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Resumo — Os baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedro-
virus (AgMNPV) e Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV)
que infectam duas importantes pragas da soja, Anticarsia gemmatalis e
Chrysodeixis includens, respectivamente, foram testados a respeito da in-
fectividade a diferentes linhagens celulares. As linhagens celulares, IPLB-
SF-21AE, Sf9 e BTI-Tn-5B1-4, foram previamente definidas como produti-
vas para infeccao de AgMNPV. Neste trabalho a susceptibilidade destas
linhagens a infecgao simples por ChinNPV e infecgao mista de ChinNPV e
AgMNPV foram testadas. As células foram semeadas a uma densidade de
1X106 por placa de 60mmZ2. Os virus foram obtidos a partir de hemolinfa de
larvas infectadas, aos 4 dias pos-infecgéo (d.p.i.), e adsorvidos a células du-
rante 1 hora (P0). Células infectadas foram mantidas em meio TNMFH com-
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pleto a 27°C. As células foram inicialmente monitoradas por microscépio 6tico
durante cinco dias para realizar as analises morfolégicas. Posteriormente, os
sobrenadantes foram coletados para novas infecgbes (P1) usando o mesmo
procedimento. Aos 5 d.p.i., os sobrenadantes foram coletados para a segun-
da passagem (P2). A ultraestrutura dos corpos de ocluséo foi analisada por
Microscopia Eletronica de Transmissao para a passagem PO. A quantidade
de DNA obtida dos Budded Virus (BVs) das trés passagens foi monitorada por
PCR em tempo real (QPCR) usando sistema Sybr green com primers dese-
nhados para gp64 de AQMNPV e photolyase de ChinNPV. Bioensaios foram
realizados com larvas de A. gemmatalis e C. includens para comprovacao de
co-oclusdo na dose estimada de 1 poliedro/larva. Os resultados demonstra-
ram sucesso na co-infecgdo nestas células, mas a quantidade de ChinNPV
tende a diminuir nas passagens seriais, enquanto a quantidade de AQMNPV
tende a aumentar na primeira passagem e estabilizar na segunda passagem.
Os resultados de bioensaios comprovaram a presenga de poliedros co-oclui-
dos com ambos 0s virus.

Termos para indexagao: co-oclusdo, baculovirus, lagarta da soja, lagarta
falsa-medideira, Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens.
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Abstract — The Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) and Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) bac-
uloviruses that infect two important soybean pests, Anticarsia gemmatalis and
Chrysodeixis includens respectively, were tested regarding their infectivity to
different cell lines. The cell lines IPLB-SF-21AE, Sf9 and BTI-Tn-5B1-4 were
previously evaluated as productive to AGQMNPV infection. In this work the sus-
ceptibility of these cell lines to single infection of ChinNPV and mixed infection
of ChinNPV and AgMNPV was tested. The cells were seeded at a density
of 1X10° per 60mm’ dish. The viruses were obtained through hemolymph
from infected larvae at 4 days post-infection (d.p.i.) and allowed to adsorb to
cells during 1 hour (P0). Infected cells were kept in TNMFH complete medium
at 27°C. Morphological changes were initially monitored by light microscopy
for five days. Then, the supernatants were collected for new infections (P1)
using the same procedure. At 5 d.p.i. the supernatants were collected for the
second passage (P2). The ultrastructure of the occlusion bodies was ana-
lyzed by Transmission Electron Microscopy for PO passage. The amount of
DNA obtained from Budded Virus (BVs) particles of the three passages was
monitored by real-time PCR (qPCR) using Sybr green system with primers
designed to gp64 of AQMNPV and photolyase of ChinNPV. Bioassays were
performed with both A. gemmatalis and C. includens larvae, to investigate
the co-occlusion at 1 polyhedra/larvae. The results demonstrated success-
ful co-infection in these cells, but whereas the amount of ChinNPV tends to
decrease over serial passages, the amount of AQMNPYV tends to increase in
the first passage and to stabilize in the second one. The bioassays results

confirmed the presence of co-occluded polyhedra.

Index terms: Co-occlusion, Baculovirus, Velvetbean Caterpillar, Soybean

looper, Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens.



