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RESUMO 

 

BRITO, A. F. Análise da diversidade genômica de isolados geográficos do 

nucleopoliedrovírus de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV). 2013. 166 f. Dissertação 

(Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2013. 

 

O Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus é o bioinseticida viral mais 

amplamente utilizado no mundo que tem sido empregado no Brasil por mais de 30 anos como 

agente de controle biológico da lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis). Diversos variantes 

derivados de populações naturais deste vírus já foram analisados previamente por meio de 

perfis de restrição de DNA, evidenciando a presença de diversos polimorfismos, muitos dos 

quais, no entanto, não foram caracterizadas em detalhes. Um destes variantes, o protótipo da 
espécie (AgMNPV-2D), teve seu genoma sequenciado em 2006. O presente trabalho de 

mestrado avaliou a diversidade genômica de 17 isolados geográficos selvagens de AgMNPV 

obtidos entre os anos de 1980 a 1990, no Brasil, Argentina e Uruguai. As amostras coletadas 

são populações virais genéticamente heterogêneas de ocorrência natural em cultivos de soja 

sem histórico de uso de baculovírus como bioinseticida. Entre os 17 genomas reconstruídos a 

alta compactação da informação genética manteve-se conservada ao longo da história 

evolutiva de AgMNPV, com a maioria das ORFs dispostas de maneira contígua ou 

sobrepostas umas as outras. Rearranjos estruturais significativos, tais como inversões e 

translocações, não foram observados. Por outro lado, deleções e inserções de uma ou mais 

bases foram comuns, muitas das quais mudaram o quadro de leitura de algumas ORFs. A 

partir de dados do proteoma estrutural do isolado 2D, foi possível identificar um novo 

peptídeo codificado por uma ORF aninhada e conservada em todos os isolados analizados 

(ORF29b). Um novo gene hipotético com possível origem em lepidóptero (ORF25b) foi 

identificado em dois genótipos; e o gene bro-a mostrou-se ausente em muitos isolados. 

Análises de diversidade genética interpopulacionais mostraram que a maioria dos genes de 

AgMNPV é pouco variável, sendo os genes mais diversos localizados em loci que coincidem 

com regiões variáveis mapeadas em estudos anteriores. Os resultados obtidos reforçam a 

percepção de que grandes vírus de DNA evoluem principalmente sob baixas taxas de 

substituição, e por meio de duplicações, ganhos e perdas gênicas. 

  

Palavras-chave: AgMNPV. Anticarsia gemmatalis. Baculovírus. Diversidade Genética. 

Evolução Molecular. Genoma. 



ABSTRACT 

 

BRITO, A. F. Genomic diversity analysis of geographic isolates of 

nucleopolyhedroviruses Anticarsia gemmatalis (AgMNPV). 2013. 166 p. Masters thesis 

(Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2013. 

 

The Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus is the most widely used viral 

bioinseticide in the world. In Brazil, this virus has been used during the last 30 years as a 

biological control agent against velvetbean caterpillar (Anticarsia gemmatalis). Several 

variants derived from natural viral populations were previously analyzed by DNA restriction 

analysis, which evidenced the presence of multiple polymorphisms; many of which were not 

characterized in details. One of these variants, the prototype of AgMNPV (isolate 2D), was 

sequenced in 2006. This Masters degree project evaluated the genomic diversity of 17 

AgMNPV geographic isolates obtained from 1980 to 1990, in the Brazil, Argentina and 

Uruguay. The samples are essentially heterogeneous viral populations of natural occurrence in 

soybean crops with no history of use of baculovirus as bioinseticide. Among 17 genomes 

reconstructed the high compaction of the genetic information was maintained during 

AgMNPV evolutionary history, with most ORFs are arranged contiguously or overlapping 

each other. Significant structural rearrangements, such as inversions and translocations, were 

not observed. Otherwise, deletions and insertions of one or more bases were common, many 

of which changed the reading frame of some ORFs. Using available data from a strutuctral 

proteome study, it was possible to identify a novel peptide codified by a nested ORF 

conserved in all analyzed isolates (ORF29b). A new hypothetical gene with possible 

lepidopteran origin (ORF25b) was identified in two genotypes; and the gene bro-a is absent in 

many isolates. Interpopulational genetic diversity analysis pointed that most AgMNPV genes 

shows little variation, and the highly diverse genes are located in loci which coincide with 

variable regions mapped in previous studies. The results obtained reinforce the perception that 

large DNA viruses evolve mainly under low rates of substitution, and through duplications, 

gain and loss of genic regions. 

