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Reducao da patogenicidade
de um mutante de AgMINPV
por inducao de apoptose
em larvas de Anticarsia
gemmatalis

Maria Elita Batista de Castro’
Elisa Filgueiras Soares?
Claudia Brod Siqueira®
Marlinda Lobo de Souza’
Bergmann Morais Ribeiro*

Resumo

Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) é um baculovirus
amplamente utilizado como biopesticida no controle da lagarta da soja

(A. gemmatalis). Recentemente, foi obtido um mutante deste virus, denominado
de vApAg, que induz a morte prematura de células de A. gemmatalis
(UFL-AG-286). Para avaliar a infectividade do vVApAg em comparacao ao virus
selvagem AgMNPV, foram realizados bioensaios para determinar a taxa de
mortalidade das larvas e a concentracao letal média dos virus (CL50).

Trinta larvas de 3° instar foram tratadas com cinco concentracdes virais
diferentes (5,0x102%; 1,56x10%; 4,5x10%; 1,35x10* e 4,05x10* PIBs/ml)
utilizando-se, como inéculo, O,15ml de cada concentracao distribuido
uniformemente sobre a superficie da dieta artificial (5ml). O controle consistia em
larvas alimentadas com dieta artificial nao tratada. As larvas foram observadas
diariamente a partir do quarto dia apds a inoculacao até o estagio de pré-pupa.
A concentracao letal e os limites fiduciais foram obtidos por anélise de Probit
(Finney, 1971). A concentracéo letal (CL, ) foi 3748,67 PIBs/ml para vApAg e
767,33 PIBs/ml para AGQMNPV, indicando que o mutante precisa de uma
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concentracao de aproximadamente cinco vezes maior do que a observada para
AgMNPV. Apesar do virus mutante ter uma infectividade reduzida em

A. gemmatalis, o tempo necessario para matar essas larvas foi similar ao do virus
selvagem. O tempo médio de morte (TD) foi 9,45 e 9,19 dias para VApAg e
AgMNPV, respectivamente. A infectividade reduzida do virus mutante pode estar
relacionada a alteracdes e degradacoes nos tecidos do inseto devido a auséncia
de genes inibidores de apoptose (ou auséncia de sua expressao) no genoma de
vApAg. Em estudos recentes, n6s mostramos que em sistemas de cultura de
células o mutante vApAg induz intensa apoptose em células de A. gemmatalis
(UFL-AG-286) e elas se tornam incapazes de suportar uma infeccao produtiva
completa, como pode ser evidenciado pela quase total auséncia de corpos de
oclusao. Entretanto, a evidéncia direta in vivo, como a observacao de apoptose
em tecidos larvais e a correlacdao com a baixa infectividade, ainda precisa ser
investigada.



Pathogenicity reduction of
an AgMNPV mutant by
apoptosis induction in
Anticarsia gemmatalis
larvae

Abstract

Recently, an Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus mutant, vApAg, which
induces apoptotic cell death in Anticarsia gemmatalis cells (UFL-AG-286), was
found. To evaluate the infectivity of the vVApAg mutant in comparison to the
wild type virus, AQMNPV, in vivo assays were carried out to determine the
larval mortality and the median lethal concentration of the virus (LC, ). Thirty 3rd
instar larvae were treated with each trial being replicated three times. Treatments
consisted of five virus concentrations (5.0x10%;, 1.5x10%; 4.5x10% 1.35x10*
and 4.05x10* PIBs/ml) and 0.15ml of each dose was uniformly distributed on
the surface of the diet (5ml). Controls consisted of insects fed on untreated diet.
Larvae were observed daily for mortality from 4th day after exposure to virus
until the prepupal stage. The concentration-mortality and fiducial limits were
obtained by Probit analysis. The median lethal concentration (LC, ) was 767.33
PIBs/ml for vApAg and 3748.67 PIBs/ml for AQMNPV, indicating that the
mutant requires about a five times higher concentration than that observed for
the wild type virus to kill the insect. This lower infectivity may be related to
alterations and degradation of insect tissues due to absence of apoptosis-
inhibiting genes (iap genes) in the vApAg genome. Despite the fact that the
mutant virus has reduced infectivity in A. gemmatalis, the time required to kill
those larvae that became infected was no different from the wild type virus.

