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RESUMO

A soja [Glycine max (L.) Merril] € uma das cultivares de maior importancia para a humanidade,
sendo a responsavel por suprir metade da demanda mundial de proteinas e 6leos vegetais. O
Brasil é considerado o maior exportador de soja do mundo, sendo responsavel por um terco de
toda a sua producdo mundial. Contudo, o cultivo de soja no Brasil encontra-se constantemente
ameacado por pragas, que colocam em risco a produtividade desta planta, sendo os insetos-
praga, os principais causadores de danos. O método mais usual de controle de pragas utilizado
no Brasil € o uso de pesticidas quimicos, entretanto, estas substancias quimicas possuem
impactos a saude humana e ao meio ambiente, o que demonstra a necessidade de desenvolver
métodos de controle de pragas alternativos e sustentaveis. Os insetos Anticarsia gemmatalis
(HUbner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens (Walker, 1858)
(Lepidoptera: Noctuidae) sdo as pragas desfolhantes responsaveis pelos danos as plantacGes de
soja ndo apenas no Brasil, mas em todo hemisfério ocidental, sendo o seu controle de dificil
realizacdo, principalmente ao se considerar a lagarta do C. includens que apresenta resisténcia
aos inseticidas quimicos comumente utilizados. Diante desta problematica, corpos de oclusdo
(OB) dos baculovirus, uma familia de virus que infectam especificamente insetos, podem ser
utilizados como um método de controle bioldgico alternativo para estas pragas, uma vez que
sdo especificos para seus insetos-hospedeiro, ndo representando riscos para 0 ambiente ou para
o ser humano. Com isso, 0 presente trabalho teve como objetivo a producédo in vitro dos
baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) e Chrysodeixis
includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV), utilizando células do inseto Spodoptera
frugiperda, linhagem Sf21, que foram adaptadas ao cultivo em suspensdo sem soro fetal bovino.
Para a producdo de baculovirus, as células foram adaptadas para cultura em suspensédo com o0
meio SF900II, utilizando-se frascos Erlenmeyers em shaker sob condicGes controladas de 120
rpm e 28°C (+2°C), e infectadas com dois diferentes fendtipos virais: virus extracelular (BV) e
virus derivado da oclusdo (ODV) AgMNPV e ChinSNPV, individualizados e simultaneamente.
As amostras foram retiradas a cada 24 horas para determinacéo da viabilidade, concentragédo
celular e dos corpos de oclusdo (OB). Utilizando o BV do AgMNPYV (da segunda passagem)
obteve-se ao fim do processo, uma producdo volumétrica maxima de 1,38x107 OB/mL. Esta
producéo foi menor quando observada a producéo de OB a partir do ODV (2,8x10’0B/mL).
Pode-se inferir que a particula viral ODV extraido do processo in vitro, proporcionou uma
oferta maior de OBs, contribuindo para a producdo do AQMNPV. Ja com 0 BV do ChinSNPV,
a producdo volumétrica maxima de OB foi de 1,34x10°OB/mL. O resultado obtido da infecgéo
com ODV do ChinSNPV foi de uma concentracdo final de 6,01 x 10° OB/mL. Portanto,
conclui-se que os dois fenotipos de virus (BV e ODV) sédo infectivos nas células de Sf21
cultivadas em suspensao.

Palavras-chave: bioinseticida viral; AQMNPV e ChinSNPV; particulas virais



ABSTRACT

Soybean [Glycine max (L.) Merril] is one of the most important cultivars for humanity, being
responsible for supplying half of the world demand for proteins and vegetable oils. The Brazil
is considered the largest soybean exporter in the world, accounting for a third of all its world
production. However, soybean cultivation in Brazil is constantly threatened by pests, which
jeopardize the productivity of this plant, with insect pests being the main cause of damage. The
most common method of pest control used in Brazil is the use of chemical pesticides, however,
these chemicals have impacts on human health and the environment, which demonstrates the
need to develop alternative and sustainable pest control methods. The insects Anticarsia
gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae) and Chrysodeixis includens (Walker,
1858) (Lepidoptera: Noctuidae) are the defoliating pests responsible for damage to soybean
plantations not only in Brazil, but throughout the western hemisphere, being its control is
difficult to perform, especially when considering the caterpillar of C. includens, which is
resistant to commonly used chemical insecticides. Faced with this problem, occlusion bodies
(OB) of baculoviruses, a family of viruses that specifically infect insects, can be used as an
alternative biological control method for these pests, since they are specific to their host insects,
not representing risks. to the environment or to humans. This, the present work aimed at the in
vitro production of the baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) and Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV), using cells
from the insect Spodoptera frugiperda, cell line Sf21, which were adapted to suspension culture
without fetal bovine serum. For baculovirus production, cells were adapted for suspension
culture with SF90011 medium, using Erlenmeyer flasks in a shaker under controlled conditions
of 120 rpm and 28°C (+2°C), and infected with two different viral phenotypes: extracellular
virus (BV) and occlusion-derived virus (ODV) AgMNPV and ChinSNPV, individually and
simultaneously. Samples were taken every 24 hours to determine viability, cell concentration
and occlusion bodies (OB). Using the BV of AgMNPV (from the second pass) a maximum
volumetric production of 1.38x10” OB/mL was obtained at the end of the process. This
production was lower when observing the production of OB from ODV (2.8x10’OB/mL). It
can be inferred that the ODV viral particle extracted from the in vitro process provided a greater
supply of OBs, contributing to the production of AgMNPV. With the ChinSNPV BV, the
maximum volumetric production of OB was 1.34x10’OB/mL. The result obtained from ODV
infection of ChinSNPV was a final concentration of 6.01 x 10° OB/mL. Therefore, it is
concluded that the two virus phenotypes (BV and ODV) are infective in suspension cultured
Sf21 cells.

Keywords: biopesticides; AGQMNPV and ChinSNPV; viral particles.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AgMNPV — Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyedrovirus
BV — Virus extracelular

ChinSNPV — Chrysodeixis includens single nucleopolyedrovirus
MIP — Manejo Integrado de Pragas

NPV - Nucleopoliedrovirus

ODV - Virus Derivado da Ocluséao

OB - Corpos de Ocluséo

SFB — Soro Fetal Bovino
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine Max (L.) Merrill) é o quarto grdo mais consumido do mundo, estando
atrds apenas do milho, trigo e arroz. A partir do processamento dos grdos desta planta
oleaginosa sdo obtidos o farelo e o 6leo de soja. Logo, o 6leo de soja é importante para o
consumo humano e, uma parcela do 6éleo de soja é também utilizado na cadeia produtiva de
biocombustiveis. J& o farelo é amplamente usado na fabricacdo de ra¢des animais, 0 que
estabelece uma dependéncia entre 0 mercado pecuarista e a producdo da soja. Além disso, 0s
gréos de soja sdo também consumidos de forma in natura. Tendo em vista essa ampla rede de
produtos dependentes da soja e das necessidades globais por alimentos, identifica-se a
importancia econdmica, social e alimenticia desta planta (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014).

Toda riqueza nutricional faz com seus gréos sejam os mais utilizados na alimentacao
humana e animal. Assim, a soja configura uma das principais commodities mundiais.

O Brasil é considerado maior produtor mundial de soja, na safra 2021/2022, o pais
colheu 124,27 milhGes de toneladas de soja ocupando uma area cultivada de 36,843 milhdes de
hectares, com elevagéo de 2,7% sobre o ano anterior, quando foram cultivados 40,9 milhGes de
hectares. Assim, a produtividade teve 3.032 quilos por hectare (CONAB, 2022).

Cerca de 40% da producéo agricola do mundo é perdida todos os anos pelo ataque de
pragas, de acordo com a FAO (Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura). E com a lavoura da soja ndo é diferente, pragas como Anticarsia gemmatalis
(HUBNER, 1818) (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens (WALKER, 1858)
(Lepidoptera: Noctuidae) sdo as principais desfolhadoras, cujo controle é realizado,
majoritariamente, por pesticidas quimicos. O uso excessivo e crescente de pesticidas quimicos
tem provocado a reducdo dos inimigos naturais e pode ocasionar uma série de problematicas
em relacdo a resisténcia e surgimento de novas pragas.

Em vista da alta producéo e o custo elevado com pesticidas sintéticos, é relevante ter
investimentos em agricultura mais sustentavel, portanto, torna-se imperativo buscar alternativas
ao uso indiscriminado de pesticidas quimicos no Pais. O controle biologico das populacdes de
insetos-praga € uma dessas alternativas. Assim, a utilizagdo de agentes entomopatogénicos, tais
como: virus, fungos, nematoides ou bactérias, sdo eficientes e ecologicamente corretos no
biocontrole de pragas agricolas e, por consequéncia, diminui uso de pesticidas quimicos
(OLIVEIRA et al., 2006).

Os baculovirus sdo um grupo de virus que infectam artropodes, principalmente insetos,
utilizados como biopesticidas virais para biocontrole de pragas na agricultura. TéEm como

caracteristica dois fendtipos virais, virus extracelular e corpos de oclusdo, que promovem 0s
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processos de infec¢do na propria lagarta (Sistema in vivo) ou em cultivo de células originarias
de insetos hospedeiros (Sistema in vitro). A principal vantagem na utilizagdo desses
bioinseticidas virais para o controle de pragas € a sua alta especificidade, o que os tornam
extremamente atrativos sob o ponto de vista de seguranca bioldgica, pois é inofensivo ao
humano, e preserva 0 meio ambiente por ndo agredirem organismos benéficos a cultura (FUXA
e TANADA, 1987).

Neste contexto, este estudo teve como estratégia analisar a producao de biopesticidas
virais a partir dos fendtipos virais, virus extracelular e virus derivado dos corpos de ocluséo,
dos baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus e Chrysodeixis
includens single nucleopolyhedrovirus em células de Spodoptera frugiperda, linhagem Sf21,

cultivadas em suspensao.



12

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir in vitro os baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) e Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV) utilizando

células Sf21 em suspensdo com meio de cultura sem soro fetal bovino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar os processos de infeccdo dos baculovirus AGQMNPV e ChinSNPV em

celulas Sf21, utilizando como indculo viral o virus extracelular (BV);

— Realizar os processos de infeccdo dos baculovirus AQMNPV e ChinSNPV em
células Sf21, utilizando como indculo viral o virus derivado da oclusdo (ODV);

— Realizar os processos de co-infeccdo dos baculovirus AQMNPV e ChinSNPV,
utilizando como indculo viral BV de ambos a 10% (v/v) em células Sf21;

— Quantificar os corpos de oclusdo (OB) produzidos nos sistemas de cultivo in vitro;

— Determinar os parametros cinéticos (velocidade especifica de crescimento celular

— células controle e infectadas, velocidade média de infecgdo, consumo de glicose

das células controle e infectadas).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 SOJA [Glycine max (L.) Merril] E SUAS PRINCIPAIS PRAGAS

A soja (Glycine max (L.) Merril) é uma planta herbacea cujos gréos sdo ricos em
proteinas de boa qualidade, lipidios, acidos graxos poliinsaturados e fibras, apresentam também
uma excelente quantidade de minerais como cobre, ferro, fosforo, potassio, magnésio,
manganés e vitaminas do complexo B (VIEIRA; CABRAL; PAULA, 1999; FRENCH-
CONSTANT, 2013). Possuindo uma producdo mundial de grdos acima de 360 milhdes de
toneladas. (USDA, 2019). Os seus graos sdao fundamental fonte de proteina vegetal, componente
essencial na producdo de racdo animal e sua vasta utilizacdo na alimentacdo humana
(CATTELAN; DALL’AGNOL, 2018).

O cultivo comercial da soja no Brasil teve seu inicio em 1914, na regido Sul, somente a
partir dos anos 1940 sua producdo assumiu importancia econémica. Nesse mesmo ano, foi
construida a primeira industria processadora de soja no Pais. Quase uma década depois a
producdo de soja atingiu significancia internacional que até hoje tem sua relevancia. Contudo,
durante os anos do ciclo produtivo da cultura, fatores fitossanitarios que comprometem sua
produtividade. Dentre eles, a presenca constante de insetos-praga, que pode comprometer desde
a semeadura até a maturacdo dos grdos, atribuindo-se como um dos principais motivos
limitantes para a exploracao da cultura, colocando em risco a producéo e qualidade dos cultivos
das variedades da planta (AVILA; SCHLICK-SOUZA, 2015; HUSCH et al., 2018).

Vaérios insetos-praga podem danificar a plantacdo, mas € durante as fases vegetativa e
de floracéo que ocorrem as maiores perdas. As principais pragas desfolhadoras encontradas na
lavoura da soja sdo a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis e a lagarta falsa-medideira
Chrysodeixis includens (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; BUENO et al., 2011; CONTE et
al., 2014).

3.1.1 Anticarsia gemmatalis

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) é
umas das principais pragas da soja. No entanto, mesmo existindo outras plantas hospedeiras,
essa espécie se alimenta preferencialmente de leguminosas e a sua grande relevancia esta
relacionada a sua abundancia e ocorréncia frequente em todas as regibes do Brasil

(MOSCARDI et al., 2013). Esta espécie caracteriza-se por possuir quatro pares de falsas pernas,
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coloracdo geralmente verde contendo estrias longitudinais no dorso, podendo atingir até 40 mm
de comprimento, caracteristicas que podem ser observadas na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Anticarsia gemmatalis em estagio larval. (a) Segundo instar; (b) Quinto
instar.

Fonte: Praca et al. (2006)

A. gemmatalis chega a consumir individualmente cerca de 90 cm? de folhas durante o
seu desenvolvimento, que pode durar de 12 a 14 dias, podendo o desfolhamento chegar a 100%
(CAMPO et al., 2000; GALLO et al., 2002). Ainda, segundo Moscardi (1998), a lagarta da soja
pode ser responsavel por até 50% das aplicagcdes de inseticidas quimicos na cultura da soja.
Para o seu controle recomenda-se 0 manejo integrado de pragas (MIP), que implica na
integracdo de técnicas disponiveis no controle das pragas de uma determinada cultura para
evitar o uso exclusivo de produtos quimicos. O controle biolégico da A. gemmatalis pode ser
efetuado através do microrganismo Bacillus thuringiensis e do baculovirus Anticarsia.

Os baculovirus compreendem o maior grupo dentre os virus de insetos utilizados como
biopesticidas virais, sendo o baculovirus Anticarsia (Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus - AgMNPV). O AgMNPV foi diagnosticado em 1962 no Peru por
Steinhaus e Marsh. No Brasil, este virus é conhecido desde 1972 e foi isolado de lagartas mortas
coletadas em lavoura de soja em Campinas, no Estado de Sdo Paulo, e posteriormente
detectadas em outras regides do Pais (MOSCARDI, 1983). Apos sua descoberta no Brasil, foi
utilizado desde 1984, para o controle da lagarta da soja. Sua producdo € realizada pelo sistema
in vivo, trabalhando com condi¢cdes de campo ou de criagdo massal do inseto em laboratorio.
O preparo do material deve ser feito batendo-se a quantidade de lagartas mortas ou o pé
molhado (oriundo da liofilizagdo de larvas infectadas coletadas) com um pouco de &gua, em
um liquidificador, e coando-se a calda obtida em um pano bem fino tipo gaze e deve-se misturar
o liquido coado com 100 a 200 litros de agua, para ser aplicado em um hectare (MOSCARDI e
SOUZA, 2002).
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A partir disto, sabe-se que a utilizacdo dos baculovirus j& evitaram que cerca de 11
milhdes de litros de pesticidas quimicos fossem langados no ambiente, proporcionando uma
economia superior a 100 milhdes de dolares (MOSCARDI e SOUZA, 2002; PENTEADO,
2010).

3.1.2 Chrysodeixis includens

A lagarta Chrysodeixis includens (WALKER, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae),
denominada popularmente como falsa-medideira por causa da sua locomocao ser em "mede
palmo"”, pertence a familia Noctuidae e subfamilia Plusiinae. Ela ja foi conhecida como
Pseudoplusia includens; no entanto, com o avanco da biologia molecular, sua identificacdo foi
reavaliada e alterada para Chrysodeixis includens (GOATER et al., 2003; SOSA-GOMEZ et al.,
2014). Possuem o habito de ficarem abrigadas sob a copa das plantas de soja (Figura 3.2), desta
forma ficando menos expostas a pulverizacdo com pesticidas, implicando na eficiéncia de
controle (BERNARDI et al., 2012; ZULIN et al., 2018).

Figura 3.2 — Estégio larval da Chrysodeixis includens.