8 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 333

Introducao

As espécies de Lepidoptera que atacam a soja no Brasil, em ordem de-
crescente de importancia, sdo Chrysodeixis includens (= Pseudoplusia in-
cludens), Anticarsia gemmatalis e as espécies do género Spodoptera, S.
cosmioides, S. eridania, e S. albula, todas pertencentes a familia Noctuidae.
Nas ultimas safras, ataques severos de lagartas nas culturas de soja, mi-
Iho e algodao na regido do cerrado tém sido relatados por produtores. O
crescimento populacional de lagartas e consequentes prejuizos aos sistemas
de producgao foram ocasionados por um processo cumulativo de praticas de
cultivo inadequadas, caracterizadas pelo plantio sucessivo de espécies ve-
getais hospedeiras (milho, soja e algodédo) em areas contiguas, associado a
um manejo inapropriado dos agrotéxicos. Isso tornou o agroecossistema pro-
gressivamente vulneravel aos insetos-praga devido a farta disponibilidade de
alimentos, sitios de reprodugao e abrigo durante quase todo o ano (Embrapa,
2013).

A crescente consciéncia da sociedade sobre as necessidades de desen-
volvimento econémico sustentavel comprometido com a saude da popula-
¢ao e de preservacao do meio ambiente tem impulsionado o crescimento do
uso de praticas alternativas aos métodos quimicos de controle de pragas.
No Distrito Federal, a soja é a cultura com maior area cultivada, tendo sido
plantados cerca de 70 mil ha no ano de 2016 (Emater, 2017). Devido a pre-
senga de inUmeros mananciais que dao origem a reservatérios de agua para
a populacao do Distrito Federal e de importantes rios do Brasil, € grande a
preocupagao com uma agricultura mais sustentavel e que utilize menor quan-
tidade de agrotoxicos.

No Brasil, um bioinseticida denominado baculovirus anticarsia, cujo princi-
pio ativo é o Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV),
tem sido empregado para o controle da lagarta da soja (Moscardi, 1999).
Constitui-se no maior programa do mundo de controle biolégico com virus
(Moscardi et al., 2011) tendo sido utilizado desde a década de 1980. No en-
tanto, a area tratada com este agente de controle microbioldgico foi redu-
zida drasticamente, em decorréncia de desequilibrio ecoldgico, levando a
ressurgéncia de pragas como a lagarta falsa-medideira, C. includens, cujas
populagdes tornaram-se mais frequentes desde 2003/2004 (Braga et al.
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2011, Moscardi et al., 2011). Em 2007, foi relatada a ocorréncia natural de
Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) em lagartas falsa-
-medideira no Parana (Craveiro et al., 2013) e em 2014 na regido dos cerra-
dos (Souza et al., 2015).

Os baculovirus possuem como caracteristica peculiar, durante seu ciclo
de vida, a formacao de dois fenoétipos virais distintos em estrutura e fungao:
as formas Occluded Derived Virus (ODV) e Budded Virus (BV). A forma BV é
produzida por brotamento do virus através da membrana plasmatica de célu-
las infectadas e serve para transmitir a doenga entre varias células e tecidos
dos insetos. A forma ODV, é encontrada nas particulas oclusas (poliedros),
sendo altamente infecciosa as células epiteliais do intestino. Essa forma oclu-
sa é embebida em uma matriz protéica, constituida principalmente por uma
proteina derivada do virus denominada poliedrina, sendo estavel no meio
ambiente e servindo para a transmissado da doencga de inseto para inseto.

A produgcao comercial de baculovirus é atualmente feita pela infec¢ao
massal de lagartas em laboratério. A produc¢ao de baculovirus em cultura de
células, em biorreatores, € uma alternativa interessante, pois possibilitaria
a sua multiplicagdo em condigbes estéreis e utilizando menor espago labo-
ratorial. Apesar de vantajosa em relagao a produgao in vivo, a produgao de
baculovirus em sistema in vitro tem sido limitada devido a alteragdes gené-
ticas causadas pela passagem do virus em cultura de células (Krell, 1996).
Estudos tém sido desenvolvidos para otimizagao de processos de produgao
in vitro.

A co-oclusdao é um processo que ocorre apos a co-infecgdo de uma cé-
lula hospedeira por dois virus distintos. Foi muito utilizada para testes com
espécies de baculovirus transgénicos com insertos na regido do gene da po-
liedrina. Assim, a co-oclusao dos virus recombinantes e dos tipos selvagens,
que produzem normalmente a poliedrina, resultou em ambos os tipos de virus
ocluidos em poliedros (Hamblin et al., 1990; Wood et al., 1994). Em traba-
Iho realizado com a co-oclusdo de dois gendtipos distintos de Helicoverpa
armigera single nucleopolyhedrovirus (HearSNPV), Arrizubieta et al. (2015),
verificaram que a linhagem resultante do processo apresentou caracteristicas
mais vantajosas para um biopesticida em comparagdo com as linhagens dos
genotipos utilizadas isoladamente.