  

Keywords: AgMNPV. Anticarsia gemmatalis. Baculovirus. Genetic Diversity. Genome. 

Molecular Evolution.  
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 VISÃO GERAL SOBRE A FAMÍLIA BACULOVIRIDAE 

 

1.1.1 Morfologia e classificação dos baculovírus 

 

Os membros da família Baculoviridae infectam artrópodes, em especial insetos das 

ordens Lepidoptera, Hymenoptera e Díptera. Diversos baculovírus foram isolados de mais de 

600 espécies de insetos destas ordens (MARTIGNONI & IWAI, 1986). Vírus com 

características semelhantes à baculovírus já foram observados em outras ordens de 

organismos da classe Insecta, como: Coleoptera, Neuroptera, Siphonaptera, Thysanura e 

Trichoptera. Muitos dos vírus que infectam estas ordens ainda não foram caracterizados a 

nível molecular, logo não é possível afirmar que são de fato baculovírus (JEHLE et al., 2006). 

Os capsídeos dos baculovírus medem de 30 a 60 nm de diâmetro e de 250 a 300 nm de 

comprimento, possuem forma de bastão, morfologia da qual deriva o nome da família 

(baculo, do latim baculum = bastão) (BILIMORIA, 1991; BONNING, 2005; HARRAP, 

1972; JEHLE et al., 2006). A maioria dos baculovírus apresenta dois fenótipos de partículas 

virais geneticamente idênticas, porém morfologicamente distintas: BV (Budded Virus), 

partículas envelopadas compostas por um único nucleocapsídeo por envelope, que são 

responsáveis pela infecção célula-célula; e ODV (Occlusion-Derived Virus), que são 

partículas envelopadas com um ou vários nucleocapsídeos por envelope. Estas são 

adicionalmente envoltas por uma matriz protéica cristalina que forma o corpo de oclusão 

(Occlusion Body - OB). Os OBs participam da infecção hospedeiro-hospedeiro, geralmente 

medem de 1 a 5 μm de diâmetro, e sua matriz paracristalina garante estabilidade física e 

biológica às partículas virais (BILIMORIA, 1991; O'REILLY et al., 1993). 

Até recentemente, a família Baculoviridae era subdividida em dois grupos: 

Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus (GV). Os NPVs por sua vez eram classificados 

como SNPV (S = single, apenas um nucleocapsídeo) ou MNPV (M = Multiple, múltiplos 

nucleocapsídeos), em referência a quantidade de nucleocapsídeos contidos nas partículas ODV 

(Figura 1 e 2). Atualmente, Baculoviridae está organizada em quatro gêneros: Alphabaculovirus 

(NPVs de Lepidoptera), Betabaculovirus (GVs de Lepidoptera), Gammabaculovirus (NPVs de 

Hymenoptera) e Deltabaculovirus (NPVs de Diptera) (JEHLE et al., 2006; ROHRMANN, 2011). 
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Figura 1 - Eletromicrografia de um corpo de oclusão (OB) de nucleopoliedrovírus. 

 

 

 
As setas indicam nucleocapsídeos imersos na matriz protéica de poliedrina de um OB. 

Fonte: pt.wikipedia.org (Domínio público). 
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Figura 2 – Partículas virais de nucleopoliedrovírus (MNPV). 