Fonte: Sosa-Gomez (2012)

C. includens é conhecida como polifaga, pois apresenta mais de 170 espécies vegetais
como plantas hospedeiras, alcangando aproximadamente, 30 familias boténicas, incluindo
algumas cepas grande importancia econdémica, como soja (Glycine max), algoddo (Gossypium
hirsutum), feijado (Phaseolus spp.), fumo (Nicotiana spp.), girassol (Helianthus spp.), tomate
(Cyphomandra betacea e Lycopersicum esculentum) e batata (Solanum spp.) (SPECHT et al.,

2015). A lagarta C. includens esta presente no Hemisfério Ocidental, aparecendo desde o norte
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dos Estados Unidos até o sul da América do Sul. J& no Brasil, é encontrada em diversas regides
produtoras de soja, cultura pela qual apresenta bastante preferéncia alimentar e melhor
adaptac&o bioldgica, sua infestacio pode promover graves danos econémicos (SOSA-GOMEZ
etal., 2010).

Os baculovirus que infectam C. includens foram citados como ocorréncia natural no
Brasil (ALEXANDRE et al., 2010; SOUZA et al., 2016; CRAVEIRO et al., 2016). Esses
isolados de baculovirus sdo denominados de Chrysodeixis includens single
nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV) (SOUZA et al.,, 2016). O isolado foi identificado e
expressou satisfatdria patogenicidade e aptidao na producdo em células in vitro (SANCHES et
al., 2019). Embora, ainda existem algumas restri¢bes em relacdo a producgdo de baculovirus em
cultivo celular, como: a perda da estabilidade genética e custo de producdo, estes fatores
influenciam na atuacdo total dessa técnica nas plantacoes, pois a medida que ocorrem passagens
celulares infectadas, os virus que estdo presentes eles sofrem alteragdes e causando a
desestabilizacdo genética (REID et al., 2014).

3.2 BACULOVIRUS

A descoberta dos baculovirus aconteceu a partir do desenvolvimento da industria da
seda que ocorreu na China antiga, a mais de 5000 anos atras. Desde entéo, a cultura do bicho-
da-seda se espalhou por toda a Asia chegando ao Jap&o por volta de 300 anos dC e na Europa
em torno de 550 anos dC. Na industria agricola, houve vérios problemas por causa de uma de
uma diversidade em doencas, comprometendo a economia local. A partir do surgimento de
novas ferramentas de analises, tal como a microscopia de luz, uma caracteristica tipica de um
dos tipos de doenca pode ser confirmada (ROHRMANN, 2019).

Observou-se a presenca de corpos de oclusdo (OB) sendo definidos como estruturas
altamente refratarias e sintomaticas nos insetos afetados pelo agente infeccioso. Desta forma,
pode-se identificar as estruturas devido a sua apresentacdo ser em forma poliédrica e foi em
meados do século XIX que essas constataces levaram a nomenclatura das doencas associadas
a essas estruturas, denominadas de poliedroses (ROHRMANN, 2019).

Mesmo que tenha sido debatido a existéncia de particulas infecciosas dentro dos
corpos de oclusdo (OB), somente ao final da década de 1940 que pode se comprovar a presencga
de uma particula completa de um virus em estrutura de bastonete sendo definitivamente

demonstrada por meio da microscopia eletronica (BERGOLD, 1947).
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Logo, apds alguns anos, pode-se diferenciar essas duas doencas de poliedrose,
respectivamente: aquelas em que os corpos de oclusdo estavam no citoplasma da célula
hospedeira do animal infectado, denominadas poliedroses citoplasmaticas (CPVs) e as outras
em que as estruturas poliédricas se desenvolviam nos nucleos, denominadas poliedroses
nucleares (NPVs) (XEROS, 1952). Portanto, os NPVs s&o determinados como em forma de
bastonetes, cujo material genético é o DNA, enquanto os CPVs possuem capsideos de estrutura
icosaedral e foram introduzidos na familia Reoviridae (género Cypovirus), na qual estdo
inseridas particulas virais cujo genoma € constituido de fitas duplas de RNA segmentadas
(VAN OERS e VLAK, 2007).

Por volta da década de 1920, descreveu-se uma segunda categoria de baculovirus cujas
caracteristicas sdo dadas pela presenca de OBs em forma helicoidal, pequenos e granulares
(PAILLOT, 1926; DANTAS e VIEIRA, 2020), assim denominada virus da granulose (GV).

Parte fundamental para a divisdo em dois grandes grupos de virus foi a morfologia
observada nos OBs, sendo estes: Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus (GV)
representado na Figura 3.3. Entretanto, a partir dos avan¢os das técnicas de biologia molecular
foram surgindo outros critérios para subdivisdo das diferentes categorias de virus. A
terminologia para esses virus passou por uma série de nomes, incluindo Borrelinavirus,
Bergoldiavirus, Smithiavirus, Moratorvirus e Vagoiavirus até que, iniciando os anos 70, a
nomenclatura foi alterada e unificada dando origem entdo a familia Baculoviridae (VAGO et
al., 1974).

Os baculovirus representam um grande e diversificado grupo de virus patogénicos para
artrépodes, fundamentalmente insetos das ordens Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera.
Possuindo assim mais de 700 baculovirus diferentes ja foram identificados, analisados e
isolados de invertebrados (HERNIOU e JEHLE, 2007).

Os NPVs, séo incorporados em OBs, possuem dimensdes podendo ter tamanhos que
variam de 0,15 um até 15 um de comprimento, enquanto os GVSs sdo menores, obtendo
aproximadamente 0,3 x 0,5 um (largura x comprimento), € sendo representado com apenas um
unico virion (HERNIOU et al., 2012). Os nucleocapsideos do baculovirus possuem um

didametro que varia entre 30 a 60 nm e comprimento de 250 a 300 nm (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Familia dos baculovirus.
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Fonte: Almeida (2005).

Eles possuem como uma das fundamentais caracteristicas, um virion com envelope em
forma de bastdo e um DNA circular, dupla-fita, "supercoiled” contendo entre 90 e 200
quilobases (ARIF, 1986; MARUNIAK et al., 2004). Os baculovirus sdo da familia
Baculoviridae que é dividida em dois géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus
(GV) (VAN REGERNMORTEL et al., 2000).

Essas estruturas estdo presentes no interior de um envelope para formar um virion
(particula viral completa) (HERNIOU et al., 2012). Possuem duas formas distintas de producéo
dos virions que ocorre durante o processo de infeccdo: virus extracelular que brota da membrana
plasmatica da célula infectada para o meio extracelular, o qual possui estruturas denominadas
peplémeros (contendo, por exemplo, a glicoproteina GP64 e a proteina-F), sendo envelopados
individualmente (budded virus-BV ou extracellular virus- BV); e virions derivados de OB
(ODVs). Ambos possuem gendtipos idénticos, no entanto, possuem fendtipos distintos
apresentados na Figura 3.4.
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Figura 3.4 Dois fendtipos distintos de NPV produzidos durante a infec¢do. (A) Virus
extracelular (BV) e (B) Virus derivado da ocluséo (ODV).
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Embora os BVs e ODVs possuam 0 mesmo nucleocapsideo, eles sdo diferentes por
causa da origem de seus envelopes (MCWILLIAM, 2007). Sabendo que os envelopes do BV
sdo derivados de membranas plasmaticas modificadas pelo brotamento do nucleocapsideo, ja
os envelopes do ODVs sdo produzidos a partir de membranas montadas dentro da regido nuclear
da célula infectada. Outra diferenca é que os BVs consistem em apenas um Unico
nucleocapsideo rodeado por um envelope, enquanto os ODVs inseridos dentro dos OBs que
possuem nucleocapsideos Unicos (S) ou multiplos (M) sdo referidos como NPVs Unicos
(SNPVs) ou NPVs multiplos (MNPVs), respectivamente (IKEDA, HAMIIMA e
KOBAYASHI, 2015).

Os nomes das diferentes espécies de baculovirus sdo dados adicionando as iniciais dos
nomes dos insetos de onde eles foram isolados inicialmente, tais como Autographa californica
MNPV (AcMNPV), Bombyx mori NPV (BmNPV) e Anticarsia gemmatalis MNPV
(AgMNPV), os quais foram isolados pela primeira vez a partir da alfafa looper (A. californica),
bicho-da-seda (B. mori) e mariposa-cigana (L. dispar), respectivamente (THEILMANN et al.,
2005; JEHLE et al., 2006). O mesmo ocorre com 0s representantes da classe GVs, tais como
Agrotis segetum GV (AgseGV); Choristoneura occidentalis GV (ChocGV); Cryptophlebia
leucotreta GV (CrleGV).

No entanto, este método de nomenclatura ocasionalmente cria confusdo, pois 0s
baculovirus podem possuir uma grande diversidade de hospedeiros ou ainda quando insetos sao

permissivos a infecgdes por multiplas espécies de baculovirus (JEHLE et al., 2006)
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Jehle et al. (2006) revisaram a taxonomia e classificacdo da familia Baculoviridae a
partir das analises de sequéncia gendmica de alguns baculovirus. Comparacfes de 29 genomas
indicaram que a filogenia dos baculovirus seguia a classificacdo dos hospedeiros mais préximos
do que as caracteristicas morfologicas que foram anteriormente utilizadas. De acordo com a

nova proposta de classificacdo sdo incluidos mais quatro tipos, conforme Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Classificacdo e membros da familia Baculoviridae.

Classificacdo Membros
Alfabaculovirus NPVs de Lepidopteros
Betabaculovirus GVs de Lepiddpteros

Gamabaculovirus NPVs de Hymenopteros
Deltabaculovirus NPVs de Dipteros

Legenda: NPVs — Nucleopolyhedrovirus. GVs — Granulovirus.

A familia Baculoviridae possuem os virus do género Nucleopolyhedrovirus (NPVs)
que sdo responsaveis por infectar uma grande diversidade de espécies de insetos,
principalmente os da ordem dos Lepiddpteros (THEILMANN et al., 2005; HERNIOU et al.,
2012). A acgdo dos virus no inseto-praga proporcionaa reducdo do consumo foliar e elevando o
indice de mortalidade na fase larval (MOSCARDI et al., 2011).

O processo de replicacdo viral ocorre no ndcleo das células infectadas e possuem
material gendbmico na forma de DNA fita dupla e circular, possuindo tamanho variavel entre 80
a 180 kpb de extensdo, codificando entre 100 a 180 proteinas diferentes (THEILMANN et al.,
2005). Cerca de 50 espécies ja tiveram seus genomas sequenciados (bases de dados do NCBI).

Para o género Alphabaculovirus, os virions sdo designados como Unicos (S) ou
maltiplos (M) dependendo do nimero de nucleocapsideos por ODV (virus derivados da
oclusdo), e os dos géneros Delta e Gammabaculovirus normalmente contém um Unico
nucleocapsideo por ODV (VOLKMAN e SUMMERS, 1977).

O ciclo de replicacdo do baculovirus dentro da célula do inseto infectado é
caracterizado por ser bifasico e envolve a formacgdo de dois tipos de virions, 0s quais séo
produzidos em fases distintas do ciclo de infeccdo. Os ODVs séo adaptados para terem
estabilidade e viabilidade no meio ambiente externo ao inseto hospedeiro e 0s virions que
brotam da membrana plasmatica (BVs), que ndo estdo ocluidos e sdo, portanto, responsaveis
pela disseminacéo sistémica de célula a célula dentro do inseto. Contudo, o ciclo de replicacdo
do virus pode ser dividido em trés fases sequenciais de acordo com a programacéo da expressao
génica (imediata-precoce/precoce; tardia e muito tardia) (PASSARELLI e GUARINO, 2007).
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O processo de infeccdo viral pelo baculovirus inicia-se quando as larvas de insetos
ingerem os corpos de oclusdo que foram adicionados nas folhagens dos vegetais (KEDDIE;
APONTE e VOLKMAN, 1989). Para Wang e Granados (1997), os corpos derivados da ocluséo
(ODVs) sdao compactados por uma matriz proteica composta principalmente pela proteina
poliedrina, a qual é expressa na fase muito tardia do ciclo de infecgdo. Quando os ODVs entram
em contato com as condicGes alcalinas presentes no intestino médio do inseto, o corpo de
oclusédo se dissolve ocorrendo a liberacdo dos ODVs, e a matriz proteica de poliedrina €, ent&o,
degradada por proteinas presentes no intestino do inseto ou por aquelas que estdo associadas

aos virions.

3.2.1 Replicacao viral

O processo de replicacdo viral ocorre no ndcleo das células infectadas e possuem
material gendmico na forma de DNA fita dupla e circular, cujo tamanho pode variar entre 80 a
180 Kpb de extensdo, codificando entre 100 a 180 proteinas diferentes (THEILMANN et al.,
2005). Aproximadamente 50 espécies ja tiveram seus genomas sequenciados (bases de dados
do NCBI).

O ciclo de replicagdo do baculovirus dentro da célula do inseto infectado é um
procedimento classificado como biféasico e envolve a formacéo de dois tipos de virions, e essas
estruturas sdo produzidas em etapas distintas do ciclo de infec¢do. Os corpos derivados da
oclusdo (ODVs) sdo formados para terem estabilidade e viabilidade no meio ambiente externo
ao inseto hospedeiro e os virions que brotam da membrana plasmatica, chamados virus
extracelular (BVs), que ndo estdo ocluidos e sdo, portanto, responsaveis pela disseminacao
sistémica de célula a célula dentro do inseto, desta forma cada um atinge o hospedeiro de uma
forma diferente, mas com a mesma funcéo, que € causar a sua morte. Além do mais, o ciclo de
replicacdo do virus € dividido em trés fases consecutivas de acordo com a programacdo da
expressdo génica (imediata-precoce/precoce; tardia e muito tardia) (PASSARELLI e
GUARINO, 2007).

Logo, os ODVs se aderem a microvilosidade das células epiteliais colunares do
intestino médio do inseto. Eles possuem um conjunto de proteinas especificas associadas ao
envelope, chamadas de fatores de infectividade peros (pif), que intermediam o ancoramento do
virus aos receptores localizados na superficie da membrana das células epiteliais (HORTON e
BURAND, 1993; KIKHNO et al., 2002). Posteriormente, a entrada do virus ocorre através da

fusdo da membrana do envelope viral com as microvilosidades de células epiteliais (via ndo
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endocitica), seguida do rompimento da matriz proteica e proporcionando a liberacdo dos
nucleocapsideos na regido citoplasmatica, descapsidacdo e liberacdo do DNA viral
(OHKAWA, VOLKMAN e WELCH, 2010).

Apos a infeccdo e liberacdo dos nucleocapsideos, a proxima fase € atingir o nucleo, e
entdo o processo de transcri¢do dos genes virais imediato-precoce inicia-se com auxilio da RNA
polimerase da célula hospedeira (até 6 horas pos-infeccdo). Esses genes sdo responsaveis por
codificarem principalmente para proteinas transativadoras necessarias para uma subsequente
expressao de genes virais e provocando um distdrbio da atividade normal da célula hospedeira
(PASSARELLI e MILLER, 1993).

O processo de transicdo da fase precoce para a fase tardia da infec¢do é marcado pelo
inicio da replicacdo do DNA viral que ocorre dentro de 6h a 18h apds a etapa de infeccéo,
juntamente com o inicio da atividade de uma RNA polimerase codificada pelo virus (GRULA,
BULLER e WEAVER, 1981). Essa Ultima etapa inicia com uma ordem de expressao de genes
necessarios para a formacdo de componentes virais na etapa de montagem de novos
nucleocapsideos. E os nucleocapsideos recém montados sdo direcionados do ndcleo para a
membrana plasmatica, onde ocorrera o brotamento dos virions (BV) (PASSARELLI, 2012).

Portanto, os corpos de derivados da ocluséo (ODVSs) originados nos corpos de ocluséo
(OBs) desempenham um papel na transmissdo horizontal viral, que ocorre de insetos para
insetos, enquanto os BVs séo responsaveis pela transmissdo viral de célula a célula dentro da
larva do inseto infectado. Diferente do que acontece com os ODVs, onde a entrada do
baculovirus se da por fusdo de membranas, ja 0s BVs entram nas células por meio da endocitose
(KATOU, IKEDA e KOBAYASH, 2006; LONG et al., 2006).
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3.3. CONTROLE BIOLOGICO

O processo de utilizar inimigos naturais para reduzir ou eliminar a sociedade de pragas,
patogenos e ervas daninhas que possam prejudicar a producdo agricola é denominado de
controle bioldgico (LENTEREN, 2003). E uma técnica essencial para protecdo de plantas
contra o ataque de pragas, sendo um processo eficiente, permanente, econd6mico e sem danos
ambientais (BERTI, 2010).

Portanto, ferramentas como o controle bioldgico natural podem elevar a variedade de
inimigos naturais de insetos fitofagos, permitindo a aplicacdo e manutencdo de sistemas
agroecologicos sustentaveis. Associado a isso, 0 uso do manejo integrado de pragas (MIP)
também pode ser uma alternativa viavel para o aumento da diversidade de inimigos naturais em
agroecossistemas (CRUZ, 2015).