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 333

O presente trabalho visou a utilizagdo da estratégia de co-oclusédo de
isolados de AQMNPV e ChinNPV em sistema in vitro, utilizando uma unica
linhagem celular, bem como a avaliagdo de sua patogenicidade no inseto
hospedeiro.

Material e Métodos

2.1.Virus e linhagens celulares

Foram utilizados os virus Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus
(ChinNPV), coletado em Buritis-MG, e Anticarsia gemmatalis multiple nucleo-
polyhedrovirus (AgMNPV), clone viral 2D, cedido pelo Dr. James Maruniak
(Universidade da Florida).

Células de Trichoplusia ni (BTI-Tn-5B1-4) e Spodoptera frugiperda (SF21
e Sf9) foram mantidas em frascos T-25, a 27°C, em meio TNMFH (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino 10%.

2.2. Purificagao de poliedros

Poliedros foram purificados de acordo com Maruniak (1986). Larvas de
C. includens infectadas com o isolado Buritis (Souza et al. 2015) e de A.
gemmatalis infectadas com o isolado Ag2D (Johnson e Maruniak, 1989) fo-
ram trituradas em tampao de homogeneizagdo (acido ascoérbico 1%; SDS
2%; Tris 0,01M pH 7,8; EDTA 0,001M pH 8,0). Apés filtragem em trés cama-
das de gaze com la de vidro e centrifugacao a 10.000 rpm, por 15min, a 4°C
(rotor Sorval SS 34), o sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em
10 ml de tampéo TE (Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0). Apds nova
centrifugacao a 12.000 rpm, por 12min, o pellet foi suspenso em tampao TE.
Em seguida, foram aplicados 5,0 ml da amostra em gradiente de sacarose
de densidade 1,17 a 1,30g/ml e submetido a centrifugacao a 24.000 rpm, por
40min a 4°C (rotor Sorvall AH 627). A banda de poliedros formada no tergo
inferior do tubo foi coletada com uma pipeta Pasteur e diluida em quatro
volumes de tampdo TE. Apds centrifugagéo a 12.000 rpm, por 15min a 4°C
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(rotor Sorvall SS 34), o pellet contendo os poliedros foi suspenso em agua e
armazenado a —20°C.

2.3.Extracado de DNA viral a partir de células infectadas

Foi utilizado o kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) de acordo
com as recomendacdes da fabricante, a partir de 100 pl de sobrenadante de
células infectadas e/ou poliedros purificados.

2.4.Extracdo do DNA a partir de poliedros

Inicialmente, foram adicionados 100 pl de solugdo Na,CO, 1M a uma sus-
pensao de 1,5 ml de poliedros purificados (concentragdo de 5x108 PIBs/ml).
A suspenséo de poliedros foi incubada a 37°C por 30 min, para solubilizagdo
da poliedrina e liberagédo dos virions. Em seguida, foram adicionados 50 pl
de SDS 20% e, apdés 10 min, foram acrescentados 50 pl de proteinase K (5
mg/ml). Foi feita entdo a incubagédo do material a 37°C por um periodo de 6
a 14 h. Para rapida remocao de debris celulares, o material foi centrifugado
a 12.000 rpm por 2 min (microcentrifuga). Para extragédo do DNA, foi adicio-
nado, ao sobrenadante, igual volume de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(25:24:1) e utilizado o protocolo padréao descrito por Sambrook et al. (1989).

2.5.Real-time PCR (qPCR)

Foram desenhados primers especificos para genes distintos entre as duas
espécies virais (AgMNPV e ChinNPV). Foi adotado o sistema Sybr Green,
conforme a metodologia descrita por Zwart et al. (2008) para determinar a fre-
gléncia genotipica em populagdes de baculovirus. Embora o virus AGQMNPV
e o virus ChinNPV pertencam ao mesmo género (Alphabaculovirus) e sejam
do tipo Nucleopolyhedrovirus (NPV), eles séo filogeneticamente agrupados
separadamente. O virus AQMNPYV pertence ao grupo NPV | e o ChinNPV ao
NPV Il. Eles apresentam genes unicos que foram utilizados como molde no
emprego da técnica de PCR em tempo real. Primers especificos foram dese-
nhados para os genes gp64 e a ORF ag31 do virus AQMNPV, que codifica a
glicoproteina GP64 e proteina PARP-like, respectivamente. Da mesma forma,
foram desenhados primers especificos para gene que codifica a fotoliase do
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virus ChinNPV e o gene unico que codifica a ORF5. As analises foram efe-
tuadas com o kit Rotor gene Sybr Green PCR master mix (Qiagen) em equi-
pamento Rotor-Gene Q (Qiagen) de acordo com as instrugdes do fabricante.