 

 

 
Em (1) observa-se o aspecto global da morfologia dos poliedros (corpos de oclusão - OB), 

representado em corte transversal e ampliado em (2). Internamente estão representadas as partículas 

ODV (Occlusion-Derived Virus), em cortes transversais e longitudinais, contendo variadas 

quantidades de nucleocapsídeos. Em (3) observa-se corte longitudinal e ampliado de uma partícula 

viral ODV, contendo nucleocapsídeos que encerram diferentes genomas, gerados em decorrência de 

recombinações entre diferentes variantes (em cores). Estas partículas, liberadas pela dissolução dos 

poliedros, iniciam o estágio de infecção primária, e em seguida podem dar origem às partículas do 

fenótipo BV (Budded Virus). Os BVs (4) procederão as infecções secundárias, célula a célula, 

promovendo a síntese adicional de novos poliedros. 

 

1.1.2 Características dos genomas dos baculovírus 

 

Os baculovírus apresentam genoma composto por DNA dupla fita, circular, 

superenovelado, com tamanho variando em torno de 80 a 180 Kbp, o qual é  capaz de 

codificar de 90 a 183 genes, organizados de maneira contígua, podendo inclusive 

apresentarem-se sobrepostos uns aos outros (MIELE et al., 2011; ROHRMANN, 2011; 

VOLKMAN et al., 1995). O conteúdo GC dos genomas de baculovírus varia de 32,4% a 

57,5% (HAYAKAWA et al., 2000; VAN OERS & VLAK, 2007). Seus genes estão dispostos 
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em ambas as fitas de DNA, sem qualquer padrão de agrupamento relativo a promotores 

(precoces ou tardios) ou categorias funcionais, estando homogeneamente distribuídos nos 

sensos positivo e negativo dos genomas (COHEN et al., 2009; VAN OERS & VLAK, 2007). 

Por convenção, a ORF (Open Reading Frame) do gene 1 dos baculovírus corresponde a ORF 

de polh (VLAK & SMITH, 1982), gene que codifica a proteína que majoritariamente compõe 

o corpo de oclusão viral (ROHRMANN, 1986).  

No genoma de muitos baculovírus é comum a ocorrência de loci constituídos por 

múltiplas repetições de sequências em tandem, ricas em AT, e com motivos palindrômicos. 

Estes loci, por sua vez, apresentam-se em múltiplas cópias, espalhadas em várias posições dos 

genomas, caracterizando “regiões altamente repetitivas” (homologous regions, hrs) 

(COCHRAN & FAULKNER, 1983; POSSEE & ROHRMANN, 1997; RODEMS & 

FRIESEN, 1995). A quantidade de cópias presentes nos genomas de baculovírus varia de três 

(LANGE & JEHLE, 2003) a 17 (PANG et al., 2001), e juntas podem compreender de 3 a 7% 

do material genômico viral (HAYAKAWA et al., 2000); por outro lado, em alguns vírus não 

foram encontrados loci semelhantes àquelas regiões altamente repetitivas  (LUQUE et al., 

2001; VAN OERS et al., 2005; WILLIS et al., 2005; WORMLEATON et al., 2003). Estas 

regiões têm sido apontadas como intensificadores da expressão gênica precoce, e como 

origens de replicação do genoma viral (POSSEE & ROHRMANN, 1997). 

Excetuando-se as regiões não-codificantes identificadas como hrs, os espaços 

intergênicos podem corresponder de 4 a 17 Kbp do genoma dos baculovírus (HAYAKAWA 

et al., 2000), locais onde estão principalmente localizados elementos de regulação da 

expressão gênica, tais como promotores e terminadores de transcrição (NELSON et al., 

2004). 