Apo6s a implementacdo do primeiro programa de MIP da Soja, houve uma intensa
producdo cientifica por parte da Embrapa, de Universidades e Institui¢cdes de Pesquisa que
permitiram o aprimoramento do programa MIP-Soja (BUENO et al., 2012). Naquele periodo,
inseticidas eram constantemente analisados a fim de definir seu potencial uso no MIP-Soja,
conforme sua eficiéncia bioldgica, efeito residual, seletividade, impacto ambiental e toxicidade
(OLIVEIRA et al., 1988). E, nesta década, comecou o uso de baculovirus para realizar o
controle bioldgico de pragas. O exemplo é 0 AQMNPV, baculovirus que infecta naturalmente
a lagarta-da-soja (A. gemmatalis) e foi iniciado a sua ampla utilizacdo pelo MIP, no controle
desta lagarta, em vaérias plantacdes de soja, pois como apresentado por Moscardi (1983) o uso
do AgMNPV para o controle da A. gemmatalis era ideal, por causa da especificidade do
baculovirus com este inseto, auséncia de riscos ao homem, outros vertebrados, invertebrados e
plantas, de forma a ndo afetar organismos responsaveis pelo controle natural das pragas e nao
impactarem negativamente ao ecossistema, além disso, o seu custo é inferior aos outros
métodos de controle bioldgico convencionais.

A utiliza¢do do baculovirus AQMNPV no MIP se expandiu e a partir dos anos 2000,
uma éarea de aproximadamente 2 milhdes de hectares era tratada com baculovirus,
economizando cerca de 2 milhdes de litros de inseticidas (MOSCARDI, 2003). No entanto, 0s
7 anos subsequentes, vivenciou uma reducdo no uso do AgMNPV chegando a apenas 300 mil
hectares em 2011, em consequéncia das mudancas nas praticas dos agricultores responsaveis
pelo plantio da soja (MOSCARDI et al., 2011).
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Com isto, 0s microrganismos entomopatogénicos raramente sao utilizados de forma
isolada no controle de pragas, enfatizando que o0 mesmo precisa fazer parte de um conjunto de
medidas para atuar em harmonia com o ambiente e diminuindo assim a populacédo de pragas a
niveis de danos ndo econémicos (GALLO et al., 2002). E, portanto, os patdgenos, também sao
conhecidos como entomopatdgenos, sdo organismos como fungos, virus, bactérias e
protozodrios, além de nematoides que causam doencas e mortalidade nos insetos
(VALICENTE, 2009).

3.3.1 Baculovirus como agente de biocontrole

Ha uma rigorosa regulamentacdo em varios paises relacionada a fabricacéo, registro e
uso de pesticidas, resultando em custos elevados e, por isso, evidencia-se a auséncia dessas
ferramentas em campo de trabalho. Vérias espécies de insetos, que compreendem algumas
pragas da agricultura, pode se tornar resistentes aos inseticidas quimicos devido ao uso
constante nas lavouras (RANSON et al., 2010; RIVERO et al., 2010; FRENCH-CONSTANT,
2013).

A fabricacdo em ampla escala e a utilizacdo frequente de inseticidas quimicos tém
ocasionado seu acumulo nos ecossistemas, sucedendo em contaminagdo ambiental e toxicidade
para muitas espécies diferentes e, também para os seres humanos. A dispersao da resisténcia a
pesticidas sintéticos também ameaca a eficiéncia dos biopesticidas atualmente utilizados
(RANSON et al., 2010; RIVERO et al., 2010; FFRENCH-CONSTANT, 2013).

Com a grande variedade de estudos desenvolvidos sobre o uso dos baculovirus como
agentes de biocontrole, tanto do tipo GV quanto NPV, sdo alternativas favoraveis
economicamente e na reducdo da aplicacdo de produtos quimicos no controle bioldgico de
insetos (WHALON, MOTASANCHEZ e HOLLINGWORTH, 2008; STERNBERG e
THOMAS, 2018).

Com isto, os estudos abordam a utilizacdo de organismos entomopatdgenos no
controle biolégico e como podem se desenvolver na populacdo de pragas e colaborar para a
protecdo das culturas a longo prazo. Muitos patdgenos, tais como fungos, nematoides, bactérias
e virus podem ser usados para controlar as pragas de modo eficiente quando aplicados de uma
forma artificial como pesticidas (SAXENA, 2008; VASANTHARAJ, 2008).

A primeira observacéo da aplicagdo de um baculovirus no meio ambiente, no controle
de pragas, deu-se na década de 1930 de forma acidental, sendo quando um parasitoide foi

importado da Europa para os EUA e Canada para ser usado no controle do mosquito da espécie
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Diprion hercyniae. Observou-se uma inibicdo efetiva do crescimento dessa praga. E o
baculovirus acidentalmente introduzido foi do tipo NPV especifico para esse inseto. Portanto,
ao passar dos anos ndo se fez a necessidade de adicionar um tipo de controle contra a Diprion
hercyniae (BIRD e ELGEE, 1957).

Normalmente sdo abordadas duas estratégias para 0 manejo de pragas: a primeira é
responsavel pela pulverizagdo das areas infestadas com formulagdes concentradas de pesticidas
numa tentativa de controlar a praga imediatamente, ou as areas sdo pulverizadas com baixas
concentracdes de baculovirus, proporcionando a permanéncia do virus por varias geracdes de
insetos (FUXA, 2004). Embora a pratica do uso de baculovirus como pesticida para a protecdo
de cultivos agricolas ndo tenha sido tdo extensa quanto se esperava, existem varios relatos de
praticas bem-sucedidas do uso de diferentes espécies dessa familia na América Latina, tais
como, Anticarsia Gemmatalis MNPV, Spodoptera albula NPV, Spodoptera sunia NPV, Cydia
pomonella GV, entre varios outras (HAASE, SCIOCCO-CAP e ROMANOWSKI, 2015).

A utilizacdo de baculovirus na producdo de biopesticida viral tem sido realizada
diretamente no proprio inseto hospedeiro, isto por causa da sua alta especificidade e capacidade
de multiplicacdo in vivo. No entanto, existem algumas limitacGes que podem interferir no
sucesso do experimento, como a qualidade do produto gerado, pois pode ocorrer a
contaminacéo das lagartas com outros microrganismos coletadas no ambiente.

No entanto, as analises realizadas comprovam a variabilidade da eficiéncia da
utilizacdo dos baculovirus em funcao da concentracdo utilizada, embora os sintomas em relacéo
a mortalidade das lagartas sdo 0os mesmos para todo procedimento avaliativo, tais como:
descoloracéo, palidez, liquefacdo do tegumento e falta de apetite, sabendo que o processo de
morte total do inseto hospedeiro vai depender do virus utilizado, normalmente pode ocorrer em
torno de 5 a 8 dias (BARRETO et al., 2005).

Nos dias atuais, empresas como a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) e Cooperativa Mista de Desenvolvimento do Agronegécio (Comdeagro)
trabalham na area da producdo de bioinseticidas a base de baculovirus, facilitando a sua
utilizacdo e uma padronizacdo da qualidade do produto adquirido. Entretanto, os primeiros
comentarios sobre a pratica de utilizar este virus estdo relacionados a um experimento antigo
que ocorria atraves da maceracdo de lagartas para a producdo de caldas de pulverizacdo
(SANTOS, 2020).

Para Cunha (2017), o processo de controle de pragas (lagartas) a partir da utilizagéo
do baculovirus proporciona uma seguranga nos resultados obtidos, mas Diniz et al. (2018)

informam que existem desafios sobre a utilizagdo desse virus, principalmente em relagéo a
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facilidade de aplicacdo e a questdo da compatibilidade com outras substancias, no entanto, é

um avanco para as questfes ambientais e no sistema de manejo de pragas.

3.4. PRODUCAO DE BACULOVIRUS

H& dois processos de producdo de baculovirus para obtencdo das particulas virais que
podem ser utilizadas como biopesticida viral em controle de insetos-praga: producéo in vivo e

in vitro, que serdo detalhadas a seguir.

3.4.1. Producéo in vivo

O processo in vivo € caracterizado pela infeccdo por meio dos corpos de oclusédo
depositados na planta ou dieta artificial para o consumo das lagartas, esses poliedros mantem
se viavel entre 5 a 8 dias e esse tempo é determinado para cada tipo de virus. Assim, a replicacdo
viral ocorre em duas etapas, sendo a infec¢do primaria iniciada quando os corpos de oclusédo
que estdo sobre a superficie do alimento sdo ingeridos pela fase larval susceptivel como é

mostrado na Figura 3.5.

Figura 3.5 - Processo de Infec¢do do sistema in vivo.
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Fonte: Kalmakoff e Ward (2003).

O modo de agdo do baculovirus consiste, inicialmente, na ingestdo do alimento
contaminado pelas larvas do inseto, posteriormente, ocorrendo a dissolugdo dos corpos de
ocluséo, promovendo uma infecgdo priméria no intestino médio, por causa do pH altamente

alcalino, as particulas virais séo liberadas, passando pela membrana peritrofica e infectando as
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células colunares, e depois, sdo desencadeadas infecgdes secundarias, ocorrendo a ruptura das
células (RIBEIRO et al., 1998; MOSCARDI e SOUZA, 2002). Logo, 0 inseto torna-se
debilitado e para de se alimentar, ocasionando a morte de 5 a 8 dias apds contrair a infecgéo,
apresentando o corpo descolorido e, cerca de dois dias ap6s a morte, acontece o rompimento
do corpo da lagarta liberando uma ampla quantidade de virus sobre a planta, servindo de in6culo
para 0 mesmo. (CASTRO e SOUZA, 2006).

A producdo do baculovirus, destinado a comercializagdo como biopesticida viral
normalmente é realizada in vivo. E um processo laborioso, pois demanda muito espaco fisico
para atender a demanda de mercado, envolve tanto a coleta de lagartas (doentes ou mortas) no
campo, quanto pela criagdo das lagartas em laboratério com uma dieta artificial (SZEWCZYK
etal., 2011). No entanto, esse sistema apresenta alguns fatores limitantes: como dificuldade em
aumentar a escala para nivel industrial e a manutencéo dos insetos criados em laboratorio eleva
custo de producdo do bioinseticida viral, tornando-o menos atrativo quando comparado aos
inseticidas quimicos (MOSCARDI, 1999).

3.4.2. Producdo in vitro

O processo de producdo in vitro, baseia-se na replicacdo em cultivo de células, contudo
¢ importante priorizar a etapa de escolha da célula que serd usada na multiplicacdo do virus,
pois deve ter caracteristicas como: ser susceptivel ao processo, replicacdo em abundancia e,
entdo, garantir um elevado rendimento de OB, adaptar-se em cultivos em suspenséo,
possibilidade de crescimento em meio isento de soro fetal bovino e o de crescer em biorreatores
industriais, além de ser geneticamente estavel (CLAUS et al., 2012).

Portanto, a producdo ocasiona a presenca de varios ciclos de replicacdo, podendo ser
por meio de frascos de culturas de tecidos ou biorreatores, ocasionando algumas alteracdes
genotipicas e fenotipicas sendo denominada de efeito de passagem, isto é, mutacdes e reducao
na formacao de corpos de ocluséo (KRELL, 1996; CHAKRABORTY e REID, 1999; PEDRINI,
WOLFF e REID, 2004).

Para replicacdo de baculovirus em cultura de células, o ciclo de infeccdo ocorre entre
7 a 10 dias em trés fases distintas: inicial (early), tardia (late) e muito tardia (very late), essas
fases correspondem biologicamente a: reprogramacao da célula para replicacéo viral; producdo
de BV; producédo de OB, respectivamente. Essas etapas acontecem desde o primeiro momento
da infeccdo, e 0 OB é liberado no ambiente a medida que a lagarta se rompe (O'REILLY,
MILLER e LUCKOW, 1994).
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O sistema de infec¢do in vitro vem sendo destaque nos avancos tecnoldgicos da cultura
de células de insetos e possuindo uma analise estrutural por microscopia, desta forma, pode-se
obter um estudo mais detalhado do processo de infecgdo. Logo, proporcionando uma série de
investigacOes sobre os mecanismos moleculares envolvidos na replicacdo dos baculovirus.

A primeira indicag&o de infeccdo (ocorre com 24 h de processo) por virus é o inchaco
do nucleo celular e a formagdo de um material granular no centro do ndcleo que podem ser
observados na fase inicial do processo. As alteracbes morfoldgicas (ndcleo celular
hipertrofiado) que podem ser observados com auxilio de microscopia 6tica recebem o nome de
efeito citopatico. A proxima fase de infeccdo (tardia) é caracterizada pela formagdo de uma
estrutura densa chamada de estroma virogénico, onde ocorre a intensa producéo de BV e
replicacdo do DNA viral. Ja na fase muito tardia, ha a sintese de novo da membrana que envolve
o0s nucleocapsideos para formacao do envelope viral e posterior oclusao ou encapsulamento dos
virions por meio da matriz proteica produzida nesse momento, formando, assim os corpos de
ocluséo (OB) (LUA e REID, 2000).

As proteinas estruturais sdo fundamentais para a entrada do virus nas células. Alguns
processos de infeccBes que foram analisados obtiveram-se como resultados: existem diferencas
entre glicoproteinas relacionadas aos fenétipos infecciosos, BV e ODV. Os virions presentes
na membrana plasmética (BV) (VOLKMAN e GOLDSMITH, 1985; VOLKMAN, 1986;
CHARLTON e VOLKMAN, 1993) sdo constituidos por pepldmeros, e estes possuem como
principio essencial a fosfoglicoproteina GP64 (ou GP67), sendo componente principal para a
infectividade dos virus, esta proteina é exclusiva dos BV (VOLKMAN, 1986; BLISSARD e
ROHRMANN, 1990; BLISSARD e WENZ, 1992; CHERMOMORDIK et al., 1995).

Ja os ODVs possuem proteinas distintas dos BVs, assim muitas proteinas tornaram-se
conhecida como especificas de ODV. Em alguns estudos, autores encontraram proteinas virais
como proteina do envelope 25-kDa (ODV-E25) (RUSSEL e ROHRMANN, 1993); a principal
glicoproteina do ODV ¢ a O-glicosilada, GP41 ou P40 (WHITFORD e FAULKNER, 19924,
1992b; MA et al., 1993); E posteriormente com o0 avanco dos estudos identificaram-se outras
proteinas como: proteinas ODV-E66 (HONG et al., 1994), ODV-E56 (BRAUNAGEL et al.,
1996a) e ODV-E18, ODV-E35 e ODV-EC27 (BRAUNAGELI et al., 1996b).

O periodo do ciclo de replicacdo do baculovirus ocorre de duas formas infectivas: 0s
Budded Virus (BV) e os Occlusion Derived Virus (ODV). A segunda forma é a partir da imerséao
no interior de um corpo de oclusdo - Occlusion Body (OB), também denominado de poliedro

ou granulo em relacdo ao género. Assim, as particulas virais se replicam e sdo empacotadas no
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nacleo da célula infectada (CASTRO e SOUZA, 2006). O ciclo de infecgdo in vitro de
baculovirus est& esquematizado na Figura 3.6.

Figura 3.6 - Ciclo de Infeccéo do sistema in vitro

Fonte: Adaptado de Rohrmann (1999).

O ciclo de infecgdo in vitro demonstrado mimetiza 0 que acontece no inseto no
momento da infeccdo (Processo de infecgdo in vivo). Sua transmissao e replicacdo ocorrem
exclusivamente no estagio larval dos insetos e a progressao e sinais de infec¢do sdo dependentes
da dose infecciosa, temperatura, grau de especificidade do virus com o hospedeiro e
caracteristicas fisicas e estagio da larva (MILLER, 1997; SLACK e ARIF, 2006).

A producado in vitro de baculovirus oferece algumas vantagens em relagdo ao sistema
in vivo, como maior possibilidade de aumentar escala de producdo, visando 0 processo
industrial, controle das condi¢des de cultivo, producdo em ambiente controlado, manutengédo
da esterilidade do sistema, o produto obtido se encontra em seu estado puro, além de necessitar
de menor espaco laboratorial e de mao de obra (ALMEIDA, 2010; SZEWCZYK et al., 2011).
Por outro lado, os principais problemas encontrados sao a falta de meios de cultura disponiveis
com baixo custo e a perda da viruléncia (efeito passagem) das particulas virais devido as
alteracbes genéticas e fisiologicas decorrentes das sucessivas passagens realizadas in vitro
(MOSCARDI, 1999; SZEWCZYK et al., 2011).

Visando estabelecer e otimizar sistemas de producdo in vitro de baculovirus e para
atender a demanda de mercado, pode-se destacar algumas pesquisas: estudos da estabilidade do
baculovirus Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SFMNPV) durante a

passagem seriada utilizando células Sf9 verificaram o efeito de passagem (PEDRINI, WOLFF
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e REID, 2004); a susceptibilidade de duas linhagens de células de inseto, Sf9 e Sf21, ao
baculovirus SFTMNPV foi verificada por meio da produgdo dos corpos de oclusdo (poliedros)
em cultivos em suspensdo (ALMEIDA, 2005). Castro et al. (2006) verificaram a infectividade
do baculovirus anticarsia em diferentes linhagens de células Trichoplusia ni, Anticarsia
gemmatalis e Spodoptera frugiperda com a finalidade de quantificar a produg&o viral e a sintese
de proteinas. Almeida (2010) estudou sobre os sistemas de cultivos e diferentes isolados de
AgMNPV em células Sf21 e verificou a cinética de producdo de poliedros do SFTMNPV em
células Sf9 (ALMEIDA et al., 2010). Dantas (2010) analisou a influéncia do horménio ecdisona
na produtividade de poliedros de SfMNPV. Del Padre (2016) pesquisou a cinética de
crescimento e infeccdo do AQMNPYV em células Sf21 utilizando biorreatores de bancada para

a producao do biopesticida viral.