The mean time to death (TD) was 9.45 and 9.19 days for the VApAg and the
wild type virus, respectively. In previous studies using cell culture systems we
had shown that the vApAg mutant induces intense apoptosis in A. gemmatalis
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cells (UFL-AG-286) and they became unable to support a fully productive
infection, evidenced by almost complete absence of occlusion bodies. However
in vivo direct evidence, such as an observation of apoptosis in larval tissues and
correlation with the reduction in infectivity, still needs to be shown.
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Introducao

A apoptose é um tipo de morte celular programada geneticamente que ocorre em
células de organismos multicelulares provocando auto-destruicdo que pode ser
desencadeada devido a varios estimulos, como por exemplo em células de inseto
gue sado submetidas a infeccao de virus (Clem, 1997). Virus precisam de
hospedeiros para se multiplicar e a inducao de apoptose em células hospedeiras
pode reduzir ou até eliminar a producao e a distribuicao da progénie viral.
Assim, os virus desenvolveram estratégias para evitar ou atrasar a apoptose
celular. Além disso, alguns virus induzem a apoptose em estéagios tardios da
infeccao, o que representa um passo importante na propagacao da progénie para
células vizinhas enquanto evita ainda a reposta inflamatdéria do hospedeiro
protegendo o virus contra as enzimas e 0s anticorpos

(Teodoro & Branton, 1997).

Espécies da familia Baculoviridae possuem genes que podem inibir a apoptose
em células hospedeiras, o que traz vantagens significativas no processo de
infeccdo. Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), por exemplo,
possui um gene inibidor de apoptose (p35) e, conforme relatam Clem e
colaboradores (1991, 1993), esse virus se replica produtivamente em células de
Spodoptera frugiperda SF-21. No entanto, para os mutantes de AcMNPV, que
nao possuem o gene p35, foi observado que a infeccao nessas células SF-21
teve uma producao de progénie viral significativamente mais baixa comparada
com o virus selvagem. Analises /in vivo revelaram que mutantes p35 necessitam
de uma dose 1000 vezes maior para obter 50% de mortalidade de larvas S.
frugiperda do que para virus selvagem ou revertentes. Porém, em células de
Trichoplusia ni, linhagem TN-368, e em larvas 7. ni, o virus mutante foi
equivalente ao selvagem em relacao a infeccao e replicacao (Clem et al., 1993).

Outro grupo de genes de baculovirus que inibem a apoptose sao os genes /ap.
Eles foram descobertos a partir de experimentos de “marker rescue” usando DNA
do virus vVAcAnh (AcMNPV com delecdo no gene p35) e fragmentos de DNA de
outros baculovirus (Croock et al., 1993). Embora os genes, p35 e iap, sejam
capazes de bloquear a apoptose, parece que operam por diferentes caminhos nao
sendo notada homologia entre em suas sequéncias.

Atualmente, um virus amplamente utilizado como bioinseticida no Brasil é o
Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus - AgMNPV, do género
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Nucleopolyhedrovirus (NPV), familia Baculoviridae,. E um virus especifico da
lagarta-da-soja. A patologia desse baculovirus atinge principalmente os estagios
larvais do inseto e sua principal rota de infeccao é pela ingestao de poliedros,
que atravessam o epitélio intestinal e se multiplicam nessas células progredindo
por todo o corpo do inseto resultando numa infecgao sistémica. Também em
sistemas in vitro, células de A. gemmatalis e de T. ni, esse virus replica gerando
uma infeccao altamente produtiva (Castro et al., 2001).