 

1.1.3 Composição gênica 

 

Os genes de baculovírus podem ser principalmente divididos em três grupos: (i) genes 

compartilhados por todos os baculovírus; (ii) genes presentes apenas em vírus 

filogeneticamente próximos ou relacionados (dos 4 gêneros da família); e (iii) genes restritos 

a uma única espécie (HAYAKAWA et al., 2000; MIELE et al., 2011). O viés de uso de 

códons é bastante variável entre genes de um mesmo vírus, e até mesmo entre genes 

homólogos de diferentes vírus (LEVIN & WHITTOME, 2000). 
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Entre os 58 genomas de baculovírus sequenciados e disponíveis no GenBank, foram 

identificados 37 genes compartilhados por todos os membros da família Baculoviridae 

(GARAVAGLIA et al., 2012). Estes desempenham funções essenciais a infectividade viral, 

sendo denominados core genes (BLISSARD & ROHRMANN, 1990; COHEN et al., 2009; 

VAN OERS & VLAK, 2007). 

Quantos às funções desempenhadas pelos produtos dos genes, estes podem ser 

classificados em cinco categorias funcionais, de acordo as suas principais funções (COHEN et 

al., 2009; GARAVAGLIA et al., 2012; MIELE et al., 2011; VAN OERS & VLAK, 2007): 

Replicação de DNA; Transcrição; Estrutural; Modulação (do metabolismo do hospedeiro); e 

Auxiliar (Figura 3). 
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Figura 3 – Categorias funcionais de genes de baculovírus (apresentados de acordo com os 

genes presentes em AgMNPV). 

 

 

 
Genes com mais de uma função tiveram sua categoria definida com base na sua principal função 

segundo a literatura. A) Proporção de genes entre as 5 categorias funcionais e com função 

desconhecida. Os números indicam a quantidade de genes em cada categoria. B) Lista de genes 

associados à AgMNPV. As cores correspondem a apresentada em A. A esquerda, o número da ORF 

em AgMNPV, a direita o nome do gene. Os 37 genes core estão identificados em negrito e por um 

círculo () ao centro. 
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1.2 CICLO BIOLÓGICO E ECOLOGIA DOS BACULOVÍRUS 

 

O início do ciclo biológico dos baculovírus pode ser definido pela ingestão de corpos 

de oclusão (OB) pelos hospedeiros, que em sua maioria são insetos em fase larval (juvenil).  

Nesta fase, o organismo está passando por constantes divisões e diferenciações celulares, 

condições ideais à replicação viral, nas quais os baculovírus evoluíram e se adaptaram.  

Depois de ingeridos junto com o alimento, os OB são dissolvidos assim que atingem o 

ambiente alcalino do intestino médio do hospedeiro, uma das poucas regiões que permitem o 

contato direto do vírus com as células do epitélio colunar, uma vez que a membrana 

peritrófica é porosa (FRIESEN & MILLER, 2001; ROHRMANN, 2011). 

Com auxílio de metaloproteases virais, os vírions ODV liberados cruzam a membrana 

peritrófica, uma camada de consistência gelatinosa que reveste o intestino médio; ligam-se a 

receptores celulares; e se fundem com as microvilosidades das células do epitélio colunar 

intestinal (VOLKMAN, 2007). Quando os nucleocapsídeos alcançam o citosol, estes são 

direcionados ao núcleo, com o auxílio ativo de filamentos de actina e miosina do 

citoesqueleto, onde penetram por meio dos poros nucleares. O material genético viral é 

desnudado, possibilitando a transcrição, tradução e replicação do genoma viral neste sítio 

celular (GRANADOS & LAWLER, 1981). 

Após a entrada nas células intestinais, o vírus leva de 30 minutos a duas horas para 

produzir sua primeira progênie de BVs, os quais após as infecção das células basais do 

intestino médio, irão brotar na hemocele, possibilitando a infecção sistêmica no corpo do 

inseto (FLIPSEN et al., 1995; GRANADOS & LAWLER, 1981). Em seguida, outros tecidos 

e órgãos da larva são sequencialmente infectados: células traqueais; hemócitos (hemolinfa); 

músculos; tecido adiposo (corpo gorduroso); túbulos de Malpighi; e gânglios nervosos 

(SOARES & RIBEIRO, 2005). Nestes diferentes sítios de replicação viral são originadas 

partículas virais na forma oclusa. A infecção de um único inseto pode produzir por volta de 2 

× 10
9
 poliedros, os quais mediante a desintegração do corpo dos insetos mortos servirão de 

inóculo para infecções futuras (Figura 4) (KUNIMI et al., 1996). 
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Figura 4 – Ciclo biológico de um nucleopoliedrovírus. 