3.5. CINETICA DOS PROCESSOS DE PRODUGAO DE BACULOVIRUS

A anélise cinética dos processos de produc¢do de baculovirus, normalmente, utiliza-se a
estratégia de cultivo em batelada ou descontinuo, semelhante aos processos com células
microbianas. Assim, os cultivos podem ser realizados em frascos de cultura (cultivo estatico ou
monocamadas), em frascos agitados, Spinners ou Erlenmeyers (cultivo em suspenséo), e ainda,
em grande escala utilizando biorreatores (ALMEIDA, 2010).

Na propagacao de células de inseto em suspensdo, utilizando o sistema de cultivo em
batelada, geralmente, a concentracdo de indculo adicionado equivale de 5-10% (v/v) podendo
atingir até 20% (v/v), e os valores maximos de concentracéo celular variam entre 2,0 e 4,0x10°
celulas vidveis/mL.

A Figura 3.7 apresenta a evolucdo da concentracdo celular e consumo de substrato ao

longo do cultivo em batelada.
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Figura 3.7 - Perfil da concentracédo celular e do substrato em um cultivo em batelada.

Tempo (dias)

Fonte: Adaptado de Chico, Rodriguez e Figueredo (2014).

A curva de crescimento de células viaveis esta representada por Xy e 0 consumo de
substrato por S. A produtividade desse processo é limitada pela baixa concentracdo celular
obtida ao final do cultivo, pois esta associada a concentracdo inicial do substrato. No cultivo de
celulas de inseto, a quantidade de substrato dever ser relativamente baixa para evitar problemas
de morte celular por efeitos osmoticos, e por fatores ambientais que podem variar ao longo do
tempo, como por exemplo, metabdlitos toxicos que podem ser sintetizados durante o processo
(CHICO, RODRIGUEZ e FIGUEREDO, 2014). Além disso, quando se trata de um processo
de infeccdo, a produtividade viral também é dependente de outras variaveis, como: o design do
frasco da cultura celular, a composic¢éo do meio de cultura, as condi¢des da populagéo celular
no tempo de infeccdo (TOI), a multiplicidade de infeccdo (MOI) e 0 nimero de passagens do
indculo viral (POWER et al., 1994).

Com o estudo dos parametros cinéticos é possivel relacionar as velocidades de
crescimento, de morte, de consumo de substrato e sintese de produtos sob as condi¢bes de
cultivo, permitindo prever quantitativamente o comportamento das células (AUGUSTO,
BARRAL e PICCOLI, 2014). E a partir do conhecimento desses dados, promover a otimizacéo
do processo para ampliacdo da escala de producdo de bioinseticidas virais. Assim, 0
acompanhamento cinético desses processos pode ser descrito matematicamente por expressoes
cinéticas e balancos de massa similares aos modelos matematicos para os cultivos com células
microbianas. Apenas deve-se considerar a viabilidade das células, no caso de cultivo de células
animais, ha sempre uma quantidade mensuravel de morte celular que deve ser incluida no

calculo dos parametros cineticos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 LINHAGEM CELULAR

A linhagem de células de inseto utilizada foi a Sf21 (VAUGHN et al, 1977), derivada
do tecido embrionario da lagarta Spodoptera frugiperda cedida pela pesquisadora Dra.
Marlinda de Souza Lobo (Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia — Cenargen). Esta
linhagem originalmente era mantida em meio TNMFH suplementado com 10% de soro fetal
bovino cultivada em garrafinhas de cultura. Para os processos de infec¢do desse trabalho, as
células foram adaptadas ao cultivo em suspensédo e ao meio SF90011 (Gibco), meio livre de soro
fetal bovino.

A manutencdo das células utilizou o meio SF900II e shaker (SOLAB SL-223) com
agitacdo de 120 rpm e temperatura controlada de 28 °C, utilizando frascos Erlenmeyers (100
mL) com 20 mL de volume de suspenséo celular e uma concentracéo de (8 x 10° a 1 x 10°)
células viaveis/mL. Subcultivos para a manutencdo da linhagem foram realizados a cada 72
horas (ALMEIDA, 2005).

A morfologia, concentragdo celular e a viabilidade foram monitoradas por meio de
microscopia 6tica, de acordo com metodologia descrita por Nielsen, Smyth e Greenfield (1991).
Amostras foram retiradas para a contagem em camara de Neubauer, e determinada a
concentracdo de células com o auxilio do método de exclusdo de azul de tripano (0,1% v/v)

para verificar a viabilidade celular (Equagéo 4.1).

CC(célulaS)_N célulasx D (41)

mL /)~ 8x10~%

Em que:
Cc (células viaveis/mL) — concentracdo de células
N (células) — nimero de células contadas nos quadrantes

D — Fator de diluicdo

4.2 ISOLADOS VIRAIS

Dois baculovirus selvagens foram utilizados nos processos de infeccdo, Anticarsia

gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) — Isolado AgMNPV-2D e o
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Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV), fornecidos pela Embrapa —
Cenargen (Recursos Genéticos e Biotecnologia).

Dois fendtipos virais dos baculovirus estudados foram utilizados no sistema de
producdo in vitro: o virus extracelular (BV) — obtido do ciclo de infeccdo em células Sf21 no
tempo de pos-infecgdo de 24 - 48 horas e o virus derivado da oclusdo (ODV) — obtido na fase
final do ciclo de infeccdo no tempo de 7-10 dias do processo de infeccdo. Os ODVs foram
obtidos por meio da utilizacdo de solucGes alcalinas para solubilizacdo da matriz proteica que
envolve o corpo de oclusdo (OB) de modo a permitir a entrada das particulas virais nas células

de inseto no processo de infecgéo celular (ALMEIDA, 2010).

Para a liberacdo e contagem dos corpos de oclusdo (OB) produzidos pelas células
infectadas, um volume igual a 1% (v/v) de dodecil sulfato de sédio (SDS) foi adicionado a 0,5
mL da suspensdo de células infectadas. A mistura foi incubada a 28 °C por duas horas para
promover a dissolu¢do das membranas celulares e liberagdo dos OBs. A solugéo contendo 0s
OB:s foi diluida com agua para se obter um numero de particulas de OB entre 100 e 150 com
uma concentragdo aproximada de (1 a 1,5) x 10’ OB/célula no quadrante central da camara de
Neubauer. Os OBs foram contados utilizando um microscépio 6tico com aumento de 400 vezes
e sua concentracdo foi estimada pela Equagédo 4.2, conforme descrito por Nielsen, Smyth e
Greenfield (1991).

C o_B)_ 5xD x M(OB) (4-2)

OB(mL T 1x1074

Em que:

Cog (OB/mL) — concentracéo de OB

D — Fator de diluicdo

Mog — nimero de OB contado no quadrante central

4.3 PROCESSOS IN VITRO DE INFECCAO COM OS BACULOVIRUS ANTICARSIA E
CHRYSODEIXIS

Os processos de infecgdo in vitro com AgMNPVe ChinSNPV foram realizados por
meio de infecgdes em células Sf21 sadias cultivadas em suspensdo, com viabilidade de 80% ou
superior, utilizando como indculo particulas virais do tipo virus derivado da oclusédo (ODV) e
virus extracelular (BV) dos respectivos baculovirus. Cada sistema de infec¢do foi analisado,

separadamente, quanto ao crescimento de células vidveis (controle e infectadas), a producao
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OB (volumétrica e especifica). Também foi realizada a analise para o processo de co-infeccéo

com as particulas virais. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.1 Infeccdes com virus derivado da oclusédo dos baculovirus AgMNPV e ChinSNPV

Para as infeccbes com ODV foi necessario preparar as particulas virais para promover
a entrada dos virions nas células Sf2lem cultivo. Assim, a liberacdo dos ODVs de ambos
isolados AgMNPV-2D e ChinSNPV foi realizada conforme metodologia descrita por Lynn
(1994). Uma aliquota de 300 pL de OB de cada isolado com concentragdo na ordem de 10%-
10° OB/mL foi adicionada em solucéo alcali para promover a dissolucdo da poliedrina que
envolve 0 OB e, assim, obter o ODV para ser inoculado em suspensdo de células Sf21.

Os processos de infeccdo foram conduzidos em frascos Erlenmeyer (125 mL) e com
meio SF900II, contendo 25 mL ou 30 mL (o volume utilizado dependia da concentracéo de
células presentes na cultura da manutencdo celular que seria usada para o processo de infec¢éo)
de suspensdo celular com viabilidade maior que 80% ou superior, incubados em shaker
(SOLAB SL-223) a 120 rpm e 28 °C. Para 0 AgMNPV-2D, o tempo de infeccao (TOI) foi de
1x108 células viaveis/mL, ou seja, esta foi a concentracdo celular em que 0S pProcessos
iniciaram, e para o ChinSNPV, o TOI foi 5x10° células viaveis/mL, isso devido a estabilidade
do crescimento das células em cada processo. Assim, obteve-se uma solucéo de ODV liberado
do OB - AgMNPV-2D, esta solucdo foi inoculada em suspensdo de 30mL de células
Sf21sadias. Da mesma forma, considerando o processo de infec¢do com o ChinSNPV, a solucgéo
de ODV do ChinSNPV foi inoculada em outra suspensdo de 30mL de células Sf21sadias,
caracterizando os sistemas in vitro de infecgdo com cada um dos isolados virais. Amostras (200
pL) foram retiradas diariamente, de cada um dos sistemas de infeccdo, para acompanhamento
da cinética de crescimento das células controle e infectadas, bem como, a producédo de OB e

consumo de glicose durante o processo. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.3.2 InfeccBes com virus extracelulares dos baculovirus AQMNPV e ChinSNPV

Primeiramente, suspensdes de células Sf21foram infectadas com uma multiplicidade

de infeccdo (MOI) de 10% (v/v) dos BVs retirados da segunda passagem seriada em células
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Sf21dos isolados de AgMNPV e ChinSNPV obtidos de trabalhos anteriores do grupo de
pesquisa do Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos do CBiotec para verificar a capacidade
de infeccdo de in6culos mais antigos.

As infeccdes foram realizadas separadamente com tempo de infeccdo (TOI) de 1,0 x
108 células viaveis/mL para AQMNPV e 5,0 x 10° células viaveis/mL para ChinSNPV, devido
a fase de adaptacdo das células e a sua velocidade de crescimento nas condi¢Ges adotadas. Os
cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyers (100 mL) com 20 mL de suspensao celular
(ALMEIDA, 2010). As amostras foram retiradas, a cada 24 horas, para a contagem das células
néo infectadas (controle) e infectadas, bem como, a determinagdo da concentragéo dos OBs
produzidos durante o processo.

Os OBs obtidos a partir desses processos de infeccdo foram utilizados para liberar os
ODVs para servir de inoculo viral das infeccBes subsequentes. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

No segundo momento, novas infec¢des foram realizadas a partir dos virus extracelulares

(BV) obtidos dos processos de infeccdo com ODV realizados previamente, tanto para o
AgMNPV quanto para ChinSNPV. Para os processos de infec¢do as novas particulas virais do
tipo BV foram utilizadas com uma multiplicidade de infecgdo (MOI) de 20% (v/v) e tempo de
infeccdo (TOI) de 1x10° células vidveis/mL para o AQMNPV e MOI de 10% (v/v) e TOI de
5x10°células vidveis/mL para o ChinSNPV. Em ambos os sistemas foram utilizados frascos
Erlenmeyers (125 mL) com volume de 30 mL de suspensao celular mantida em incubadora
shaker (SOLAB SL-223) a 28 °C e 120 rpm.

4.3.3 Co-Infecgdes com virus extracelular dos baculovirus AQMNPV e ChinSNPV

As co-infeccdes foram realizadas a partir dos virus extracelulares (BV) extraidos do
sobrenadante da suspenséo de células infectadas, com 24 horas dos processos de infec¢cdo com
ODV realizados previamente, tanto para 0 AgMNPV quanto para ChinSNPV. Portanto, a
particula viral utilizada como in6culo viral foi denominada de virus extracelular (BV) de
passagem 1. Utilizou-se uma multiplicidade de infec¢do (MOI) de 20% (v/v), sendo 10% (v/v)
de BV do AGQMNPV-2D e 10% (v/v) de BV do ChinSNPV; e tempo de infeccdo (TOI) de 1x10°
celulas viaveis/mL. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyers (125mL) com volume
de 30 mL de suspenséo celular mantida em incubadora shaker (SOLAB SL-223) a 28 °C e 120

rpm.
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4.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS

Os parametros cinéticos dos processos de infeccdo realizados foram estimados
conforme metodologias descritas por Schmidell et al. (2001) e Almeida et al. (2010).

As velocidades méximas de crescimento especifico de células ndo infectadas
(controle) (ux) e células infectadas (uxi) foram estimadas por ajuste linear logaritmico Neperiano
da densidade celular com o tempo de cultivo durante o crescimento exponencial, de acordo com
a metodologia de Schmidell et al. (2001). Assim, o coeficiente angular desta curva ajustada foi
considerado a velocidade especifica maxima de crescimento das células, tanto controle quanto
infectadas. A velocidade média de infeccéo (Kq) e a velocidade média de produgéo de OB (Kog)
foram calculadas por ajuste linear de dados experimentais durante a fase de crescimento
exponencial das células infectadas (ALMEIDA et al., 2010).

O modelo cinético foi baseado no “sincronismo” da infeccao celular, assim, o nimero
de células viaveis infectadas foi igual ao numero de células viaveis ndo infectadas no tempo de
infeccdo (TOI) aplicado. No modelo (Equacdo 4.3) foi considerado que o crescimento celular
sofrera inibicdo apos a exposicao ao virus (POWER e NIELSEN, 1996).

% = (k@ = Ka(@®) - Xy (4.3)
Em que:
Xvi: concentracdo de células viaveis infectadas durante o processo de infeccao;
t (dias): tempo do processo;
u: velocidade especifica de crescimento das células infectadas;

T: tempo de exposi¢do ao virus;

Kq: taxa de mortalidade das células infectadas, refletindo o impacto letal do virus.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Artigo 1: PROCESSO IN VITRO DE INFECQAO DO AGMNPV-2D EM CELULAS
SF21 (A ser submetido. Periddico: Biotechnology and Bioprocess Engineering. Qualis A2
em Engenharias II)

RESUMO

Anticarsia gemmatalis Multiple Nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) é um patogeno especifico
da lagarta Anticarsia gemmatalis, uma das principais desfolhadoras da lavoura da soja. Assim,
0 presente trabalho teve como objetivo a producdo in vitro dos baculovirus AQMNPV, isolado
2D, em linhagem celular Sf21cultivada em suspensao. A producédo de corpos de oclusdo (OB)
foi analisada por processos de infecgdo utilizando dois fenétipos virais do AGQMNPV-2D, virus
extracelular (BV) e virus derivado de oclusdo (ODV). Os cultivos foram realizados em frascos
Erlenmeyers (125mL) com 30mL de suspensao de células Sf21, agitados em shaker a 120 rpm
e temperatura de 28 (x1) °C. As amostras (200uL) foram retiradas a cada 24 horas para serem
analisadas quanto a concentracdo e viabilidade celular, e producdo volumétrica e especifica dos
OBs produzidos. A melhor infeccdo em termos numéricos foi a do ODV do AgMNPV-2D
sendo 21,8 OB/célulae 2,8 x 10" OB/mL.

Palavras-chave: biopesticidas virais; Anticarsia gemmatalis; cultivo em suspenséo; particulas
virais.

ABSTRACT

Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) is a specific pathogen of the
Anticarsia gemmatalis caterpillar, one of the main defoliators of soybean crops. Thus, the
present work aimed at the in vitro production of AGMNPV baculoviruses, isolated 2D, in
suspension cultured Sf21cell line. The production of occlusion bodies (OB) was analyzed by
infection processes using two viral phenotypes of AQMNPV-2D, extracellular virus (BV) and
occlusion-derived virus (ODV). The cultures were carried out in Erlenmeyers flasks (125mL)
with 30mL of Sf21 cell suspension, shaken in a shaker at 120 rpm and a temperature of 28 (+1)
°C. Samples (200uL) were taken every 24 hours to be analyzed for concentration and cell
viability, and volumetric and specific production of the OBs produced. The best infection in
numerical terms was that of the ODV of AgMNPV-2D, being 21.8 OB/cell and 2.8 x 10’
OB/mL.

Key words: viral biopesticides; Anticarsia gemmatalis; suspension cultivation; viral particles.