2.5.1Padronizacao da reagao

A concentragdo de primers em cada reagao foi previamente otimizada,
bem como a possibilidade de resultados falso-positivos foi testada a partir de
DNA obtido de controles sem virus de cultivos celulares e larvas. Também foi
verificada a possibilidade de detecgao da espécie viral ndo-alvo.

Posteriormente, foram efetuadas diluicbes seriais do DNA obtido dos po-
liedros purificados. As reagdes foram efetuadas em triplicata para obtencao
dos parametros de eficiéncia da reagéo e Cycle threshold (Ct) das reacoes.

2.5.2.Validagao da reagcao

Para validagao dos parametros de detecgao previamente determinados,
foram efetuadas as seguintes diluicbes seriais de poliedros de ChinNPV
e AgMNPV misturados: (mistura 1) 1x106 pol/ul de ChinNPV e 5 pol/ul de
AgMNPV; (mistura 2) 5x10° pol/ul de AQMNPV e 10 poliedros/ul de ChinNPV;
(mistura 3) 103 pol/ul de cada virus. As misturas foram submetidas a extracao
de DNA com kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) de acordo com as
recomendacgbes da fabricante e submetidas a reagdo de qPCR. As reagbes
de qPCR foram realizadas em duplicata técnica e repetidas para confirmacao.

2.6. Producgao in vitro dos virus ChinNPV e AgMNPV

Foram utilizadas células de trés linhagens celulares: T. ni (BTI-Tn-5B1-4)
e S. frugiperda (IPLB-SF21AE e Sf9). As células foram mantidas a 27°C, em
meio TNMFH (Gibco) suplementado com soro fetal bovino 10%, para expe-
rimentos em cultivo estatico. Foram realizados ensaios de infecgdo com o
ChinNPV isoladamente e em conjunto com o virus AGMNPV. Avaliou-se neste
a producgao de virus em trés passagens subsequentes: PO, onde a infecgao
foi feita mediante uso de hemolinfa de lagarta previamente infectada, P1, na
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qual utilizou-se como indculo o sobrenadante da PO e, por ultimo, P2, na qual
utilizou-se como inéculo o sobrenadante da P1.

Larvas de A. gemmatalis e C. includens (3 ° /4° instar) foram alimenta-
das com poliedros dos virus AGQMNPV e ChinNPV, respectivamente. Apds o
4° dia, a hemolinfa das larvas foi removida, tratada com cisteina, filtrada e
adicionada a cultura de células separadamente (passagem POQ). As células
foram previamente semeadas numa densidade de 3 x 106/frasco de 25cm?2,
em meio TNMFH (Gibco) contendo soro fetal bovino.

Apbds o periodo de adsor¢do de 1h, o inéculo foi removido e as células
foram mantidas em estufa a 28°C em meio de cultura. O sobrenadante con-
tendo Budded Virus (BV) foi coletado 72h apds infeccao (passagem P1) e
utilizado como inéculo na passagem seguinte e assim sucessivamente, utili-
zando o mesmo procedimento para infecgdo viral. Aliquotas dos cultivos fo-
ram removidas em diferentes periodos apos infecgéo para visualizagao de al-
teragcdes morfoldgicas, contagem do niumero de células infectadas, contagem
do numero de poliedros formados, extragao do DNA a partir do sobrenadante
(BVs) e gPCR.

2.7 Determinagao da producao viral por Real-time PCR (qPCR)

Dois experimentos foram efetuados, sendo o primeiro com o DNA quantifi-
cado e padronizado na mesma concentragao para todas as reagoes a fim de
comparar a concentragao viral nas passagens sucessivas. O segundo expe-
rimento foi efetuado padronizando-se a mesma quantidade de DNA para as
reagbes de detecgdo de AQMNPV e ChinNPV para verificar-se qual dos virus
apresentou maior concentracdo em cada passagem.