 
 

Fonte: pt.wikipedia.org (com permissão). 

 

Fatores bióticos e abióticos podem contribuir para a dispersão viral nos ecossistemas 

naturais (FUXA, 2004). Os corpos de oclusão podem ser ingeridos por pássaros ou outros 

insetos que se alimentam dos hospedeiros moribundos ou mortos, promovendo a dispersão 

viral num raio de poucos centímetros (em decorrência de insetos predadores) (LEE & FUXA, 

2000) a até dezenas de quilômetros (transportados por pássaros) (ENTWISTLE et al., 1983).  

Uma vez dispersos no ambiente, os poliedros podem persistir viáveis por 5 a 40 anos 

no solo (JAQUES, 1967; THOMPSON et al., 1981). A chuva é um dos principais fatores 

responsáveis pelo transporte de inóculos virais do solo para a parte área de plantas como a 

soja (YOUNG & YEARIAN, 1986). Especialmente em cultivos desta planta, um estudo 

prévio apontou que corpos de oclusão presentes no solo por pelo menos 2 anos foram capazes 
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de iniciar epizootias por AgMNPV em populações de lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) 

(FUXA & RICHTER, 1999). 

 

1.3 REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

Em geral, a replicação dos baculovírus pode ser dividida em três fases: early, late e 

very late.  A fase early (precoce) em média se estende de 0 a 6 h.p.i (horas pós infecção): é a 

etapa que precede a replicação do genoma viral (FRIESEN & MILLER, 1986;2001). Genes 

early são regulados pela ação transativadora de proteínas codificadas pelos genes ie1, ie0, ie2 

e pe-38 (CARSON et al., 1991; KRAPPA et al., 1995).  Os genes desta fase são transcritos 

pela RNA polimerase II celular, e seus produtos atuam em processos de: replicação do DNA 

viral; expressão de genes late e very late; e modificação do metabolismo celular, por meio de 

vias de sinalização (BLISSARD et al., 1992; FRIESEN & MILLER, 1986;2001; HUH & 

WEAVER, 1990). 

A fase late (tardia), que compreende o período de 6 a 24 h.p.i, é marcada pela síntese 

de DNA viral, assim como pela expressão de proteínas estruturais que irão compor os 

nucleocapsídeos dos novos vírus em formação (FRIESEN & MILLER, 1986; LU & 

MILLER, 1997). É nesta fase — onde os genes são transcritos por meio da uma RNA 

polimerase viral (GUARINO et al., 1998) — que são formadas a maioria das partículas BV, 

que brotam da membrana celular e espalham a infecção por diversas células e tecidos do 

hospedeiro (O'REILLY et al., 1993). Na fase very late (muito tardia), que tem início após 24 

h.p.i., são expressas proteínas que atuarão na formação dos corpos de oclusão viral, em 

especial a codificada pelo gene polh.  Neste estágio da infecção o polh é super expresso, tendo 

como produto uma proteína que compõe majoritariamente os OB (granulina, em 

betabaculovirus, ou poliedrina, para os demais gêneros) (BLISSARD & ROHRMANN, 1990; 

FRIESEN & MILLER, 1986;2001; LU & MILLER, 1997; O'REILLY et al., 1993). 