1. INTRODUCAO

Possuindo uma produ¢do mundial de gréos acima de 360 milhdes de toneladas, a cultura da soja
(Glycine max L. Merr.) é essencial economicamente [1]. Os grdos desta fabacea s&o
fundamental fonte de proteina vegetal, componente essencial na producéo de racdo animal, e
sua vasta utilizagdo na alimentacdo humana [2]. O Brasil é o segundo maior produtor de soja

do mundo, cultivando aproximadamente de 35 milhdes de hectares na safra 2018/2019, tendo
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como o estado de Mato Grosso o de maior producdo do pais [3]. Contudo, durante os anos do
ciclo produtivo da cultura, a presenca constante de insetos-praga, que podem ocorrer desde a
semeadura até a maturacao dos grdos, atribuindo-se como um dos principais motivos limitantes

para a exploragdo da cultura e, consequentemente, de sua producéo [4, 5].

Essa problematica pode ser controlada através da utilizacdo de manejos fitossanitarios,
como: diversificacdo de plantas (enfatizando os consorcios e as rotagdes de culturas); utilizacdo
de sementes sadias; uso de espécies ou variedades adaptadas as condi¢oes de clima e solo locais
( respeitando os requisitos referentes as estagdes do ano); e priorizacdo de uso de cultivares
geneticamente resistentes a fitopatdgenos e insetos-praga (obtidas por métodos classicos de
melhoramento (Plantas transgénicas BTs), quando a integracdo dessas préaticas culturais nao
sdo eficientes para evitar e conter uma doenca/praga em nivel tolerdvel, sdo recomendadas
medidas emergenciais, nas quais incluem introducdo de inimigos naturais para o controle

bioldgico (fungos, virus e bactérias).

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada a
principal praga da soja, sendo um principal desfolhador desta cultura no Brasil [6-7]. No
entanto, mesmo existindo outras plantas hospedeiras, essa espécie se alimenta
preferencialmente de leguminosas e a sua grande relevancia € relacionada a sua grande
abundancia e ocorréncia frequente em todas as regides do Brasil onde ha a cultura [8].

Esta espécie caracteriza-se por possuir quatro pares de falsas pernas, coloracéo
geralmente verde contendo estrias longitudinais no dorso, podendo atingir até 40 mm de
comprimento. Em relacdo aos danos causados por este desfolhador, a lagarta da soja chega a
consumir individualmente cerca de 90 cmz2 de folhas durante o seu desenvolvimento, podendo
o desfolhamento chegar a 100% [9,10]. Ainda, segundo Moscardi [11], a lagarta da soja pode
ser responsavel por até 50% das aplicacBGes de inseticidas quimicos na cultura da soja. O
controle biolégico da A. gemmatalis pode ser efetuado através da bactéria Bacillus thuringiensis
e do baculovirus Anticarsia.

Os baculovirus compreendem o maior grupo dentre os virus de insetos utilizados como
bioinseticidas, sendo o baculovirus Anticarsia (Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus - AgMNPV) utilizado desde 1984, para o controle da lagarta da soja no
Brasil. Ele vem sendo produzido in vivo, trabalhando com condi¢des de campo ou de criagdo
massal do inseto em laboratorio por causa do melhor desempenho na obtengédo de corpos de
ocluséo [12].

O modo de acdo do baculovirus Anticarsia consiste, inicialmente, na ingestdo do

alimento contaminado pelas larvas do inseto, posteriormente, ocorrendo a dissolugdo dos
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corpos de oclusdo, promovendo uma infec¢do primaria no intestino médio, e depois, sdo
desencadeadas infecgdes secundarias, ocorrendo a ruptura das células [13, 12]. Logo, o inseto
torna-se debilitado e para de se alimentar, ocasionando a morte de 5 a 8 dias apds contrair a
infeccdo, apresentando o corpo descolorido e, cerca de dois dias apds a morte, acontece o
rompimento do corpo da lagarta liberando uma ampla quantidade de virus sobre a planta,
servindo de inéculo para 0 mesmo. A partir disto, sabe-se que a utilizagdo dos baculovirus ja
evitaram que cerca de 11 milhdes de litros de agrotéxicos fossem lancados no ambiente,
proporcionando uma economia superior a 100 milhdes de dolares [12, 14].

Portanto, o desafio da pesquisa é utilizar estratégias de producéo in vitro da baculovirus
Anticarsia utilizando células em suspensdo (linhagem celular Sf21) e com dois fenétipos (BV
e ODV) e diferentes multiplicidades de infeccdo (MOI) para aumentar a producéo final de OB
e possibilitar a ampliacdo do cultivo. Assim, a infeccdo processo conduzido em frascos de
agitacdo proporciona maior acesso das particulas virais as células e, consequentemente, o
aumento na producdo de OB de AgMNPV quando comparado a cultura em monocamada [15].

Esta pesquisa tem como finalidade a producéo e quantificacdo de OB (corpo de ocluséao)
através da infeccdo por BV e ODV do AgMNPV-2D e posteriormente verificar o consumo de

glicose nesse processo infectivo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Células

A linhagem de células de inseto utilizada foi a Sf21 Vaughn et al [16], derivada do
tecido embrionario da lagarta Spodoptera frugiperda cedida pela pesquisadora Dra. Marlinda
de Souza Lobo (Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia — Cenargen). Esta linhagem
originalmente era mantida em meio TNMFH suplementado com 10% de soro fetal bovino
cultivada em garrafinhas de cultura. Para os processos de infeccdo desse trabalho, as células
foram adaptadas ao cultivo em suspensédo e ao meio SF900I1 (Gibco), meio livre de soro fetal
bovino.

A manutencéo das células utilizou o meio SF900II e shaker (SOLAB SL-223) com
agitacdo de 120 rpm e temperatura controlada de 28 °C, utilizando frascos Erlenmeyers
(100mL) com 20mL de volume de suspenséo celular e uma concentragio de (8 x 10° a 1 x 10°)
células viaveis/mL. Subcultivos para a manutencdo da linhagem foram realizados a cada 72
horas [17].
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A morfologia, concentragéo celular e a viabilidade foram monitoradas por meio de
microscopia ética, de acordo com metodologia descrita por Nielsen, Smyth e Greenfield [18].
Amostras foram retiradas para a contagem em camara de Neubauer, e determinada a
concentracdo de células com o auxilio do método de exclusao de azul de tripano (0,1% v/v)

para verificar a viabilidade celular (Equacédo 2.1).

CC(células)_N células x D (21)

mL /= 8x10~%

Em que:
Cc (celulas viaveis/mL) — concentragdo de células
N (células) — nimero de células contadas nos quadrantes

D — Fator de diluicdo

2.2. Virus

O baculovirus selvagem foi utilizado no processo de infeccdo, Anticarsia gemmatalis
multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) — Isolado AgMNPV-2D fornecido pela Embrapa —
Cenargen (Recursos Genéticos e Biotecnologia).

Dois fendtipos virais dos baculovirus estudados foram utilizados no sistema de
producdo in vitro: o virus extracelular (BV) — obtido do ciclo de infeccdo em células Sf21 no
tempo de pos-infecgdo de 24 - 48 horas e o virus derivado da oclusdo (ODV) — obtido na fase
final do ciclo de infeccdo no tempo de 7-10 dias do processo de infeccdo. Os ODVs foram
obtidos por meio da utilizacdo de solucGes alcalinas para solubilizacdo da matriz proteica que
envolve o corpo de oclusdo (OB) de modo a permitir a entrada das particulas virais nas células
de inseto no processo de infecgéo celular.

Para a liberacdo e contagem dos corpos de oclusdo (OB) produzidos pelas células
infectadas, um volume igual a 1% (v/v) de dodecil sulfato de sédio (SDS) foi adicionado a 0,5
mL da suspensdo de células infectadas. A mistura foi incubada a 28 °C por duas horas para
promover a dissolugdo das membranas celulares e liberagdo dos OBs [15].

A solugéo contendo os OBs foi diluida com agua para se obter um nimero de particulas
de OB entre 100 e 150 com uma concentragio aproximada de (1 a 1,5) x 107 OB/célula no
guadrante central da cAmara de Neubauer. Os OBs foram contados utilizando um microscépio
Otico com aumento de 400 vezes e sua concentracao foi estimada pela Equagdo 2.2.

Cc OB)_ 5x D x M(OB) (2.2)

OB(H T 1x1074
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Em que:
Cog (OB/mL) — concentracéo de OB
D — Fator de diluicdo

Mog — nimero de OB contado no quadrante central

2.3. Processo de replicagdo in vitro do isolado AGQMNPV-2D

2.3.1. InfecgBes com virus extracelular (BV) do AQMNPV-2D

Os processos de infeccdo in vitro dos baculovirus AgMNPYV foram realizados por meio
de infecgdes em células Sf21 sadias cultivadas em suspensao, com viabilidade superior a 80%.
As linhagens foram infectadas com uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10% (v/v) dos
BVs retirados da segunda passagem seriada em células Sf21 do isolado de AgMNPV-2D de
cultivos anteriores, tempo de infeccio (TOI) para esse processo foi de 1,0 x 10° células
viaveis/mL. Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 100 mL com 20 mL de
suspenséo celular e 0 meio utilizado nessa etapa de infecc¢do foi o SF900II [15].

As amostras foram retiradas, a cada 24 horas, para a contagem das células nao
infectadas (controle) e infectadas, bem como, a determinacdo da concentracdo dos OBs
produzidos durante 10 dias de processo. Os OBs obtidos a partir desses processos de infeccéo
foram utilizados para liberar os ODVs para servir de indculo viral das infeccBes subsequentes.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.3.2. Infecgbes com o virus derivado da oclusdo (ODV) do AgMNPV-2D

Os processos de infeccdo in vitro dos baculovirus AgMNPV foram realizados
conforme citados anteriormente, com a alteracdo no indculo viral que foi utilizado o ODV
obtido producéo in vitro de OB das infec¢fes com os isolados estudados. A liberacdo dos ODVs
foi realizada conforme metodologia descrita por [19].

A solugéo obtida de ODV foi inoculada no volume de 5-7mL em suspensdo de 30mL
de células Sf21. Amostras foram retiradas diariamente para acompanhamento da cinética de
crescimento das células controle e infectadas, bem como, a producédo de OB. Todas as anélises

foram realizadas em triplicata.
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2.4 Determinacdo da concentracdo da glicose na infeccdo do AQMNPV-2D

As aliquotas (100 uL) de cada processo de infeccdo foram retiradas e centrifugadas
(1000 rpm por 10 minutos, MiniSpin-Eppendorf). O sobrenadante foi coletado e armazenado a
-20°C para posterior anlise.

Apos o descongelamento, o sobrenadante coletado foi submetido a determinacdo da
concentracdo de glicose, pelo método DNS em microplacas, conforme metodologia de Santos
et al. [20].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Processo de Infecgdo por BV do AgQMNPV-2D

O processo de adaptagdo celular (anterior ao procedimento da infeccdo) para as
condicdes de processo utilizadas, pode ter sua cronologia visualizada na figura 1. Observa-se
na figura 1A, as células Sf-21 em cultivo monocamada e adaptadas ao meio TNM-FH acrescido
de 10% SBF, percebe-se um bom crescimento celular, preenchendo a superficie de crescimento
disponivel. Na figura 1B, as células encontram-se em processo de adaptacdo ao meio SF900II
livre de soro da GIBCO, é possivel visualizar um aumento do volume celular e a presenca de
vesiculas indicando estresse osmotico, sendo associado a mudanca do meio de cultivo. Na
figura 1C temos a célula transllcida, adaptada ao meio SF900II e recém transferida para o
cultivo em suspensdo a uma rotacdo inicial de 80 rpm, obtendo uma visualizacdo de baixa
confluéncia celular. Na figura 1D temos a célula em processo de adaptacdo ao cultivo em
suspensdo, podemos indicar a presenca de células ndo viadveis coradas em azul, diferente do que
estd apresentado na figura 1E as células se encontram adaptadas ao cultivo em suspensdo
vemos células transllcidas de morfologia conservada, sem apresentar aumento do volume
celular e com viabilidade acima de 90% e concentracdo celular baixa, a figura 1F, onde foi
observado células cultivadas a 120 rotagGes por minuto, sendo essa condi¢do ideal para o

melhor desenvolvimento celular, garantindo uma boa oxigenacéo para as células.
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Figura 1 Etapas do procedimento de adaptacdo celular

A - Células IPLB-SF-21 AE em cultivo estatico adaptadas ao meio TNM-FH acrescido de 10% SBF; B - Células
IPLB-SF-21AE em cultivo estatico em adaptagdo ao meio SF900II livre de soro; C - Células IPLB-SF-21AE
adaptadas ao meio SFO00II livre de soro e recém transferidas para cultivo em suspenséo; D - Células IPLB-SF-
21AE em adaptagio ao cultivo em suspensdo; E - Células IPLB-SF- ZIAE adaptadas ao cultivo em suspensdo a
94.1 rotagdes por minuto; F - Células IPLB-SF-21AE I

v Y

Fonte: Magalhées (2022).

O processo de infeccéo foi realizado e as células apresentaram sinais caracteristicos de
infeccdo por AQMNPV, volume celular aumentado, formato irregular e estruturas escuras em
seu citoplasma.

Em seguida, apds a contagem das células viaveis e ndo viaveis e dos corpos de ocluséo
produzidos durante o processo infectivo, foi possivel determinar a concentragdo e a viabilidade
celular, bem como a produgéo volumétrica e especifica dos corpos de ocluséo no decorrer do
tempo, utilizando como in6culo viral BVs de passagem 2. Na Figura 2 foi observada uma
reducdo progressiva da viabilidade das células infectadas em conjunto com uma diminuicdo
progressiva de sua concentracdo celular, sendo mais pronunciada da concentracéo celular que
ocorreu com 72 horas do processo, 0 que é compativel com o ponto de maior produgéo de BVs.
Por fim, as células do controle permaneceram com viabilidade acima de 60% durante todo o
processo infectivo, com isto sem apresentar queda acentuada, sua concentragdo cresceu até o
dia 3 do processo, permaneceu estavel até o quarto dia e no dia 5 comegou a diminuir,
apresentando assim uma tendéncia de queda.
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Figura 2. Processo de Infeccdo do BV em segunda passagem do AQMNPV-2D
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Fonte: Autoria propria, 2022.

A maior concentracdo de células viaveis do controle foi obtida no quarto dia de
processo e foi de 3,08 x 10° células viaveis/mL, enquanto a maior concentracao de células totais
foi obtida no sétimo e ultimo dia do processo, sendo ela de 4,075 x 10° células/mL, neste dia a
viabilidade do controle era de 44.4%. Comparativamente, a partir do primeiro dia, as células
infectadas ja estavam abaixo de 70% de viabilidade, mostrando estabilidade até o sétimo dia do
processo, quando a viabilidade comegou a demonstrar queda linear. Este resultado esta
corroborando com as concentragdes maximas ja descritas na literatura em torno de 4,0x10°
celulas vidveis/mL [21].

Portanto, foi observado a diferenciacdo entre a concentracdo e a viabilidade celular da
infeccdo em relacdo a célula controle, que por sua vez apresentou maior estabilidade no decorrer
do tempo, sabendo que essa representacdo em valores menores € a comprovacao da infeccédo e
efeitos da acdo do AQMNPV-2D presente neste cultivo celular.

A Figura 2 mostra a producéo especifica e volumétricas de corpos de oclusdo (OB) no
decorrer do tempo. Sendo observado que ap06s 48 horas do processo, tem-se inicio da producgao

de OB, tanto especifica quanto volumétrica.
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Figura 2. Producéo dos corpos de ocluséo (OB).
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Fonte: Autoria propria, 2022.

Foram obtidas como resultados a concentracdo volumétrica maxima de 1,38x10’
OB/mL, que foi alcancada no 7° dia do procedimento, e entdo ocorre a estabilizacdo da
producdo da concentracdo volumétrica maxima que corresponde a uma producdo especifica de
7,7 OB/célula. Cada ceélula do processo produziu no méximo 7,7 corpos de ocluséo.
Comparativamente ao estudo de Andrade [22] que possui as mesmas condicGes e obteve como
resultados 0,17 x 107 OB/mL e 5 OB/célula, com isto o valor da nossa pesquisa apresentou um
aumento na producdo de OB e esta ocorréncia pode ser relacionada a uma melhor adaptacao
celular ao processo e a concentragdo de virus adicionado a amostra.

Com isso, a producao de OBs obtida nesse trabalho possuiu uma menor quantidade
guando comparado ao estudo citado, possivelmente, devido ao processo de adaptacdo das
células ainda ndo estd completamente estabelecido, as células ndo cresceram o suficiente para
atingir uma produtividade maior. Sistemas de cultivo para essa linhagem tornam-se mais
produtivos quando as células estdo adaptadas aos processos agitados, ou seja, agitacdo ajustada
a 120 rpm e temperatura controlada a 28°C, condi¢des Gtimas para o pleno desenvolvimento da
linhagem Sf21 em suspensao.