Os poliedros obtidos nas passagens PO, P1 e P2 das co-infecgcbes de
ChinNPV e AgMNPV foram recolhidos através da metodologia descrita por
Alves e Moraes (1998) e o DNA extraido a partir de 100 ul da suspenséao de
poliedros com o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen), de acordo com as reco-
mendacgdes da fabricante para posterior reacdo de qPCR.
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2.8.Analise ultraestrutural

Para analise ultraestrutural de células BTI-Tn-5B1-4 infectadas, amostras
foram tratadas para visualizagdo em microscopia eletrénica de acordo com
Bozzola e Russel (1992). Inicialmente, as células foram fixadas em tampéo
de cacodilato de sodio 0,1M e glutaraldeido 2,5% e imersas em tampé&o de
pos-fixagdo contendo tetréxido de 6smio. Em seguida, elas foram submetidas
a uma série de desidratagbes em etanol 30%, 70%, 90% e 100%, e condi-
cionadas em resina spurr. O material foi entdo cortado em sec¢des finas com
ultramicrotomo (navalha de diamante) e colocado sobre telinhas de cobre.
Finalmente, as telinhas contendo as amostras foram coradas com acetato de
uranila 2% e visualizadas em microscoépio eletrénico de transmisséo (M.E.T.)
1011 (Bozzola e Russell, 1992).

2.9. Bioensaios
2.9.1.Criacéo de C. includens

Para o estabelecimento de criacdo de C. includens, foram realizadas cole-
tas de larvas nas lavouras de soja nas areas rurais do Distrito Federal, duran-
te os meses de plantio (dezembro a fevereiro), através da técnica do pano de
batida. As larvas foram mantidas em dieta artificial preparadas de acordo com
Hoffmann-Campo et al. (1985) e todas as etapas da criagéo foram mantidas
em estufa tipo B.O.D. com temperatura de 26°C +/- 1°C e fotofase de 13 ho-
ras e umidade relativa de 60%. Com os adultos obtidos destas larvas trazidas
do campo, foi estabelecida uma criagdo padronizada para fornecimento de
larvas para os testes em laboratério.

As pupas foram mantidas em gaiolas de polipropileno atéxico transparen-
te, medindo 46,7 cm de comprimento, 32,3 cm de largura e 17,9 cm de altura
(volume igual a 20 litros). As paredes da gaiola foram cobertas com folhas de
papel sulfite, tamanho A4, cor rosa (para facilitar a observacéo das posturas
de ovos) e fixadas com a tampa no fechamento da gaiola. A tampa apresen-
tava uma abertura de 15 x 18 cm fechada com tecido tipo “voil”. Nas gaiolas
foram depositadas de 60 a 100 pupas. As mariposas emergidas, apds seis
a nove dias, foram alimentadas com dieta artificial liquida (Hoffmann-Campo
et al., 1985). A partir do terceiro dia apds a emergéncia, os adultos fazem as
posturas no papel e os ovos foram recolhidos, diariamente, realizando-se a
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troca da folha sulfite. A folha sulfite com os ovos foi dividida em seis ou oito
partes que permaneceram acondicionadas em caixas incubadoras (33 cm de
comprimento, 21,8 cm de largura e 10,3 cm de altura) com pequenos pedagos
de dieta artificial, recolhidos quando as lagartas de segundo instar migravam
para a dieta. Estas foram colocadas em recipientes de 50 mL transparentes e
com um furo na tampa, que recebia um pequeno pedaco de algodao facilitan-
do a troca de umidade com o ambiente externo. Cada recipiente comportava,
aproximadamente, 50 individuos que foram fornecidos para os experimentos
ou utilizados para a manutengao da criagao.

As larvas de A. gemmatalis foram fornecidas pela Plataforma de Criagéo
de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, seguindo basi-
camente a mesma metodologia descrita acima.

2.9.2.Bioensaios para comprovagao de co-oclusao

O ensaio, para constatar a presengca de ambos os virus no mesmo po-
liedro, foi baseado em estudo publicado por Arrizubieta et al. (2015) para
comprovacao de co-oclusdo em gendétipos de H. armigera. Uma suspensao
de poliedros obtidos da passagem PO das linhagens celulares infectadas si-
multaneamente com ChinNPV e AQMNPV foi preparada na concentragdo de
100 poliedros/ml.

Foram utilizadas 96 larvas de C. includens e 96 larvas de A. gemmatalis
no estagio de 3° instar (famanho de 10 a 13 mm de comprimento). Cada larva
foi alimentada com folha de soja previamente inoculada com 10 pl da suspen-
sao de poliedros (correspondente a dose estimada de 1 poliedro por larva) e
mantidas em estufa B.O.D. a 26°C com fotofase de 13 horas. Apoés o segundo
dia, as folhas de soja foram substituidas por dieta artificial e as larvas acom-
panhadas até 7 d.p.i. As larvas mortas e vivas foram coletadas para extragéo
de DNA e detecgao dos virus através de qPCR.