 

1.4 EVOLUÇÃO DOS BACULOVÍRUS 

 

Os baculovírus compreendem um dos grupos de vírus de insetos mais diversos 

(BLISSARD & ROHRMANN, 1990). Diferentemente de muitos vírus de RNA, vírus de 

DNA, em especial aqueles com grandes genomas, como os baculovírus, apresentam baixas 

taxas de mutação e substituição (DUFFY et al., 2008). Comumente, a história evolutiva 
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destes vírus é delineada por frequentes eventos de transferência horizontal de genes 

(HUGHES & FRIEDMAN, 2003) e sequência não-codificantes (transposons) de origem 

celular (BLISSARD & ROHRMANN, 1990); duplicação e perda de genes e fragmentos 

gênicos (HAYAKAWA et al., 2000); e recombinações entre variantes virais (CROIZIER & 

RIBEIRO, 1992; HAJOS et al., 2000; KAMITA et al., 2003). 

Os genomas dos grandes vírus de DNA evoluem pela agregação contínua de genes 

celulares (HUGHES, 2002b; SHACKELTON & HOLMES, 2004; ZANOTTO & 

KRAKAUER, 2008). Para pelo menos seis genes compartilhados por muitos baculovírus foi 

possível inferir a homologia destes com genes celulares. Análises filogenéticas dos genes 

DNA ligase; rr1 (ribonucleotide reductase 1); e iap mostraram que estes, respectivamente, 

não formam um grupo monofilético em filogenias com ortólogos em outros organismos, o que 

sugere eventos independentes de perdas e ganhos destes genes entre os membros de 

Baculoviridae (HUGHES, 2002a; HUGHES & FRIEDMAN, 2003; VAN STRIEN et al., 

1997). Em análises semelhantes, os genes chitinase, gta, e egt apresentam-se como clados 

monofiléticos, indicando que tais genes estiveram incorporados no genoma de ancestrais 

comum aos baculovírus (HUGHES & FRIEDMAN, 2003). Além destes, conjuntos de genes 

das mais variadas categorias funcionais foram adquiridos por diferentes linhagens de 

baculovírus, sendo muitos destes exclusivamente encontrados numa única espécie de vírus 

(HERNIOU et al., 2003). 

Baculovírus possuem uma grande dinâmica de ganho e perda de genes, e muitos dos 

genes adquiridos podem desempenhar um importante papel na colonização de determinados 

grupos de hospedeiros (KRAKAUER & ZANOTTO, 2009; ZANOTTO & KRAKAUER, 

2008). Um importante grupo de genes com interessante histórico de ganhos, perdas e 

duplicações são os componentes da família multigênica bro (Baculovirus Repeated ORFs) 

(IYER et al., 2002; LOPEZ FERBER et al., 2001). Os genes bro estão presentes em múltiplas 

cópias não só em baculovírus, como também em outras famílias virais, como Poxviridae 

(entomopoxvírus), Iridoviridae e Phycodnaviridae; assim como em bacteriófagos e elementos 

transponíveis bacterianos (das famílias IS3 e IS5). Entretanto, os eventos por trás dos ganhos 

e perdas de cópias destes genes ainda são incertos (BIDESHI et al., 2003; IYER et al., 2002). 

Além dos genes bro, uma série de outros genes estão implicados em eventos de ganhos, 

perdas ou duplicações, como iap, ctl, enhancin, p10, fgf e ptp (HAYAKAWA et al., 2000). 

Muitos destes genes tem sido classificados como genes auxiliares, sendo, portanto, elementos 

que proporcionam vantagens em termos de infectividade, que no entanto não são essenciais a 
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replicação viral, fato que explicaria a perda destes genes ao longo da história evolutiva de 

algumas linhagens (HERNIOU et al., 2003). 

Recombinações entre variantes de baculovírus são eventos bem documentados em 

situações de coinfecção (CROIZIER & RIBEIRO, 1992; HAJOS et al., 2000; KAMITA et al., 

2003; KONDO & MAEDA, 1991; LEE & MILLER, 1979; MCINTOSH et al., 1987; 

MERRYWEATHER-CLARKE et al., 1994; MUNOZ et al., 1997; SMITH & SUMMERS, 

1980). Em condições ótimas in vitro, a frequência de geração de recombinantes pode chegar a 

47%, correlacionando-se positivamente com a multiplicidade de infecção (MOI) utilizada 

(CROIZIER & RIBEIRO, 1992; HAJOS et al., 2000; KAMITA et al., 2003). Por outro lado, 

em condições sub-ótimas, como em infecções in vivo, as recombinações podem ser até 50 vezes 

menos frequentes (KAMITA et al., 2003). 