Embora tenha sido observada a infeccdo, demonstrada pelos efeitos citopaticos
caracteristicos e a baixa concentracdo de células infectadas, esse processo nao foi otimizado,
pois, as células que foram utilizadas estavam com viabilidade de 89% no momento da infec¢do

e cultivadas em agitacdo de 80 rpm, portanto, ainda ndo estavam na condicéo ideal para atingir
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a producgdo de OB desejada ou comparavel aos sistemas ja estudados com o mesmo isolado
viral e células de inseto.

3.2. Infeccédo por ODV do AgMNPV-2D

A Figura 3, mostra o percurso coerente de um processo de infeccdo., A célula controle
tem um crescimento na concentracgdo de células enquanto a célula infectada comeca uma queda
em sua concentracdo devido a agdo dos virus presentes no seu interior. O mesmo se observa na
viabilidade celular dessa infeccdo, atingindo ao fim do processo os valores de concentracdo
celular final para a cultura de célula controle e a cultura de celula infectada, respectivamente
1,81 x 10° células/mL e 1,01 x 10° células/mL. E a viabilidade final de ambas amostras
atingiram cerca de 45%.

Figura 3 Infec¢cdo por ODV do AgMNPV-2D.
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Fonte: Autoria propria, 2022.

Os resultados da produgdo de OB tendo como inoculo viral o ODV do AgMNPV 2D
estdo dispostos na (Figura 4) Os valores obtidos para essa infecgédo e a producdo de OB
identifica-se que ocorreu a infec¢do. Obtendo como resultados para a producao volumeétrica de
OB 0,22 a 2,8 x 10" OB/mL e para a producéo especifica de OB tem-se 3,2 a 21,8 OB/célula.

A produtividade das células de inseto esta relacionada a quantidade subcultivos
realizada no processo e sem a presenca do soro fetal bovino (SBF), em maior nimero de

passagens, ocorre uma diminuicdo da concentracdo maxima celular e na producdo proteinas
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recombinantes e forma inversa acontece um aumento na quantidade de proteinas celulares e o
tamanho das células, relacionando-se a adaptacéo celular ao novo meio com auséncia de SBF,

e ocasionando essa diminuicdo na producao e alteracfes morfologicas [23].

Figura 4. Producéo de OB com 0 ODV do AgMNPV 2D
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Fonte: Autoria propria, 2022.

Os resultados obtidos nessa pesquisa para o BV foram de 1,38x10” OB/mL e 7,7
OB/célula e para 0 ODV de 2,8 x 10" OB/mL e 21,8 OB/célula para 0 mesmo virus que é o
AgMNPV-2D, visto os valores obtidos a infeccdo por ODV apresentou um aumento na
producdo de OB tanto volumétrica quanto a especifica, estes valores podem ser referentes a

uma melhor adaptacéo celular ao processo ou a quantidade de virus adicionada a solucao.

3.3. Consumo de Glicose na infec¢do do ODV do AgMNPV 2D

A Figura 5 apresenta o consumo de glicose para a célula controle e a infectada em
relacdo ao periodo de 7 dias do processo, observando que no primeiro dia as duas amostras
possuiram um consumo similar, sendo de 1,5 para a controle e 1,18 para a infectada, a partir do
segundo ao quinto dia de avaliagdo a curva de consumo da célula infectada apresentou um
aumento, isto pode estar relacionado a producdo de OB, pois ocorre uma mudanga no
maquinario celular para possibilitar essa producdo. Ao fim do processo, observa-se novamente
uma semelhanca na curva da amostra controle e da infectada, obtendo como valores finais de

1,6 e 1,8, respectivamente.
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Figura 5. Consumo de glicose no processo de infecgdo do ODV. (A) células controle e seu
consumo de glicose; (B) células infectadas e seu consumo de glicose.
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Fonte: Autoria propria, 2022.

Tendo em vista a visualizacdo da curva para a célula infectada, observa-se um aumento
no consumo da glicose ao 2° dia de processo que pode ser relacionado com a acéo viral presente
no interior celular e sabendo que para a infec¢cdo do ODV por apresentar um resultado elevado

numericamente demandou mais energia do sistema para a produgdo dos componentes virais.

A glicose é o carboidrato normalmente mais consumido durante os processos celulares,
visto sua importancia no crescimento das células [24-26]. A partir do segundo dia para a célula
controle ocorre um aumento na concentragdo celular, isto é, a presenca do nutriente influenciou
para estimular o crescimento celular. E ao final do processo, encontra-se a queda do consumo,

e conforme a limitagdo da glicose presente, estudos apontam que com uma baixa quantidade
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deste carboidrato presente pode ocorrer um consumo de sacarose, proporcionando uma baixo

crescimento celular [25,27].

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos visualiza-se a efetivacdo da infeccdo através dos
efeitos citopaticos que foram vistos em microscopio e pela produgdo dos corpos de ocluséo
(OB), portanto pode-se concluir que as células Sf21 sdo suscetiveis a acdo do virus AQMNPV
e apresentando melhor desempenho na infec¢do por ODV e este beneficio pode ser por causa

das proteinas virais e/ou a uma adi¢do maior de virus na amostra.
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5.2 Artigo 2: AVALIACAO DA INFECTIVIDADE DO BACULOVIRUS CHRYSODEIXIS
EM CELULAS Sf21 CULTIVADAS EM SUSPENSAO (A submeter Periddico:
Biotechnology Advances. Qualis A1 em Engenharias I1)

RESUMO

Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV) € um patdgeno especifico da
lagarta Chrysodeixis includens, considerada a segunda maior praga da soja no Brasil, em
algumas regides, tornou-se a principal praga, podendo atuar no seu controle biologico e/ou
manejo integrado de pragas. Assim, o presente trabalho teve como objetivo a producgéo in vitro
dos baculovirus ChinSNPV, utilizando a linhagem celular Sf21 cultivada em frascos de
agitacdo. A producdo de corpos de oclusdo (OB), que é utilizado como bioinseticida viral, foi
realizada por processos de infeccdo com virus extracelular (BV) e virus derivado de ocluséo
(ODV) de ChinSNPV em linhagem celular Sf21 cultivada em frascos de agitagdo com 50mL
de SF900II médio a 120 rpm e 28°C. As amostras foram analisadas quanto a concentracao e
viabilidade celular, e producdo volumétrica e especifica dos OBs produzidos. O processo de
infeccdo realizado em frascos de agitacdo proporciona maior acesso das particulas virais as
células e, consequentemente, 0 aumento na producio de OB de ChinSNPV (1,34x1070OB/mL e
20,80B/Célula) guando comparado ao cultivo em monocamada. Assim, a analise da
infectividade dessas particulas virais foi importante para um futuro aumento da producéao desses
biopesticidas virais.

Palavras-chave: Biopesticida. Controle bioldgico. Linhagem celular Sf21. Particulas virais.

ABSTRACT

Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV) is a specific pathogen of the
caterpillar Chrysodeixis includens, considered the second largest pest of soybean in Brazil, in
some regions, it has become the main pest, which can act in its biological control and/or
integrated pest management. Thus, the present work aimed at the in vitro production of the
baculoviruses ChinSNPV, using Sf21cell line grow in shake flasks. The production of occlusion
bodies (OB), which is used as viral bioinsecticide, was performed by infection processes with
budded virus (BV) and occlusion-derived-virus (ODV) of ChinSNPV in Sf21 cell line grown
in shake flasks with 50mL of SF900II medium at 120 rpm and 28°C. Samples were analyzed
for cell concentration and viability, and volumetric and specific production of the OBs
produced. The infection process conducted in shake flasks provides greater access for viral
particles to the cells and, consequently, the increase in the production of OB of
ChinSNPV(1.34x10’0OB/mL e 20.8 OB/Cell) when compared to the monolayer culture. Thus,
the analysis of the infectivity of these viral particles was important for a future scale-up of
production of these viral biopesticides.

Keywords: Biopesticide. Biological control. Sf21cell line. Viral particles
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DESTAQUES

* Cultivo em suspensdo de celulas Sf21.

« Utiliza¢do de meio de cultura sem soro fetal bovino.

* Processo in vitro de infeccdo com baculovirus ChinSNPV.

« Infectividade das particulas virais: ODV e BV do ChinSNPV em células Sf21.

1. INTRODUCAO

O Brasil podera manter sua posi¢cao como um dos maiores produtores de soja na proxima
década, o Brasil produziu um recorde de 40,994 milhGes de hectares de soja, um aumento de
8,9% em relacdo a safra recorde de 4,587 milhGes de hectares na safra 2020/2021 (Colussi e
Schnitkey, 2021).

A Chrysodeixis. includens era uma praga secundaria da cultura de soja, até meados da
safra 2003/2004 (Botelho et al, 2019), isto porque as suas populacGes eram naturalmente
controladas por predadores, parasitoides e fungos entomopatogénicos (Sosa-Goméz et al.,
2010). No entanto o aparecimento e disseminacdo em 2001 da doenca da ferrugem-asiatica no
Brasil, que é causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P. Sydow) (Yorinori;
Lazzarotto, 2004), tornou-se comum a aplicacao de fungicidas ndo seletivos nas plantacdes de
soja, que até entdo ndo eram utilizados, a fim de controlar a ferrugem-asiatica. A partir desta
ocorréncia, promoveu uma reducdo na populacdo de fungos entomopatogénicos, a exemplo do
fungo Nomuraea rileyi (Sosa-Gomez, 2005). Sabendo que as populacdes da lagarta de C.
includens eram controladas por estes fungos, a reducdo dos mesmos nas plantacdes de soja
devido ao maior uso de fungicidas ndo seletivos, fez com que comecassem a ocorrer surtos
populacionais de C. includens (Moscardi et al., 2012).

O uso de inseticidas contra C. includens associado a sua toleréncia natural as substancias
quimicas favorece a evolucdo da resisténcia. No entanto, os avancos na producao de inseticidas
a base de baculovirus tém desenvolvido novas estratégias de controle para 0 manejo de pragas
de lepiddpteros. Assim, estudos recentes mostram que essas pragas eram altamente suscetiveis
ao ChinSNPV (Muraro et al., 2019; Sanches et al., 2019). No entanto, os fatores limitantes para
0 uso de ChinSNPV em comparagcdo com AgMNPV, por exemplo, incluem a ruptura do
tegumento das larvas, uma caracteristica indesejavel para a producéo in vivo, menor viruléncia
do que AgMNPV e restricdes na criacdo em massa de lagartas de soja devido a endogamia e

deplecdo de colbnias (Sosa-Gomez, 2017).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagem celular

A linhagem de células de inseto utilizada foi a Sf21 (VAUGHN et al, 1977), derivada
do tecido embrionario da lagarta Spodoptera frugiperda cedida pela pesquisadora Dra.
Marlinda de Souza Lobo (Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia — Cenargen). Esta
linhagem originalmente era mantida em meio TNMFH suplementado com 10% de soro fetal
bovino cultivada em garrafinhas de cultura. Para os processos de infec¢do desse trabalho, as
células foram adaptadas ao cultivo em suspensédo e ao meio SF90011 (Gibco), meio livre de soro
fetal bovino.

A manutencdo das células utilizou o meio SF900II e shaker (SOLAB SL-223) com
agitacdo de 120 rpm e temperatura controlada de 28 °C, utilizando frascos Erlenmeyers
(100mL) com 20mL de volume de suspenséo celular e uma concentragio de (8 x 10° a 1 x 10°)
células viaveis/mL. Subcultivos para a manutencdo da linhagem foram realizados a cada 72
horas (ALMEIDA, 2005).

A morfologia, concentracdo celular e a viabilidade foram monitoradas por meio de
microscopia 6tica, de acordo com metodologia descrita por Nielsen, Smyth e Greenfield (1991).
Amostras foram retiradas para a contagem em camara de Neubauer, e determinada a
concentracdo de células com o auxilio do método de exclusao de azul de tripano (0,1% v/v)

para verificar a viabilidade celular (Equacédo 2.1).

CC(células)_N células x D (21)

mL )~ 8x10~%
Em que:
Cc (células viaveis/mL) — concentragdo de células
N (celulas) — namero de células contadas nos quadrantes
D — Fator de diluicdo

2.2 Estoque de Virus
O baculovirus selvagem foi utilizado no processo de infec¢do, Chrysodeixis Includens
single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV) fornecido pela Embrapa — Cenargen (Recursos

Geneticos e Biotecnologia).
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Dois fendtipos virais dos baculovirus estudados foram utilizados no sistema de
producdo in vitro: o virus extracelular (BV) — obtido do ciclo de infeccdo em células Sf21 no
tempo de pos-infeccdo de 24 - 48 horas e o virus derivado da oclusdo (ODV) — obtido na fase
final do ciclo de infeccdo no tempo de 7-10 dias do processo de infeccdo. Os ODVs foram
obtidos por meio da utilizagdo de solucdes alcalinas para solubilizacdo da matriz proteica que
envolve o corpo de oclusdo (OB) de modo a permitir a entrada das particulas virais nas células
de inseto no processo de infecgéo celular.

Para a liberacdo e contagem dos corpos de oclusdo (OB) produzidos pelas células
infectadas, um volume igual a 1% (v/v) de dodecil sulfato de sédio (SDS) foi adicionado a 0,5
mL da suspensdo de células infectadas. A mistura foi incubada a 28 °C por duas horas para
promover a dissolucdo das membranas celulares e liberacdo dos OBs (Almeida et al., 2010).

A solucdo contendo os OBs foi diluida com agua para se obter um nimero de particulas
de OB entre 100 e 150 com uma concentracdo aproximada de (1 a 1,5) x 107 OB/célula no
quadrante central da cAmara de Neubauer. Os OBs foram contados utilizando um microscépio
otico com aumento de 400 vezes e sua concentracdo foi estimada pela Equacédo 2.2.

c 03)_ 5x D x M(OB) (2.2)

OB(H T 1x1074

Em que:

Cog (OB/mL) — concentracéo de OB

D — Fator de diluicdo

Mog — nimero de OB contado no quadrante central

2.3 Processos in vitro de infeccdo de ChinSNPV
2.3.1 Processos de infecgé@o por virus extracelular (BV)

Os processos in vitro de infec¢do do baculovirus ChinSNPV foram conduzidos por meio
de infecgBes em linhagem celular Sf21 saudavel cultivada em suspenséo, com viabilidade de
90% ou superior. As células foram infectadas com tempo de infecgdo (TOI) de 5,0 x 10° células
viaveis/mL e multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10% (v/v) dos BVs do ChinSNPV retirados
da segunda passagem seriada em células Sf21. As culturas foram conduzidas em frascos

Erlenmeyers de 125 mL com 30 mL de suspenséo celular em meio SF900I1 (Almeida, 2010).
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Amostras foram coletadas a cada 24 horas para contagem de células ndo infectadas
(controle) e infectadas, bem como para determinar a concentracdo de OBs produzidos durante
8 dias de processo. A concentracdo de OB na suspensdo foi determinada usando uma camara
de Neubauer com auxilio de microscépio ético (Olympus), aumento de 400x. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

2.3.2 Processos de infeccéo por virus derivado de oclusdo (ODV)

Os processos in vitro de infeccdo do baculovirus ChinSNPV foram conduzidos
conforme mencionado anteriormente no item 2.3.1, com a mudan¢a no indculo viral que
utilizou-se, nesse cultivo, 0 ODV obtido do OB (3,2x10° OB.mL™) produzido em sistema in
vivo a partir de infecgdes com ChinSNPV. A liberagdo dos ODVs foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por Lynn (1994).

A solucdo de ODV (5-7mL) foi inoculada na suspensdo de células Sf21 saudaveis
(30mL). Amostras foram coletadas diariamente para acompanhamento da cinética de
crescimento das células controle e infectadas, bem como da producgédo de OB. A concentracdo
de OB na suspensdo foi determinada usando uma cémara de Neubauer com auxilio de
microscopio Otico (Olympus), aumento de 400x. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

2.3.3 Determinacéo da concentracao de glicose

As aliquotas (100 pL) de cada processo de infeccdo foram retiradas e centrifugadas
(1000 rpm por 10 minutos, MiniSpin-Eppendorf). O sobrenadante foi coletado e armazenado a
-20°C para posterior analise.

Apoés o descongelamento, o sobrenadante coletado foi submetido a determinagdo da
concentracdo de glicose, pelo método DNS em microplacas, conforme metodologia de Santos
etal. (2017).

2.3.4 Determinacéo dos parametros cineticos
As velocidades maximas de crescimento especifico das células ndo infectadas (controle)

(ux) e celulas infectadas (uxi) foram estimadas por ajuste linear do logaritmico neperiano da

densidade celular com o tempo de cultivo durante o crescimento exponencial, conforme



57

metodologia de Schmidell et al. (2001). O coeficiente angular da equacgéo da reta ajustado foi
o valor estimado da velocidade méaxima especifica das células controle e infectadas dos
processos de infeccdo com ChinSNPV. A velocidade média de infeccdo (Kd) e a velocidade
média de produgdo de OB (Kog) foram calculadas por ajuste linear de dados experimentais

durante a fase de crescimento exponencial das células infectadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Infeccdo com o virus derivado da oclusdo (ODV) do ChinSNPV

O processo de infeccdo do ODV ChinSNPV seguiu 0s mesmos parametros que as
infeccdes anteriores, sendo observado no 1° dia a diferenca entre a cultura de células do controle
comparado a infeccéo (Figura 1).

