuais). Cada um dos respectivos
indculos virais (300 uL) foi adicionado as células, e a adsorcao ocorreu em 2,5 mL de meio
de cultura. Apés o periodo de 1 h, o volume final (10 mL) era restabelecido. As células
foram mantidas em estufa a 27°C até 5 dias pds infeccao, e entdo coletadas para as
analises. Os efeitos citopaticos induzidos pelo virus foram visualizados por meio de
microscoépio de fase (Olympus CK2).
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Eletroforese de proteinas (SDS-PAGE)

Inicialmente, as amostras de células sadias e células infectadas com os variantes MP
foram sedimentadas (4400 rpm/5 min). Apds a centrifugacao de cada amostra, os
precipitados foram lavados com TE (pH 8,0) e ressuspendidos em 40 uL de tampao de
amostra 5X, que, juntamente com 2% de B-mercaptoethanol, gerou um volume final de
200 uL. As amostras foram desnaturadas por aquecimento (100°C, 3 min.).

O gel de poliacrilamida desnaturante 15% (SDS-PAGE) foi preparado de acordo com
LAEMMLI (1970). Um volume de 15 uL de cada amostra foi aplicado, e como marcador de
peso molecular foi utilizado o Low Range Rainbow Molecular Weight Markers - RPN755
(Amersham). A eletroforese ocorreu a 27 V durante a noite. O gel foi fixado com metanol
40%, acido acético glacial 7,5% e Coomassie blue R-250 0,05%. A descoloracéao foi feita
com metanol 40% e acido acético glacial 7,5%.

Purificacao do DNA

Para andlise do perfil de restricdo de DNA, as particulas virais Budded Virus, contidas no
sobrenadante coletado, foram purificadas. De acordo com O’REILLY et al. (1992), as
amostras foram ultracentrifugadas (24000 rpm, 5°C, 75 min.) em colchao de sacarose
25% e em seguida passaram por um tratamento com proteinase K (500 pg/mL) a 37°C
durante a noite. O DNA viral foi entao extraido utilizando-se solucdes de fenol,
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e cloroférmio:éalcool isoamilico (24:1).

Eletroforese em gel de agarose
Apés clivagem com as enzimas de restricdo Pst / e Hind //l, o DNA foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 0.8 %. Foram utilizados os marcadores moleculares A/Pst/ e
1 Kb DNA Ladder.

Resultados e discussao
As caracteristicas morfolégicas apresentadas pelos variantes selecionados, como formacao

de muitos poliedros no ndcleo celular, revelam que eles mantiveram o mesmo padrao do
virus selvagem (Figura 1), apesar das sucessivas passagens em cultivos celulares.
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Figura 1. Multiplicacédo de variantes Many Polyhedra (MP) em células BTI-Tn-5B1-4. (A) Células ndo infectadas

(controle). (B) Células infectadas com o protétipo AgQMNPV-2D (passagem P1). (C) Células infectadas com
variante MP2 (passagem P2). (D) Células infectadas com variante MP5 (passagem P2). As setas apontam o
acumulo de corpos de oclusédo (OB) no ntcleo e a formacédo de protuséo celular (P).

Com base na anaélise do perfil de restricido do DNA por eletroforese em gel de agarose, nao
foram observadas alteracées entre o inéculo AQMNPV-2D e os variantes MPs. Além disso,
nao foram detectadas grandes insercdes ou delecdes de regides internas aos fragmentos
de DNA ja reportados para o isolado 2D. Igualmente, ndo foram observadas auséncias ou
ganhos de sitios de restricao, os quais poderiam levar a fusao ou a separacao de
fragmentos, respectivamente. A aparente auséncia de bandas submolares indica que os
clones virais foram adequadamente purificados (Figuras 2 e 3).



Anélise Eletroforética de Seis Variantes Estaveis (Many Polyhedra) do Baculovirus Anticarsia gemmatalis MNPV 11

bp mk1 Ag2D MP1 MP2 MP3 MP4 MP5 MP6 mk2

5000 —

4000 —
3000 —

2500 —

2000 —

1500 —

1000 —

750 —

Figura 2. Perfil de restricdo do DNA de variantes MPs digerido com Hind /ll. Ag2D = In6éculo AgMNPV 2D; MP =
Many Polyhedra; mk1 = Marcador Lambda DNA/Pst |; mk2 = Marcador 1 Kb DNA Ladder.
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Figura 3. Perfil de restricdo do DNA de variantes MPs digerido com Pst /. Ag2D = In6culo AgMNPV 2D; MP =
Many Polyhedra; mk1 = Marcador Lambda DNA/Pst I; mk2 = Marcador 1 Kb DNA Ladder.
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A andlise por SDS-PAGE revelou similaridade entre os perfis de proteinas das células
infectadas com os variantes MPs. Em comparacao com células nao infectadas (mock
infected), observou-se a presenca de uma banda de cerca de 30 KDa no clone AgMNPV-
2D e nos seis variantes MPs (Figura 4).

kDa

45

Poliedrina —
30

Figura 4. Anélise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) do perfil de proteinas de células Tn-5B1-4 infectadas
por variantes MPs. (1) Poliedros de AgMNPV-2D semipurificados (2) Marcador Low Range Rainbow Molecular
Weight Markers - RPN755; (3) Células ndo infectadas; (4) Infeccdo com AgMNPV-2D; (5) Infeccdo com MP1; (6)
Infeccdo com MP2; (7) Infeccdo com MP3; (8) Infeccdo com MP4; (9) Infeccdo com MP5; (10) Infeccdo com
MP6.

Este resultado era esperado, pois nesta faixa encontra-se a poliedrina: principal
componente proteico do poliedro. Por possuir um promotor forte, o gene po/h expressa a
poliedrina em grande quantidade no final do ciclo de replicacao viral, representando cerca
de 90% da matriz proteica do poliedro. Outras proteinas virais foram expressas, no
entanto, devido a abundancia de proteinas estruturais das células, nao foi possivel
identifica-las pela técnica de SDS-PAGE.

Devido a alta especificidade e a auséncia de toxicidade ao homem e ao meio ambiente, os
baculovirus mostram-se como uma boa alternativa ao uso de agrotéxicos quimicos. A
producdo de baculovirus em cultivos celulares apresenta diversas vantagens; no entanto, a
geracdo de mutantes durante passagens seriais em cultivos celulares é ainda um
importante fator limitante neste processo. A selecao de variantes geneticamente estaveis
(MPs), com padrao de alta producao de poliedros, apresenta-se como uma opcao viavel
para a otimizacdo da producao de baculovirus em sistemas in vitro.
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Conclusoes

Os dados obtidos sugerem que os MPs podem possuir maior estabilidade genética, quando
comparado a outros isolados presentes na populacao viral, fato que os tornariam
candidatos potenciais para serem utilizados em uma estratégia de producao de particulas
virais oclusas em larga escala. Para dar continuidade a caracterizacao destes variantes,
trabalhos estdao em andamento visando a analise ultraestrutural (microscopia eletrénica) e a
determinacado do nuimero de particulas BVs formadas (microtitulacao).
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