As larvas de A. gemmatalis mortas no primeiro bioensaio foram utilizadas
como inéculo em um segundo bioensaio. Foi realizada uma suspensao de
1:10 com as larvas maceradas. A suspenséo foi oferecida a 24 larvas de C.
includens mantidas na mesma condigao do bioensaio anterior. Aos 7 d.p.i, as
larvas foram coletadas para semi-purificacéo de poliedros, extracdo de DNA
e gPCR para ambos os virus.
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Resultados e Discussao

3.1. Padronizagao e validagao da metodologia de real-time PCR
3.1.1. Purificagao de poliedros para padronizagao da reagéao

A purificacédo dos poliedros, a partir das lagartas infectadas, resultou em
uma concentragdo de 9,7x10° poliedros/ml para ChinNPV e 5,3x10° poliedros/
ml para AQMNPV. Apds a extracdo de DNA, obteve-se uma concentracao de
10 ng/ul para ambos os virus através de quantificagdo em equipamento nano-
drop (Thermo Scientific) e em gel de agarose utilizando o marcador de massa
low DNA mass ladder (Invitrogen).

3.1.2. Padronizacao do método de real-time PCR

Dos quatro pares de primers desenhados, dois pares (gp64 para AgMNPV
e photolyase para ChinNPV) foram utilizados para a padronizagdo do método
de real-time PCR em virtude do melhor desempenho de amplificacéo e au-
séncia de dimeros de primers.

Foram testados dois kits: Rotor gene Sybr Green PCR master mix (Qiagen)
e Platinum Sybr Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen), sendo escolhido o
kit da Qiagen em virtude de melhor desempenho de amplificagéo.

Para a padronizagéo da reagao, utilizou-se o DNA obtido de poliedros em
diluicbes seriais. Os métodos apresentaram eficiéncia de reacdo de 0,90 e
0,93 para AQMNPV e ChinNPV, respectivamente (Figura 1). O método teve o
limite de detecgéo de 10-° ng de DNA para ambos os virus, equivalente a dois
poliedros de AQMNPV e quatro poliedros de ChinNPV.
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Figura 1. Padrdo de amplificagdo e eficiéncia da reagdo do real-time PCR para AgMNPV (A) e

ChinNPV (B) com DNA obtido de poliedros em dilui¢des seriais em incrementos de 10.

3.1.3. Validagdo do método de real-time PCR

A extracdo de DNA das misturas foi quantificada através de
equipamento nanodrop (Thermo Scientific) e em gel de agarose utilizando
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o marcador de massa low DNA mass ladder (Invitrogen). Foram obtidos os
valores de 5 ng/ul para as misturas 1 e 2 e de 1 ng/pl para a mistura 3. Os
virus foram eficientemente detectados em ambas as repeti¢des, e na faixa de
Cicle threshold (Ct) esperada. Ocorreu uma variagdo em relagdo ao padrao
absoluto utilizado (tabela 1) que pode ser considerado normal, em virtude das
variagdes intrinsecas a natureza dos poliedros (numero de virions variavel),
bem como das variagdes intrinsecas ao método de extracdo de acidos
nucleicos, como observado em outros trabalhos (Barrera et al., 2016; Botelho
et al., 2016).

Tabela 1. Quantificagdo dos genes photolyase e gp64 através de real-time
PCR (gqPCR) a partir de DNA obtido de misturas de poliedros de ChinNPV e
AgMNPV

Amostra Quantificagéo do gene viral (ng/ul)
ChinNPV - photolyase AgMNPV- gp64

Experimento 1

Mistura1 9,12 1,67x10°3
Mistura2 1,79x104 16,0
Mistura 3 2,79x102 6,22x1072
Experimento 2

Mistura1 7,05 2,08x10°3
Mistura2 6,15x10* 12,6
Mistura 3 3,90x1072 5,55x1072

3.2. Co-Infecgédo de linhagens celulares com ChinNPV e
AgMNPV

Experimentos preliminares com sete linhagens celulares, Bombyx
mori (BM-5), Lymantria dispar (IPLB-LD-625Y), T. ni (BTI-Tn-5B1-4 e Tn-368),
A. gemmatalis (UFL-AG-286) e S. frugiperda (SF21 e Sf9), demonstraram
que o virus ChinNPV produziu poliedros apenas nas linhagens SF21, Sf9 e
Tn-5B1-4, sendo que as células Tn-5B1-4 apresentaram maior quantidade
de células infectadas quando observadas ao microscopio optico (Figura 2).
Essas linhagens celulares também sao produtivas para o virus AGQMNPV e,
portanto, foi testada também a co-infecgdo com ambos os virus.

Verificou-se apds sucessivas passagens (P1 e P2) que a infecgdo com
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ChinNPV diminuiu em todas as linhagens celulares, fato este comprovado
pelas analises de real-time PCR a partir do sobrenadante contendo Budded
virus (BVs) (Tabela 2).