Recentemente, durante a construcao de um recombinante de AgMNPV, foi
descoberto um mutante, que denominamos de VApAg, que induz lise prematura
em células de A. gemmatalis (UFL-AG-286) bloqueando o processo de infeccao
e que se replica normalmente em 7. n/ (BTI-Tn-5B1-4) produzindo grande
numero de poliedros (Silveira et al., 1999; Castro & Ribeiro, 2000, 2001;
Carpes et al., 2000). Para identificar que gene ou genes sao responsaveis pela
ocorréncia ou nao de apoptose, o virus tipo selvagem, AgMNPV, foi entado
utilizado e um gene anti-apoptoético foi localizado em seu genoma. Este gene,
denominado jap-3, foi clonado e sequenciado para estudos de caracterizacao.
Em continuidade, demonstramos que a apoptose induzida por vVApAg pode ser
atribuida a expressao limitada ou nula desse gene. Genes anti-apoptéticos
podem estar inativados, deletados ou sob regulacao alterada. No momento foi
confirmado, por sequenciamento, que o gene jiap no mutante VApAg esta
interrompido por um transposon presente nas células de A. gemmatalis

(Carpes et al. 2002).

Como contribuicdo aos estudos de caracterizacdo do virus mutante vApAg,
neste trabalho sdo apresentados ensaios de avaliacdo de patogenicidade
realizados com larvas de Anticarsia gemmatalis infectadas com diferentes
concentracdes virais. Os parametros percentual de mortalidade, CL,,, TL,; e TM
foram determinados.

50 /

Materiais e Métodos

Para realizacdo dos bioensaios, larvas mortas por infeccdo com AgMNPV-2D e
vApAg foram maceradas em tampao de homogeneizacao e filtradas em gaze e la
de vidro. O filtrado foi centrifugado, e o sedimento ressuspenso em agua
destilada e armazenado a -20°C. Poliedros purificados a partir de larvas
infectadas mortas foram entao utilizados em bioensaios, onde foram testados
cinco tratamentos para cada virus nas seguintes concentracdes: 5,0x10?;
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1,5x10%; 4,5x10%; 1,35x10% 4,05x10* PIBs/ml. Cada tratamento constou de
30 larvas, sendo estas dispostas de trés em trés, em copos plasticos de 50ml
contendo 5ml de dieta artificial preparada sem os conservantes formol e nipagin.
Como indéculo viral, 150ul das concentracdes citadas acima foram distribuidos
na superficie da dieta artificial. Nos controles aplicou-se dgua destilada. As larvas
foram mantidas em uma incubadora B.O.D., com temperatura entre 27°C a 28°C
e fotoperiodo de 12 horas. Para avaliagcdo da mortalidade, foram feitas
observacdes diarias das larvas, a partir do quarto dia apds a inoculacao, até o
estagio de pupa. Ao final dos bioensaios os dados foram analisados pelo
programa MicroProbit 3.0 (analise de Probit - Finney, 1978) para determinacao
de CL50 (concentracao letal 50 - concentracao de virus capaz de matar 50%
dos insetos testados em um bioensaio) e TL50 (tempo letal 50 - tempo que leva
para o virus matar 50% dos insetos testados em um bioensaio). Para se calcular
o TM (tempo médio de morte — média do tempo necessario para que os insetos
testados em um bioensaio morram), foi utilizada a férmula descrita abaixo, onde
D é o dia de avaliacao e N é o nimero de larvas mortas pelo virus nesse dia
(Morales, 2001):

T™™ = 2 (D1xN1+D2xN2+D3xN3+..DnxNn),

Total de larvas mortas pelo virus

Resultados e Discussao

Estudos de microscopia de luz e eletrénica de células de A. gemmatalis
(UFL-AG-286) infectadas com o mutante VApAg sugerem que a mutacao neste
virus deve ter ocorrido de forma que a apoptose € inibida na fase inicial, com
producao de alguma progénie viral, e induzida na fase tardia da infeccao, com
formacao de iniUmeros corpos apoptéticos. Esses dados diferem dos obtidos com
o mutante de AcMNPV (vP35del), em que o gene p35 desse virus tem uma
delecdo que impede por completo a atividade da proteina P35 favorecendo a
ocorréncia de apoptose ja na fase inicial da infeccao (Silveira, et al, 1999).
Analises da replicacao de DNA, producao de particulas virais, e da sintese de
proteinas também confirmam que o virus mutante vApAg afeta os eventos
tardios da infeccéo.
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Neste trabalho, foram feitos estudos de infectividade do virus mutante vVApAg
sistemas in vivo, e de acordo com os dados obtidos pela anélise de Probit foi
observada uma diferenca significativa de mortalidade entre as larvas infectadas
com os virus selvagem e mutante. A concentracao letal média (CL50) foi de
3748,67 PIBs/ml para o virus mutante vVApAg e de 767,33 PIBs/ml para o virus
selvagem (Tabela 1). Embora estes virus tenham exibido, no tratamento em que
se encontra a CL50, tempo médio de morte semelhantes entre si