No processo também foi visualizada a viabilidade inicial acima de 90% para ambas as
culturas celulares, nos trés primeiros dias a cultura controle cresceu muito, chegando no 4° dia
uma diferenciacdo na viabilidade dos infectados em relacdo aos ndo infectados (controle),
visualizando a acdo do virus. Além disso, observou-se no 2° dia de visualizacéo a diferenca

entre a cultura de células do controle em relacdo a infecgdo mostrada na Figura 1.

Figura 1. Concentracdo e viabilidade celular em relacdo ao ODV do ChinSNPV
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Portanto, inicialmente para o 1° dia de infeccdo a célula controle e a infec¢do obteve
viabilidade similar, e do 4° dia em diante ocorreu uma reducdo dessa viabilidade, obtendo um
resultado esperado, visto que as células presentes na infeccao estdo suscetiveis a acao dos virus.

Para Klafke (2020), a adaptacao celular com um novo meio, torna-se eficiente quando
as curvas concentracdo obtém uma proximidade em termos numéricos. A Figura 1 é mostrado
aconcentracéo inicial de células de 0,5 x 10° células viaveis/mL e ao final do processo as células
obtiveram uma concentragdo de 3,18 x 10° células viaveis/mL para a célula controle e para a
célula infectada foi de 0,53 x 10° cel/mL.

No processo também foi visualizada a viabilidade inicial acima de 90% para ambas
culturas de células, nos trés primeiros dias a cultura controle cresceu bastante atingindo no 3°
dia uma viabilidade cerca de 91%, ja a infeccdo reduziu para 79,6%, e no sétimo dia do processo
a controle atingiu 85,4% e a infectada 56,9%.

A concentracdo volumétrica de corpos de oclusdo (OB), cuja producdo inicia-se a

partir de 48 h do inicio do procedimento infectivo, esta exposta na Figura 2.

Figura 2. Producéo de OB por ODV do ChinSNPV.
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Foi observado crescente aumento no numero de OBs obtidos durante o processo e em
seguida uma estabilizacéo, sendo 2,85 x 10 OB/mL e ao final 6,01 x10°® OB/mL. Nas analises

de Klafke (2020), encontrou-se resultados de 2,5x108 e 9 x108 OB/mL para um processo de
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infeccdo realizado em biorreatores, o que indica que o presente trabalho apresentou bom
resultado, mesmo sendo o virus oriundo do OB in vivo, pois a medida que aumenta o numero
de passagens que a esse virus foi submetido, consequentemente aumenta a sua concentracao
viral.

Nesta etapa da infecgédo, observou-se um aumento exponencial e posteriormente uma
estabilizacdo do valor de OB obtido, respectivamente iniciando com 5,27 OB/célula e
finalizando com 11,19 OB/célula. Os resultados obtidos foram superiores em relacdo a primeira
infeccdo com ODV do ChinSNPV que teve como resultados: inicial 0,6 OB/célula e final 9,7
OB/célula. Portanto, verificou-se uma melhor adaptacgdo celular garantindo o aumento no valor
final obtido.

Para Reid et al. (2014) uma célula ideal para a producao in vitro precisa atingir uma
producdo de 300 OB/célula. Contudo, o quadro de infeccdes foi realizado e apresentou uma
infeccdo com efeito similar a curva da literatura (Almeida et al, 2010), logo pode-se confirmar
que o virus consegue infectar a célula e se replicar no seu interior.

De acordo com as informacgdes de crescimento celular, pode-se realizar a analise
cinética do processo de infeccdo com ODV-ChinSNPV. Assim, foram analisados alguns
pardmetros cinéticos tais como velocidades de crescimento especificas de células ndo infectadas
(ux) e infectadas (uxi), concentragdes iniciais de células controle e infectadas (Xinicia), tempo
de fase exponencial (texp), produtividade maxima de células (Px max), velocidade média de
infeccdo (Kq) e velocidade média de producdo de OB (Kog) que podem ser observadas na
Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros cinéticos do processo de infeccao.

Variaveis cinéticas Células controle | Células infectadas
Xinicial (Células.mL™) 4,8x10° 5,4x10°
Xmaximo (Células.mL™?) 3,2x10° 5,6x10°
AXmaximo (Células.mL™) 2,72x106 0,2x10°

t exp (dias) 5

Py maximo (Células.mL.d?) 0,46x10° 0,76x10°

Hx maximo (A7) 0,2775 0,2027

Kg (Células.mL?.d?) 7,1x10°
Kog (OB.mL.d?) 1,025 x 10°

Legenda: Xinicial — concentracdo inicial de células; Xmaximo — concentragdo maxima de células AXmaximo - Variagéo
da concentragdo de células m&xima e concentracéo de células iniciais; t exp —tempo de durag&o da fase exponencial;
Py maximo — produtividade méxima de células; pxmaximo — Velocidade especifica maxima de células; Kq — velocidade
média de infeccdo e Kog — velocidade média de producdo de OB.
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As velocidades méximas de crescimento especifico de células Sf21 nao infectadas (ux)
e infectadas (uxi) foram 0,2775d* e 0,2027d?, respectivamente, e a velocidade média de
infeccdo (Kq) foi estimada em 7,1x102 células/mL. d. E ainda, a velocidade média de producio
de OB foi de 1,025x10°0B.mL.d™?, isso significa que a cada dia de processo foi infectada uma
suspensdo de 7,1x10% células por mL de meio. Pardmetros cinéticos ndo foram relatados na
literatura do sistema de producdo in vitro para o baculovirus ChinSNPV. Ja sobre os baculovirus
STMNPV e AgMNPV existem poucos relatos na literatura que apresentam resultados cinéticos
para a producdo em culturas em suspensdo (Almeida et al., 2010, Del Padre, 2015).

Utilizando células Sf21, Almeida et al. (2010) obtiveram valores da ordem de 0,710 d
! para células ndo infectadas cultivadas em meio Hyclone com suplementagdo de FBS, o que
demonstra uma maior velocidade de crescimento quando comparado ao sistema utilizado neste
trabalho (0,2775d1), o que pode estar associado a suplementagdo de FBS e melhor adaptacéo
as condigdes de crescimento. Embora tenha observado uma velocidade de crescimento mais
lenta, no processo de infec¢do, ele pdde ver que a velocidade média de infeccdo seguiu a célula
ndo infectada e melhorou o suprimento de virus durante o processo de infec¢do. O que pode ser
observado pelo sincronismo de infeccdo estabelecido nas células Sf21. Portanto, ndo

comprometeu a replicacao do baculovirus.

3.1.1 Consumo de Glicose no processo de Infeccdo com 0 ODV do ChinSNPV

A Figura 3 apresenta o consumo de glicose durante o periodo de 7 dias de infeccdo para
a célula controle e célula infectada, obtendo como resultados iniciais respectivamente, 1,73 e
2,13 g/L. No 7° dia de pesquisa ambas as amostras possuiram valores de consumo préximos,
sendo 2,7 g/L para a controle e para a infectada foi de 2,8 g/L. O que pode ser observado ainda,
mais especificamente, nas Figuras 3A e 3B, a evolucdo da concentracdo de glicose ao longo do
processo. Nas células controle, Figura 3A, percebeu-se que o consumo de glicose néo sofreu
grandes alteracGes durante o procedimento, que pode ser explicado pelo consumo diferenciado
de glicose e glutamina. Os dois principais substratos, que as células de inseto podem consumir
durante seu cultivo. Neste caso, a glicose ndo foi o substrato preferencial durante essa técnica,

0 que se pode inferir que a glutamina foi consumida preferencialmente.
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Figura 3A. Consumo de glicose por ODV do ChinSNPV. Células controle e seu consumo de

glicose.
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Fonte: Autoria propria (2022).

O desenvolvimento das células de inseto durante o cultivo em suspensdo esta limitado
pela formacdo de metabdlitos toxicos que podem ser gerados devido ao consumo rapido de
glicose e glutamina. Lactato e amonio sdao metabdlitos que estdo correlacionados diretamente,
com a glicose e glutamina presentes nos meios de cultura utilizados para propagacao das
linhagens de células de inseto (Del Padre et al., 2015).

Figura 3B. Células infectadas e seu consumo de glicose.
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A Figura 3B mostra o comportamento das células infectadas e a evolucdo da
concentracdo de glicose. A concentracdo de glicose apresentou uma correlagcdo direta que
mostra ao estabelecer o ritmo de infec¢éo, perceptivel na diminui¢do da concentracdo de células
viaveis, a concentracdo de glicose tambem reduziu. Portanto, infere-se que as células infectadas
consomem menos glicose durante o estabelecimento da infecgdo para o cultivo in vitro de
baculovirus. Essa percepc¢ao também é observada no cultivo in vivo, onde ocorre a diminuicéo
do consumo de alimento em lagartas infectadas com baculovirus (Maranga et al., 2003;
Moscardi et al., 2013, Del Padre et al., 2015).

Ao final do processo apresentou um consumo maior, e isso pode ser explicado devido
as células de insetos possuirem uma tendéncia maior no consumo de glicose quando comparada
as células de mamiferos e elas podem crescer em um ambiente com apenas glicose como fonte
de nutricdo (Drugmand, Schneider, Aghatos, 2012), visto que a glicose € o nutriente preferivel

para algumas celulas animais, favorecendo o crescimento celular (Drews, Paalme, Vilu, 1995).

3.2. Infeccdo com virus extracelular (BV) do ChinSNPV

Na Figura 4 estd apresentada a concentracdo e viabilidade celular por tempo no
processo de infeccdo por BV do ChinSNPV em segunda passagem em células Sf21.

Figura 4 — Concentracéo e viabilidade celular do processo de infec¢do com BV do ChinSNPV.
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Fonte: Autoria prépria (2022).

No 1° dia os grupos de controle e infeccdo apresentaram alta viabilidade acima de

90%. No decorrer do tempo de infecgéo, esses grupos apresentaram queda na viabilidade a
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partir de 24 horas. A diminuicdo na viabilidade celular em células de S. frugiperda apos
infeccdo com baculovirus é conhecida na literatura, como jéa foi relatado por Ciccaglione et al.
(2003).

No inicio do processo de infec¢do, ocorreu um aumento na concentracao viavel das
células em ambos os grupos, sendo a maior do grupo controle de 2,07x10° células viaveis/mL,
enquanto ao grupo infeccdo de 1,73x10° células viaveis/mL. Ja no 2° dia, observou-se uma
reducdo na concentracdo de células viaveis, que sugere que o indculo viral apresentou uma
infeccdo bem-sucedida nas células, dessa forma apresentando uma multiplicidade de infeccéo
(MOQI) alta. E as células do cultivo do grupo controle apresentou uma queda menor em
comparacao com o grupo da infeccdo, visto que é nesse momento em que se inicia a producao
de corpos de oclusdo (OB) nas células infectadas (grupo infec¢do). O mesmo comportamento
foi observado nos resultados de Almeida et al. (2010).

A figura 5 mostra a producgéo de corpos de oclusdo (OB) por dia de infeccdo. A
quantificacdo foi iniciada ap6s o primeiro dia de infec¢do, devido ao mecanismo de infeccdo
estabelecido que os corpos de oclusdo comecam a ser produzidos a partir desse momento. A
sua producdo foi aumentando gradativamente ao decorrer dos dias, até a estabilizacdo no sétimo

dia, com uma concentracio volumétrica de 1,34x10” OB/mL.

Figura 5. Producdo de OB por BV em segunda passagem do ChinSNPV.
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Portanto, analisando as concentra¢fes méaximas de células viaveis e corpos de ocluséo
ou poliedros, pode-se relacionar a producdo especifica de OB/células infectadas viaveis,
apresentando uma producdo méaxima de 20,8 OBs/célula, o que identifica uma infeccédo efetiva
pelo baculovirus ChinSNPV. Assim, pode ser evidente que as proteinas presentes nas particulas
virais BV permitem maior acesso dos virions & membrana das células suscetiveis,

proporcionando uma producéo in vitro de OB mais eficaz.

4., CONCLUSAO

Pode-se concluir que € possivel produzir baculovirus ChinSNPV in vitro em células
Sf21derivadas de S. frugiperda. A producdo de OB pode estar relacionada as particulas virais
de ODV e BV utilizadas como in6culo nos processos de infecgdo. O uso de BV proporcionou
maior producdo de OB devido a facilidade de penetracdo das células suscetiveis, as proteinas

virais envolvidas nos processos foram mais efetivas na acao viral submetida as células Sf21.
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5.3 Artigo 3: ANALISE DA ESTRATEGIA DE CO-INFECCAO DOS BACULOVIRUS
AgMNPV e ChinSNPV (A submeter. Periodico: Brazilian Archives of Biology and
Technology — BABT. Qualis A2 em Engenharias I1)

RESUMO

A estratégia de co-infecgdo surge como uma nova configuracdo dos processos de producao in
vitro de baculovirus, capaz de reduzir os custos de producdo, uma vez que a partir dessa
estratégia, dois tipos virais podem ser produzidos simultaneamente na mesma célula, tendo
ainda o potencial de produzir corpos de oclusdo cujas particulas virais serdo capazes de atuar
em dois ou mais insetos-praga, o que pode ser mais atrativo aos agricultores. Assim, este
trabalho teve como objetivo se analisar a producdo de corpos de oclusdo (OB) mediante co-
infeccdo dos baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV-
2D) e Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV). Foi utilizado como
indculo viral os virus extracelulares (BV) de cada isolado viral com concentracao de 20% (v/v),
sendo 10% (v/v) de BV do AgMNPV-2D e 10% (v/v) de BV do ChinSNPV para infectar uma
suspensdo de células Sf21 com tempo de infecgdo (TOI) de 1,0x10° células vidveis/mL. Os
cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyers (125mL) com 30mL de volume de suspensdo
celular incubados em shaker a 120 rpm e 28°C. Amostras foram retiradas diariamente para
acompanhamento da cinética de infeccdo. A produtividade maxima de corpos de oclusdo (OB)
foi atingida em 7 dias pés-infecgéo, totalizando 4,52x10” OB/mL e 11 OB/célula.

Palavras-chave: Producdo in vitro; biopesticidas; particulas virais.

ABSTRACT

The co-infection strategy emerges as a new configuration of the in vitro production processes
of baculovirus, capable of reducing production costs, since from this strategy, two viral types
can be produced simultaneously in the same cell, still having the potential to produce occlusion
bodies whose viral particles will be able to act on two or more insect pests, which may be more
attractive to farmers. Thus, this study aimed to analyze the production of occlusion bodies (OB)
by co-infection of the baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV-2D) and Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV).
Extracellular viruses (BV) of each viral isolate were used as viral inoculum with a concentration
of 20% (v/v), 10% (v/v) of BV from AgMNPV-2D and 10% (v/v) of BV from ChinSNPV to
infect a suspension of Sf21 cells line with a time to infection (TOI) of 1.0x10° viable cells/mL.
The cultures were carried out in Erlenmeyers flasks (125mL) with 30mL of cell suspension
volume, incubated in a shaker at 120 rpm and 28°C. Samples were taken daily to monitor the
kinetics of infection. The maximum productivity of occlusion bodies (OB) was reached at 7
days post-infection, totaling 4.52x10” OB/mL and 11 OB/cell.

Keywords: In vitro production; biopesticides; viral particles.
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DESTAQUES

« Co-infeccdo em suspenséo de células Sf21.

* Baculovirus AgQMNPV e ChinSNPV simultaneamente.

* Processo in vitro de co-infeccdo com baculovirus ChinSNPV e AgQMNPV.

« Infectividade das particulas virais do ODV e BV do AgMNPV e ChinSNPV em células
Sf21.

1. INTRODUCAO

O processo de co-infec¢do consiste na adigdo simultanea dos dois virus de estudo
(AgMNPV e ChinSNPV) em células de insetos (Sf21). Com a obtencéo de um resultado étimo,
ou seja, a replicacdo dos virus na célula, este estudo pode proporcionar um sistema vantajoso e
benéfico, pois os baculovirus atacaram apenas a praga especifica, neste caso Anticarsia e
Chrysodeixis, garantindo a eficiéncia em morte das lagartas e ainda proporcionando uma
relacdo de baixo custo, visto que o produto obtido reagird diretamente nessas duas pragas da
soja.

