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Resumo 
 

A produção de baculovirus  in vitro para uso como bioinseticida constitui 
um forte requerimento sob a perspectiva comercial. Entretanto, a acumulação de 
variações genotípicas por passagem seriada em cultura de células apresenta-se 
como um fator  limitante. Um dos efeitos mais importantes da passagem viral é a 
alteração do fenótipo parental, com muitos poliedros por célula (MP), para o 
fenótipo com poucos poliedros por célula (FP). O principal problema do efeito de 
passagem seriada do vírus está na redução do processo de oclusão e na perda 
da virulência dos vírus oclusos (PIB). Mutações freqüentes têm sido identificadas 
dentro de uma região específica em mutantes FP, contendo o locus do gene 25K 
FP. Este gene codifica uma proteína de 25 kDa, essencial para a oclusão do 
vírion e formação dos poliedros. No Brasil, Anticarsia gemmatalis 
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) tem sido utilizado com sucesso para o controle 
biológico da lagarta da soja Anticarsia gemmatalis. Atualmente, a produção viral 
é feita in vivo através da infecção de lagartas em campo. Neste trabalho, foi 
identificado e seqüenciado o gene 25K FP de AgMNPV 2D, um isolado viral  
purificado por "plaque assay". A localização foi feita utilizando-se a técnica 
Southern Blotting, na qual os fragmentos de restrição do DNA de AgMNPV foram 
separados por eletroforese e hibridizados com a sonda do gene 25K FP de 
Helicoverpa armigera SNPV. Sinais de hibridização foram identificados nos 
fragmentos de AgMNPV HindIII-R e HindIII-S (co-migração em gel), EcoRI-B, 
BstEI-B e PstI-A. A seqüência nucleotídica completa foi obtida pelo método “dye 
terminator chemistry” após subclonagem dos fragmentos de uma biblioteca 
genômica HindIII do vírus. A ORF (“open reading frame”) do gene 25K FP de 
AgMNPV possui 627 pb, codificando 208 aminoácidos. O gene apresenta 97 pb 
localizados no fragmento HindIII-S (N-terminal) e 530 pb no fragmento HindIII-R 
(C-terminal). Os valores de identidade obtidos pelo alinhamento da seqüência de 
aminoácidos da proteína 25K FP de AgMNPV com a de outros baculovirus 
indicaram maior proximidade com Epiphyas postvittana MNPV (83%), Orgyia 
pseudotsugata MNPV (79%) e com Choristoneura fumiferana MNPV (76%). 
Finalmente, uma árvore filogenética foi reconstruida com base no gene 25K FP 
de diversos baculovirus. 
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Abstract 
 
The in vitro production of several baculoviruses is still a strong requirement on a 
commercial perspective of their use as insecticides. However the accumulation of 
genotypic variations by serial passage in cell culture is a strong limitation. One of 
the most important effects of the viral passage is the change from the parental, 
many polyhedra per cell (MP) phenotype to the few polyhedra per cell (FP) 
phenotype. The major problem of the passage effect is the reduced occlusion 
production and loss of virulence of the occluded virus (PIB). Frequent mutations 
have been identified within a specific region in the FP mutants that contains the 
25K FP locus. This gene encodes a 25 kDa protein that is essential for virion 
occlusion and polyhedron formation. In Brazil the Anticarsia gemmatalis 
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) has been extensively applied on soybean crops 
to control the velvetbean caterpillar. Production of the virus is currently done by in 
vivo infection of caterpillars on the field. In this work the 25 K FP gene of the 
AgMNPV 2D, a plaque purified virus, was identified and sequenced. Localization 
was done by Southern Blotting in which electrophoreticaly separated AgMNPV 
DNA restriction fragments were probed with the 25K FP gene of Helicoperva 
armigera SNPV. Signals of hybridization were produced for HindIII-R/ HindIII-S 
(comigrated in the gel), EcoRI-B, BstEI-B and PstI-A fragments of AgMNPV. The 
complete nucleotide sequence was performed by dye terminator chemistry method 
after subcloning fragments of a viral HindIII library. The 25K FP gene opening 
reading frame of AgMNPV is 627 bp, encoding for 208 amino acids. It was found 
that 94 bp of the gene is located in the HindIII-S fragment (N-terminal) and 530 bp 
in the HindIII-R fragment (C-terminal). The values of identity, concerning the 
AgMNPV, obtained by amino acid sequence alignment of 25K FP protein from 
other baculoviruses were more close related to Epiphyas postvittana MNPV 
(83%), Orgyia pseudotsugata MNPV (79%) and Choristoneura fumiferana MNPV 
(76%). Finally, a phylogenetic tree was reconstructed based on the 25K FP gene 
of several baculoviruses. 
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Introdução  
 

A passagem seriada de baculovirus em cultura de células de insetos 

pode resultar em uma variedade de mutações e em populações virais 

defectivas. Esse evento é  também conhecido como o efeito passagem. As 

mutações mais comuns são: Mutantes FP (“Few Plaque mutants”) e Particulas 

Interferentes Defectivas (DIPs).  