(TM = 9,45 dias para VApAg e TM = 9,19 dias para AgMNPV), os dados
evidenciam que o virus mutante necessita de uma concentracao cinco vezes
maior que o virus selvagem para matar o inseto em um tempo equivalente apés a
inoculacao.

Tabela 1. Concentracao letal média e tempo médio de morte dos virus
AgMNPV-2D e vApAg, calculados pelo método de Probit.

Limites Fiduciais 95%

(PIB/ml) (PIB/ml)
A. gemmatalis/ 767,33 219,33 - 1446,00 9,19
AgMNPV-2D
A. gemmatalis/ 3748,67 1980,34 - 6670,34 9,45
vApAg

*CL,, : concentrac@o média de poliedros (PIBs/ml) necesséria para matar 50% da populac&o de insetos em

teste. **TM: tempo médio de morte (dias) no tratamento onde se encontra a CL.

Da mesma forma, a anélise quanto ao percentual de mortalidade de lagartas
Anticarsia gemmatalis (Fig. 1), mostra que enquanto o virus selvagem AgMNPV
apresentou, ja nas primeiras concentracoes testadas, altos percentuais de
mortalidade, 88% de lagartas mortas numa concentracao de 4500 PIBs/ml, o
virus mutante vVApAg, nesta mesma concentracao, foi capaz de matar somente
cerca de 50% das lagartas testadas.
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Fig. 1. Mortalidade de larvas A. gemmatalis infectadas pelos virus AgMNPV-2D e
vApAg nas diferentes concentragcées de poliedros. As porcentagens correspondem ao

numero acumulado de larvas mortas durante 15 dias de observacado do bioensaio.

Verificando-se a Tabela 2, o tempo letal médio (TL50) observado em cada
tratamento de ambos os virus mostra que o mutante sempre requer um maior
numero de dias para matar 50% da populacao.

Tabela 2. Tempo letal médio (dias) dos virus AQMNPV-2D e vApAg, calculado
pelo método de Probit.

AgMINPV-2D vApAg
Concentracdes  TL, Limites Fiduciais Limites Fiduciais
irais (PIB/ml) (dias) 95% (PIB/ml) 95% (PIB/ml)
500 15,52 14,12 - 17,76 15,69 14,51 - 17,47
1500 12,44 11,45 - 13,95 16,63 14,96 - 19,54
4500 8,94 8,31 - 9,71 13,46 12,23 - 15,36
13500 8,10 7,50 - 8,90 11,22 10,50 - 12,13

40500 6,68 6,21 - 6,99 9,16 8,45 - 10,07

13
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Portanto, esses resultados indicam que o virus mutante vVApAg apresenta uma
menor infectividade em relacao ao virus selvagem. Isto poderia ser decorrente de
alteracoes de tecidos do inseto, devido a alteracdes nos genes virais inibidores
de apoptose (genes /ap ou relacionados) dificultando a progressao da infeccao
viral. Em estudos de sequenciamento ficou evidenciada uma alteracdo no gene
iap-3 do mutante VApAg pela insercdo de um transposon presente nas células de
A. gemmatalis (Carpes et al. 2002).

Trabalhos realizados recentemente, usando sistemas /in vitro, mostram que o
virus mutante induz uma intensa apoptose em células de A. gemmatalis
(UFL-AG-286) e fica incapacitado de realizar uma infeccdo completamente
produtiva. Entretanto, certos aspectos da infeccao do mutante VApAg in vivo,
como a observacao de apoptose em tecidos larvais e a correlacao com a reducao
da infectividade, ainda necessitam de evidéncias.

Apoio Financeiro: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, CNPg-Pronex.
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