Tem-se as espécies de Lepidoptera que atacam a soja no Brasil, sdo Chrysodeixis
includens, Anticarsia gemmatalis e as espécies do género Spodoptera, S. cosmioides, S.
eridania, e S. albula, todas pertencentes a familia Noctuidae. Nas safras foram informados
grandes ataques de lagartas nas culturas de soja, milho e algoddo na regido do cerrado. Essa
intensificacdo populacional de lagartas é consequéncia de um processo acumulativo de praticas
de cultivo inadequadas, condicbes edafoclimaticas e a utilizacdo de inseticidas quimicos,
ocasionado por uma forma de controle bioldgico inadequado. Esses prejuizos foram
caracterizados pelo plantio sucessivo de espécies vegetais hospedeiras (milho, soja e algodao).
Desta forma, os insetos-pragas encontrou uma ampla disponibilidade de alimentos, sitios de
reproducéo e abrigo durante quase todo o0 ano (EMBRAPA, 2013).

J& existe no Brasil, um bioinseticida denominado baculovirus Anticarsia, cujo principio
ativo é o Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), vem sendo
utilizado para o controle da lagarta da soja (MOSCARDI, 1999). Esse biopesticida faz parte do
maior programa do mundo de controle biolégico com virus (MOSCARDI et al., 2011) sendo
usado desde a década de 1980.

Contudo, observou-se que a area tratada com este agente de controle microbioldgico foi
reduzida drasticamente, devido ao desequilibrio ecoldgico, proporcionando a ressurgéncia de

pragas como a lagarta falsa-medideira, C. includens, portanto as populagdes tornaram-se mais
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frequentes desde 2003/2004 (BRAGA et al. 2011, MOSCARDI et al., 2011). No ano de 2007,
foi informada a ocorréncia natural de Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV)
em lagartas falsa-medideira no Parand (CRAVEIRO et al., 2013) e em 2014 na regido dos
cerrados (SOUZA et al., 2015). Assim, estudo que promova analise de estratégia que envolve
a co-infec¢do do AGMNPV e do ChinSNPV em células Sf21 é relevante, principalmente ao se
analisar o comportamento produtivo mediante ao cultivo em suspensdo, considerando as
potencialidades de aumento de escala atrelados a este método de cultivo.

A estratégia de co-infeccdo, surge como uma nova ferramenta dos processos de
producdo in vitro de baculovirus, reduzindo os custos de produgdo, uma vez que, dois tipos
virais podem ser produzidos simultaneamente na mesma célula, possuindo um potencial de
produzir corpos de oclusdo cujas particulas virais serdo capazes de atuar em dois ou mais
insetos-praga, 0 que pode ser mais benéfico aos agricultores (SANCHES et al., 2021).

Diante do exposto, infere-se a continuidade dos estudos envolvendo a dindmica de co-
infecgdo do AGMNPV e do ChinSNPV em células de inseto Sf21, principalmente ao se analisar
0 comportamento produtivo mediante co-infeccdo em cultivo em suspensdo, considerando as

potencialidades de aumento de escala atrelados a este método de cultivo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Células

A linhagem de células de inseto utilizada foi a Sf21 (VAUGHN et al, 1977), derivada
do tecido embrionario da lagarta Spodoptera frugiperda cedida pela pesquisadora Dra.
Marlinda de Souza Lobo (Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia — Cenargen). Esta
linhagem originalmente era mantida em meio TNMFH suplementado com 10% de soro fetal
bovino cultivada em garrafinhas de cultura. Para os processos de infec¢do desse trabalho, as
células foram adaptadas ao cultivo em suspenséo e ao meio SF900I1 (Gibco), meio livre de soro
fetal bovino.

A manutencéo das células utilizou o meio SF900II e shaker (SOLAB SL-223) com
agitacdo de 120 rpm e temperatura controlada de 28 °C, utilizando frascos Erlenmeyers
(100mL) com 20mL de volume de suspenséo celular e uma concentragio de (8 x 10° a 1 x 10°)
células viaveis/mL. Subcultivos para a manutencdo da linhagem foram realizados a cada 72
horas (ALMEIDA, 2005).
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A morfologia, concentragédo celular e a viabilidade foram monitoradas por meio de
microscopia 6tica, de acordo com metodologia descrita por Nielsen, Smyth e Greenfield (1991).
Amostras foram retiradas para a contagem em camara de Neubauer, e determinada a
concentracdo de células com o auxilio do método de exclusdo de azul de tripano (0,1% v/v)

para verificar a viabilidade celular (Equacdo 2.1).

CC(células)_N células x D (21)

mL /)~ 8x10~4%

Em que:
Cc (celulas viaveis/mL) — concentragdo de células
N (células) — nimero de células contadas nos quadrantes

D — Fator de diluicdo

2.2. Virus

Dois baculovirus selvagens foram utilizados nos processos de infeccdo, Anticarsia
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) — lIsolado AgMNPV-2D e o
Chrysodeixis includens single nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV), fornecidos pela Embrapa —
Cenargen (Recursos Genéticos e Biotecnologia).

Dois fenotipos virais dos baculovirus estudados foram utilizados no sistema de
producdo in vitro: o virus extracelular (BV) — obtido do ciclo de infec¢do em células Sf21 no
tempo de pos-infeccdo de 24 - 48 horas e o virus derivado da oclusdo (ODV) — obtido na fase
final do ciclo de infeccdo no tempo de 7-10 dias do processo de infeccdo. Os ODVs foram
obtidos por meio da utilizagdo de solugdes alcalinas para solubilizagcdo da matriz proteica que
envolve o corpo de oclusdo (OB) de modo a permitir a entrada das particulas virais nas células
de inseto no processo de infeccdo celular.

Para a liberacdo e contagem dos corpos de oclusdo (OB) produzidos pelas células
infectadas, um volume igual a 1% (v/v) de dodecil sulfato de sédio (SDS) foi adicionado a 0,5
mL da suspensdo de células infectadas. A mistura foi incubada a 28 °C por duas horas para
promover a dissolugdo das membranas celulares e liberagcdo dos OBs (ALMEIDA, 2010).

A solucéo contendo os OBs foi diluida com &gua para se obter um nimero de particulas
de OB entre 100 e 150 com uma concentragio aproximada de (1 a 1,5) x 107 OB/célula no
quadrante central da camara de Neubauer. Os OBs foram contados utilizando um microscopio

Otico com aumento de 400 vezes e sua concentracao foi estimada pela Equagéo 2.2.
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C OB)_ 5xD x M(OB) (2.2)

OB(E T 1x1074

Em que:
Cog (OB/mL) — concentracéo de OB
D — Fator de diluicdo

Mog — nimero de OB contado no quadrante central

2.3. Liberagdo do ODV

A liberacdo dos ODVs dos corpos de oclusdao do AgMNPYV e ChinNPV a fim de serem
utilizados como indculo viral foi realizada de acordo com metodologia de Lynn (1994).

Amostras de 300 uL, de suspensdes contendo OB produzidos em sistema in vitro para
0 AgMNPV (3,8x1080B/mL) e sistema in vivo para o ChinSNPV (3,2x10° OB/mL), foram
adicionados a solucao alcali para dissolver a poliedrina presente na composicédo do OB e liberar
as particulas ODV, mimetizando o ambiente do intestino médio das lagartas suscetiveis aos

baculovirus.

2.4. Processos de infeccdo com ODV do AgMNPV e ChinSNPV

As infeccBes com os baculovirus individualizados AQMNPV e ChinSNPV foram feitas
a partir dos ODVs liberados de corpos de oclusdo (OB) de infecgdes anteriores. Os frascos
Erlenmeyers (100mL) contendo 25mL de suspensdo de células Sf21, com viabilidade maior
que 80%. Esta suspensdo celular foi inoculada com o ODV de cada isolado viral,
separadamente. Os processos de infeccdo foram mantidos durante 7 dias, em incubadora
rotativa orbital (SOLAB SL-223) sob agitacdo de 120 rpm, com temperatura controlada a 28°C.
A cada 24 horas, amostras foram retiradas para determinacdo da concentracdo e viabilidade
celular. A concentragédo de OB na suspensédo foi determinada usando uma camara de Neubauer
com auxilio de microscopio 6tico (Olympus), aumento de 400x. Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

2.5. Processo de co-infecgdo com BV do AGMNPV e ChinSNPV

As co-infeccdes foram realizadas a partir dos virus extracelulares (BV) extraidos do
sobrenadante retirado com 24 horas dos processos de infeccdo com ODV realizados
previamente, tanto para 0 AgMNPV quanto para ChinSNPV. Portanto, a particula viral

utilizada como indculo viral foi o virus extracelular (BV) de passagem 1. Utilizou-se uma
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multiplicidade de infeccdo (MOI) de 20% (v/v), sendo 10% (v/v) de BV do AgMNPV-2D e
10% (v/v) de BV do ChinSNPV; e tempo de infecgdo (TOI) de 1x10° células viaveis/mL. Os
cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125mL com volume de 30mL de

suspensdo celular mantida em incubadora shaker (SOLAB SL-223) a 28°C e 120 rpm.

2.6. Determinacdo da concentracdo de Glicose

As aliquotas (100 pL) de cada processo de infeccdo foram retiradas e centrifugadas
(1000 rpm por 10 minutos, MiniSpin-Eppendorf). O sobrenadante foi coletado e armazenado a
-20°C para posterior analise.

Ap6s o descongelamento, o sobrenadante coletado foi submetido a determinagdo da
concentracdo de glicose, pelo método DNS em microplacas, conforme metodologia de Santos
etal. (2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Co-infeccdo com 0 AQMNPV e ChinSNPV

A Figura 1 apresenta a concentragdo e viabilidade celular para a célula controle e a
infectada, onde o grupo da infectada esta composta pelos dois virus.
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Figura 1. Concentracéo e viabilidade celular no processo de co-infeccdo do AQMNPV e
ChinSNPV.
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A concentragdo celular inicial para célula controle foi de 0,687 x 10° células viaveis/mL
e para a célula infectada foi 0,75 x 10° células viaveis/mL, sendo valores aproximados. A partir
desses dados, observou-se um crescimento celular no controle até o 5° dia de processo obtendo
o valor de 3,56 x 10° células viaveis/mL e sendo este o valor maximo obtido para essa etapa. Ja
a célula infectada apresentou um comportamento semelhante, sendo a concentracgao atingida foi
de 2,23 x 108 células viaveis/mL. Em seguida, ao fim do processo, no sétimo dia a amostra de
controle e infectada obtiveram estes resultados, respectivamente 2,47 x 106 e 1,87 x 10° células
viaveis/mL. E a viabilidade tem-se que as duas amostras iniciaram acima de 80%, e mantiveram
uma constancia de aumento até o 4° dia de processo, obtendo 87,2% de viabilidade (controle)
e 75,9% de viabilidade (infectada), ao fim do processo teve-se como resultado 51,6% para a
controle e 44,3% para a infectada. Pode-se observar que ambas obtiveram o mesmo
comportamento, aumento crescente até um certo ponto da curva e posteriormente uma queda.
Também pode ser identificado que mesmo elas possuindo mesmo comportamento, os valores
obtidos para a infectada foram regularmente menores que a controle, isso € admissivel pela acdo

dos virus no interior celular, e entdo admite-se 0 sucesso na ocorréncia da infeccao.



73

O perfil de crescimento da célula infectada estd compativel com um processo sem
sincronismo de infeccdo. As células estdo infectadas, mas ndo ao mesmo tempo, isso pode ser
evidenciado pelo comportamento similar com as células controle, mas com concentracao
inferior durante todo o cultivo. Embora, ndo observe o sincronismo de infeccéo, as células Sf21
foram suscetiveis a acdo das particulas de virais de ambos os baculovirus AgMNPV e
ChinSNPV.

Importante constatar que ao utilizar-se virus extracelulares (BVs) de baculovirus
distintos, a infeccdo pode ser mais evidenciada para um isolado em relacdo a outro.
Considerando os baculovirus AQMNPV e ChinSNPV deste estudo, possuem quantidade de
NPVs diferentes, pois 0 AgMNPV possui multiplos nucleopolyhedrovirus proporcionando uma
maior possibilidade de gerar mais particulas virais desse baculovirus em relagdo ao ChinSNPV
gue possui apenas um Unico nucleopolyhedrovirus.

A Figura 2 apresenta a evolugéo da quantificagdo dos corpos de ocluséo do processo em
co-infeccdo. A producdo de OB atingiu uma producdo volumétrica maxima no sétimo dia de
processo, 4,52 x10” OB/mL, neste mesmo dia ocorreu a produgio especifica de OB maxima de
11 OB/Célula.

A producdo volumeétrica de OB atingida neste processo foi maior do que a atingida pelos
processos individuais com o ODV do AgMNPV e com 0 ODV do ChinNPV.

Figura 2. Producéo de OB obtida a partir da co-infeccdo.
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A auséncia de sincronismo de infeccao, observado na Figura 1, permitiu um crescimento
mais pronunciado por parte das células infectadas, o que pode ter levado a uma maior producéo
volumeétrica de OBs em relagdo aos demais processos. Embora as células ndo estivessem em
sua totalidade infectadas, aquelas infectadas ainda estavam em uma concentracao celular maior
do que infeccBes com os virus separadamente. Tal relacdo entre a MOI, TOI, sincronismo de
infeccdo e 0 comportamento cinético e produtivo de OB utilizando cultivos de células de inseto,

ja foi relatada por Maranga et al. (2003).

3.1.1. Consumo da Glicose na co-infec¢do do AQMNPV e ChinSNPV

A Figura 3 representa o consumo de glicose referente aos 7 dias de processo, em que foi

analisado a concentracao a cada 24h.
Figura 3A. Consumo de Glicose na co-infeccdo. Células controle e seu consumo de glicose.
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B Figura 3B: Células infectadas e seu consumo de glicose.
5 5

®

~ E 4 5 =
& £ Q
2% 9
U o E
; = 3 3 W
w2 v
g2 =
:: :E 2 ’—\\. 2 2%
S % 3
W [
3 :
°©9 1 1 3
o =
—_ Q

o

0 0
0 1 2 3 - 5 6 7
Tempo (dias)
—8—(Célulasinfectadas Glicose - Infectadas

Fonte: Autoria propria, 2022.

O consumo inicial para a célula controle foi 2,23 g/L e para a infectada 1,37 g/L, a partir
desses dados houve um aumento em ambas até o 3° dia do processo, sendo os valores obtidos
de 3,91 g/L para a célula controle e de 3,44 g/L, sendo este o ponto apice, pois foi 0 maior
consumo durante todo o processo. Em seguida houve uma queda desta variavel, chegando até
o resultado final de 1,84 g/L para a célula controle e de 1,71 g/L, observa-se no grafico que
mesmo com valores distintos as duas amostras obtiveram comportamentos similares durante a
avaliacdo, e este resultado da curva de consumo de glicose esta relacionado a preferéncia desse
nutriente para desenvolvimento celular, seja na célula controle para se replicar ou na célula

infectada para a producdo dos componentes virais.

4. CONCLUSAO

A partir dos processos de co-infeccdo, verificou-se a possibilidade de utilizar particulas
virais de diferentes baculovirus para infectar simultaneamente as células Sf21 nas condi¢des de
cultivo adotadas. Assim, desenvolver um biopesticida viral contendo dois agentes de
biocontrole, e promover o controle simultdneo da A. gemmatalis e C. includens podera ter uma

melhor relacdo de custo-beneficio para lavoura da soja.
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6. CONCLUSOES

— Pode-se concluir que é possivel produzir in vitro baculovirus ChinSNPV e
AgMNPV em células derivadas de S. frugiperda Sf21. A producdo de OB esta
relacionada ao ODV e particulas virais de BV usadas como indculo nos processos
de infeccdo.

— Com os resultados das infec¢des individualizadas com 0 ODV do AgMNPV-2D e
do ChinSNPV, conclui-se que esta linhagem de celulas no regime de cultivo
utilizado é suscetivel a infeccdo com o ChinNPV e com 0 AQMNPV-2D, contudo,
apresenta maior susceptibilidade ao AgMNPV-2D. J& para o processo infectivo
com BV do AgMNPV e ChinSNPV o melhor resultado obtido foi para o0 BV do
ChinSNPV, estes valores podem estar relacionados as proteinas dos virus e neste
caso necessita-se de uma analise para corroborar esta afirmacao.

— As células Sf21 apresentaram suscetibilidade a co-infeccdo por BV dos virus
ChinSNPV e AgMNPV na técnica de cultivo em suspensao, ocorrendo a producao
de OB e demonstrando uma auséncia de sincronismo, de forma que a melhor
producédo volumétrica em termos numeéricos foi obtida nessa infecgéo.

— O tempo de infecco (TOI) de 1x10° células vidveis /mL utilizada no processo de
infeccdo com o ODV do AgMNPV e na co-infecgdo, obteve concentragdes
celulares elevadas na amostra controle, o fator limitante dessas concentracdes foram
a concentracao de glicose no meio de cultivo utilizado.

— Contudo, os resultados obtidos foram satisfatorios para as condi¢des de trabalho
estabelecido. Como perspectiva futura ha necessidade da realizacdo de bioensaios
para confirmar a infectividade para os baculovirus AGQMNPV e ChinSNPV para as

etapas individualizadas e a de ocorréncia simultanea.
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