Uma das primeiras variações a serem descritas a nível genético, 

decorrentes da passagem seriada de baculovirus (NPVs), foi a mudança do 

fenótipo parental “muitos poliedros” por célula (MP) para o fenótipo “poucos 

poliedros” (FP). Esses mutantes já foram descritos para os vírus Autographa 

californica NPV, Galleria mellonella NPV, Trichoplusia ni NPV, Lymantria dispar 

NPV, Orgyia pseudotsugata NPV e Helicoverpa armigera NPV  (Fraser et al, 

1983, 1985; Wang et al, 1989; Potter et al, 1976; Slavicek et al, 1992; Russel e 

Rohrmann, 1993, Chakraborty e Reid, 1999). O mutante FP é caracterizado por 

um decréscimo na formação de poliedros e um aumento na formação de 

partículas virais formadas por brotamento da célula denominada “Budded 

Virus” (BVs). Os poliedros produzidos praticamente não contem vírions e 

possuem baixa ou nenhuma infectividade. Durante passagem seriada do vírus 

em sistema in vitro, mutantes FP tornam-se rapidamente predominantes como 

consequência do aumento da produção de BVs. A formação desses mutantes 

tem sido correlacionada a ausência de uma proteína de 25 kDa, devido a 

mutações bem como a presença de grandes inserções ou deleções em uma 

região específica do genoma viral. Essa região contém o locus do gene 25K FP 

que é essencial para a oclusão viral e formação do poliedro (Beames e 

Summers, 1988, 1989). 



Outro tipo freqüente de alteração genética é a produção de Partículas 

Interferentes Defectivas (DIPs). Essas partículas contém apenas parte do genoma 

viral, replicam mais rapidamente que o vírus padrão e precisam de um vírus 

intacto como um “helper” (Kool et al, 1991). A maioria das partículas defectivas 

está presente em altas passagens do vírus e são produzidas rapidamente quando 

é usado um alto valor de multiplicidade de infecção (MOI).   

 O maior problema devido ao “efeito passagem” na replicação de 

baculovirus e na sua expressão é a perda da virulência dos poliedros, quando se 

visa a produção  do vírus em cultivos celulares. No caso de expressão gênica 

utilizando vírus recombinantes há  interferência também na capacidade do vírus 

de produzir  a proteína de interesse.  

 No Brasil, o vírus AgMNPV (Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus) 

tem sido utilizado com sucesso para o controle da lagarta da soja (Moscardi, 

1999). Atualmente, a produção viral é feita in vivo pela infecção de lagartas no 

campo. O bioinseticida denominado baculovirus anticarsia é aplicado anualmente 

em uma área de dois milhões de hectares de soja. A produção de AgMNPV in 

vitro torna-se portanto uma estratégia interessante por evitar possíveis 

contaminantes do campo e por não depender da ocorrência da lagarta hospedeira 

para multiplicação do vírus. 

  Neste trabalho, foi identificado e seqüenciado o gene 25K FP  de um clone 

viral obtido por “plaque assay” denominado AgMNPV 2D (Johnson & Maruniak, 

1989). Esses resultados fazem parte de estudos que estão sendo conduzidos 

para caracterização de mutantes decorrentes da passagem seriada de AgMNPV 

em três diferentes linhagens celulares: Anticarsia gemmatalis (UFLAG 2.86), 

Spodoptera frugiperda (IPLB-SF-21AE) e Trichoplusia ni – High Five (Tn-5B1-4).  



Material e Métodos 
 
 

Vírus
O isolado viral AgMNPV 2D, obtido por purificação utilizando-se "plaque-

assay", e a biblioteca genômica do vírus com a enzima de restrição HindIII foram 

fornecidos pelo Dr. James Maruniak da Universidade da Florida (EUA).  

 

Sonda de Oligonucleotídeos HsNPV 25K FP

 

Uma sonda de oligonucleotídeos do Helicoverpa armigera 

nucleopolyhedrovirus (HaSNPV) foi sintetizada utilizando primers para 

amplificação por PCR, gerando um produto de aproximadamente 1,1 kb, contendo 

a seqüência downstream e upstream do gene 25K FP (Tabela 1). O produto 

amplificado por PCR, foi clonado no vetor pGEM®-T (Promega). A sonda foi 

marcada radioativamente com 32P-dCTP utilizando o kit "random prime labelling 

system" (Amersham).   