Nos experimentos com a co-infecgao, foi possivel verificar a presencga
de células infectadas com ambos os virus (Tabela 2), porém como esperado
as células infectadas apresentaram Ct mais alto para ChinNPV comparado a
AgMNPV ou seja, a quantidade de virus AGQMNPV é maior do que ChinNPV,
e a tendéncia é de aumento da quantidade de AGMNPV e diminuicdo na
quantidade de ChinNPV com as sucessivas passagens (P1 e P2).

Através da M.E.T., verificou-se presenca de células com poliedros
contendo particulas envelopadas com nucleocapsideos multiple e single
indicando provavel co-infecgdo por ambos os virus (figura 3). Verificou-se
também a presenca de ambos os virus nos poliedros coletados das co-
infecgdes in vitro (Tabela 3). O mesmo padrédo das reagbes a partir de BVs
foi observado nos poliedros, com predominancia de AQMNPV em todas
as passagens e diminuicdo na quantidade de ChinNPV apds sucessivas
passagens.

Figura 2. Células BTI-Tn-5B1-4 infectadas com ChinNPV (A), Controle “mock infected” (B),
co-infectadas com AgMNPV e ChinNPV (C), infectadas com AgMNPV (D). Infecgdo a partir da
hemolinfa (P0), microscopia optica aos 4 d.p.i (objetiva 10x).
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Tabela 2. Cycle thresholds (Ct) obtidos em PCR em tempo-real para os genes photolyase de
Pseudoplusia includens single nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) e gp64 de Anticarsia gemmatalis
multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) em diferentes passagens celulares e experimentos.

Passagem Linhagem ChinNPV ChinNPV+AgMNPV
celular

photolyase photolyase gp64

Experimento 1

PO Sf21 NT 27,6 18,7
Sf9 NT 26,3 19,6
Tn5B1-4 23 27,8 22,5
P1 Sf21 25,7 30 15,1
Sf9 26,3 30,6 171
Tn5B1-4 26,3 31 17
P2 Sf21 31,1 ND 17,5
Sf9 32,8 ND 18
Tn5B1-4 32,1 ND 19,3
Experimento 2
PO Sf21 NT 31,8 22
Sf9 NT 31,7 23,4
Tn5B1-4 27,9 32,4 21,1
P1 Sf21 31 ND 19,3
Sf9 31,4 ND 20,9
Tn5B1-4 33,2 ND 20
P2 Sf21 ND ND 20,4
Sf9 ND ND 21,1
Tn5B1-4 ND ND 23,9
Experimento 3
P1 Sf21 31,4 32 11,7
Sf9 31,4 31,8 31,9
Tn5B1-4 30,6 31,3 13,9
P2 Sf21 ND ND 13,6
Sf9 ND 33,1 30,5
Tn5B1-4 ND ND 18,6

NT: néo testado; ND: n&o detectado pelo método
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Figura 3. Micrografia eletronica de células Tn5B1-4 infectadas com ChinNPV (A) apresentando
poliedros com particulas single e co-infectada (B) com AGQMNPV e ChinNPV aos 6 d.p.i.,
apresentando poliedros em formagédo com particulas single e multiple.
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Tabela 3. Quantificagao dos genes photolyase e gp64 através de real-time PCR (qPCR) a partir
de DNA obtido de poliedros provenientes de células co-infectadas com ChinNPV e AQMNPV

Amostra Quantificagao do gene viral (ng/pl)
ChinNPV - photolyase AgMNPV- gp64

Experimento 1

PO 3,4x10* 3,46
P1 9,8x10° 3,89
P2 7,17x10° 1,97
Experimento 2

PO 8,31x10* 3,25
P1 3,04x104 4,06
P2 3,17x10° 1,79

3.4.Bioensaio para comprovacao de co-ocluséao

Ocorreu baixa mortalidade nas lagartas infectadas com poliedros obtidos
da co-infecgdo em linhagens celulares (P0) na dose estimada de 1 poliedro/
larva. Resultado semelhante foi observado por Arrizubieta et al. (2015) com
H. armigera, que obtiveram mortalidade de 12% com a mesma dose de polie-
dro/larva. Em A. gemmatalis, verificou-se a presenca de 6 larvas mortas e em
C. includens verificou-se 4 larvas mortas em um total de 96 larvas inoculadas
de cada espécie. Ambas as espécies de lepidépteros apresentaram cerca de
10 larvas com aspecto doente, mas que permaneceram vivas até 7 d.p.i. As
larvas mortas foram coletadas e maceradas individualmente para extragéo de
DNA. As larvas consideradas doentes foram maceradas em conjunto para a
extracao de DNA.