 
 Tabela 1 
 

Nome Número de  
oligonucleotideos 

Seqüência (5’-3’) Direção 

Primer 1 18 ACGGACTGGATGAGCTTC Downstream 

Primer 2 18 CGGTACTCGGTAAATCTG Upstream 

 
 

Hibridização Southern Blot 
 
 A análise dos fragmentos de DNA por hibridização foi feita de acordo com 

Southern (1975). O DNA de AgMNPV foi extraído por ciclos sucessivos de fenol-

clorofórmio, digerido com as enzimas de restrição HindIII, EcoRI, BstEI e PstI e os 



fragmentos de DNA separados por eletroforese em gel de agarose 1%. O gel 

contendo o perfil de restrição foi submetido a desnaturação e transferido para 

uma membrana de nylon. A membrana foi então hibridizada com a sonda de 25K 

FP de HaSNPV, marcada com P32-dCTP,  a 48 oC e exposta a um filme de raio-X. 

 

Análise da Seqüência
 

O DNA de clones HindIII-R e HindIII-S da biblioteca genômica de AgMNPV 

2D foi purificado e suas extremidades seqüenciadas. A seqüência parcial foi 

obtida utilizando o método de terminação em cadeia “dye terminator chemistry” 

em equipamento ABI 377.  Os cromatogramas resultantes foram analisados 

usando o software phred, montados usando o phrad (Ewing et al, 1998, Ewing & 

Green, 1998) e a montagem inspecionada com uso do consed (Gordon et al, 

2001). A análise feita no banco de dados GenBank (Benson et al, 2002) utilizando 

NCBI-Blast (Altschul et al, 1997) forneceu dezoito seqüências altamente similares 

ao gene 25K FP de AgMNPV. O programa ClustalX (Thompson et al, 1997) foi 

utilizado para gerar o alinhamento das dezenove seqüências. As análises 

filogenéticas e de evolução molecular foram conduzidas utilizando o programa 

MEGA versão 2.1 (Kumar et al, 2001).  

 
Resultados e Discussão 

 

A passagem seriada de NPVs por diversas vezes em de células de insetos 

pode resultar em uma variedade de mutações que interferem na produção do 

vírus. Nesse trabalho são apresentadas a localização e seqüenciamento do gene 

25 K FP do vírus AgMNPV. Sabe-se que a alteração nesse gene devido a fatores 



tais como mutação, deleção ou inserção de transposons leva a formação de 

mutantes FP. 

A localização do gene 25K FP de AgMNPV 2D foi feita por Southern 

Blotting na qual os fragmentos de DNA do vírus, gerados após digestão com 

diferentes enzimas de restrição, foram separados por eletroforese e hibridizados 

com a sonda do gene 25K FP de HaSNPV. Sinais de hibridização podem ser 

observados nos fragmentos de AgMNPV de HindIII-R e HindIII-S (co-migração em 

gel), EcoRI-B, BstEI-B e PstI-A (Fig. 1A e 1B). 

A seqüência completa do gene foi determinada após seqüênciamento dos 

fragmentos HindIII-R e HindIII-S da biblioteca genômica (Fig. 2). A ORF (open 

reading frame) do gene 25K FP de AgMNPV possui 627 pb, codificando 208 

aminoácidos. O gene apresenta 97 pb localizados no fragmento HindIII-S (N-

terminal) e 530 pb no fragmento HindIII-R (C-terminal).  

A árvore filogenética para o gene 25K FP foi então construída através do 

alinhamento da seqüência de aminoácidos da proteína 25KD de outros 

baculovirus, como apresentado na Figura 3. Baseado nesta árvore, AgMNPV 

está mais proximamente relacionado de Epiphyas postvittana MNPV, Orgyia 

pseudotsugata MNPV e Choristoneura fumiferana MNPV. As seguintes 

identidades foram encontradas no alinhamento da proteina 25K de diversos 

nucleopoliedrovirus: 83% Epiphyas postvittana MNPV, 79% Orgyia 

pseudotsugata MNPV, 76% Choristoneura fumiferana MNPV, 72% Autographa 

californica MNPV e Rachiplusia ou MNPV, 70% Bombyx mori NPV,  62% 

Helicoverpa armigera SNPV e Helicoverpa zea SNPV,  61% Mamestra 

configurata MNPV, 61% Spodoptera exigua MNPV, 57% Spodoptera litura 



MNPV, 52% Ad honmai MNPV e 52% Lymantria dispar MNPV. Valores baixos 

de identidade foram encontrados em relação aos granulovirus.  
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