As larvas que permaneceram vivas sem aspecto de doenga foram cole-
tadas e maceradas conjuntamente e submetidas a semi-purificagéo de po-
liedros. Verificou-se a presenca de poliedros em ambas as espécies de lepi-
dopteros vivas submetidas a este procedimento. A suspenséao de poliedros foi
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submetida a procedimento de extragdo de DNA. A partir dos DNA extraidos
das larvas mortas e vivas e da suspensao de poliedros foram efetuadas rea-
¢bes de qPCR em duplicata técnica para ambos os virus.

No segundo bioensaio realizado com C. includens, tendo A. gemmatalis
mortas do primeiro bioensaio como indculo, verificou-se auséncia de mor-
talidade de larvas. Todas as larvas do segundo bioensaio foram coletadas
e submetidas a semi-purificagdo de poliedros. Observou-se a presenga de
poliedros na suspenséao obtida e partiu-se para procedimento de extragédo de
DNA e qPCR em duplicata técnica.

Os resultados das reagdes de gPCR (tabela 4) revelam que ocorreu a co-
-oclusdo de ambos os virus no mesmo poliedro. Surpreendentemente, ocor-
reu maior concentragdo de ambos os virus nas larvas vivas, sem sintoma
da doenca. Foi possivel verificar a presenga apenas de ChinNPV nas larvas
mortas (uma de A. gemmatalis e trés de C. includens), porém em baixissima
concentracdo. Nao foi detectada presenga de ambos os virus nas larvas vi-
vas com sintomas de doencga, provavelmente causadas por outros agentes.
Ja nas larvas mortas em que nao houve deteccado, pode ter ocorrido uma
quantidade de virus abaixo do limite de detec¢cdo do método, ja que as larvas
foram maceradas individualmente, e a prépria quantificagdo do DNA, realiza-
da previamente a reagao de qPCR, apontou baixas concentragdes (entre 1 a
5 ng/pl de DNA total).

Isto é refor¢cado pela presenga de maior concentragdo de ChinNPV nas
larvas de C. includens do segundo bioensaio. A quantidade de AGQMNPV no
segundo bioensaio também foi ligeiramente superior em relagéo as outras C.
includens e A. gemmatalis do primeiro bioensaio. As diferentes proporgdes de
virus co-ocluidos também foram verificadas no trabalho de Arrizubieta et al.
(2010) com gendtipos de HaSNPV.
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Tabela 4. Quantificagdo dos genes photolyase e gp64 através de real-time
PCR (gPCR) a partir de DNA obtido de larvas utilizadas nos bioensaios de
comprovacgao da co-ocluséo

Amostras Quantificagao do gene viral (ng/pl)
ChinNPV - photolyase AGMNPV- gp64

Bioensaio 1

(dose de 1 poliedro/larva )

A. gemmatalis morta (1 larva) 1x10° ND

A. gemmatalis morta (1 larva) ND ND

A. gemmatalis morta (1 larva) ND ND

A. gemmatalis morta (1 larva) ND ND

A. gemmatalis morta (1 larva) ND ND

A. gemmatalis morta (1 larva) ND ND

C. includens morta (1 larva) 9,1x10% ND

C. includens morta (1 larva) 3,7x10°% ND

C. includens morta (1 larva) 2,7x10°% ND

C. includens morta (1 larva) ND ND

A. gemmatalis doentes (~10 larvas) ND ND

C. includens doentes (~10 larvas) ND ND

C. includens viva (~80 larvas — poliedro semi-puro) 3x104 5,7x10°
A. gemmatalis viva (~80 larvas — Poliedro semi-puro)  2,1x10* 5x10-%

Bioensaio 2
(larvas de A. gemmatalis mortas com o inéculo 1:10)

C. includens viva (24 larvas— poliedro semi-puro) 4,7x103 7x10°
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Conclusoes

1. A co-infeccao dos virus ChinNPV e AGMNPV tem a possibilidade de
ser obtida em cultivos de células de insetos, porém ndo é viavel para o
desenvolvimento de futuro biopesticida, em fun¢do da diminui¢ao do titulo do
virus ChinNPV apds sucessivas passagens em cultivo celular.

2. A metodologia de real-time PCR (qgPCR) desenvolvida se provou eficaz
na quantificacédo dos virus em co-infecgdo em cultivos in vitro, e também em
larvas infectadas.

3. Ametodologia de bioensaio utilizada se mostrou eficaz para a comprovacao
da co-ocluséo viral.
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