Eventos de recombinação e rearranjos estruturais em genomas de baculovírus ocorrem 

especialmente entre regiões flanqueadas por hrs (ARENDS & JEHLE, 2002; HAYAKAWA 

et al., 2000), enquanto eventos de inserção e deleção de sequências têm sido observadas 

principalmente em regiões adjacentes a estes elementos repetitivos, onde são encontrados 

muitos dos genes bro (BLISSARD & ROHRMANN, 1990; COCHRAN & FAULKNER, 

1983; HAYAKAWA et al., 2000; KUZIO et al., 1999). 

Amostras selvagens de baculovírus apresentam grande diversidade genética 

intrapopulacional, onde diferentes genótipos virais coexistem e coinfectam populações de 

hospedeiros (BROWN et al., 1985; COOPER et al., 2003; GETTIG & MCCARTHY, 1982; 

HODGSON et al., 2001; KISLEV & EDELMAN, 1982; LEE & MILLER, 1978; MAEDA et 

al., 1990), as quais por sua vez também possuem uma diversidade genética intrínseca 

(PASHLEY & JOHNSON, 1986; SOSA-GÓMEZ, 2004). Em ensaios de infectividade in 

vivo, a patogenicidade de diferentes variantes virais frente a populações heterogêneas de 

hospedeiros (estimada como dose letal para 50% dos insetos (LD50),) pode variar em até sete 

vezes entre os vários genótipos (HODGSON et al., 2001). Por outro lado, uma maior 

patogenicidade foi observada em infecções com genótipos misturados, se comparadas a 

infecções por um único genótipo. Em situações de coinfecção, os diferentes tecidos e células 

podem favorecer uns genótipos em detrimento de outros, o que promoveria a 

compartimentalização dos recursos entre os diferentes genótipos, evitando a competição direta 

e levando a uma rápida colonização e consequente morte dos hospedeiros (HODGSON et al., 

2004). 
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A diversidade em populações selvagens de AgMNPV já foi documentada em estudos 

anteriores, onde diferentes loci variáveis foram identificados. No entanto, nem todos 

elementos genéticos impactados por estas variações foram caracterizados, e a influência 

destes polimorfismos sobre a evolução viral ainda não foram esclarecidas (CROIZIER & 

RIBEIRO, 1992; MARUNIAK, 1989; MARUNIAK et al., 1999). 

 

1.5 BACULOVÍRUS Anticarsia gemmatalis MNPV 

 

O primeiro registro de um NPV de Anticarsia gemmatalis ocorreu no Peru, em 1962, 

onde lagartas com sintomas de poliedrose nuclear foram detectadas em cultivos de alfafa 

(STEINHAUS & MARSH, 1962). Em 1972, em Campinas-SP, ocorreu o primeiro registro de 

um AgMNPV em território brasileiro. Análises de infectividade in vivo a partir desta amostra 

apontaram a alta patogenicidade deste nucleopoliedrovírus contra a lagarta-da-soja 

(Anticarsia gemmatalis Hubner), o que colocou este vírus como um eficiente agente de 

controle biológico de populações deste lepidóptero (ALLEN & KNELL, 1977). Amostras 

desta população viral detectada em Campinas foram utilizadas para controle biológico na 

Florida (EUA) em 1979.  A partir de larvas mortas por variantes selvagens derivados dos 

vírus aplicados neste ano (AgMNPV-79), seis variantes foram isolados por plaque assay, o 

que resultou na obtenção de um protótipo deste nucleopoliedrovírus, o isolado AgMNPV-2D, 

o qual representava o genótipo predominante (1/3) desta população viral (JOHNSON & 

MARUNIAK, 1989; MARUNIAK, 1989). 

No final da década de 70, variantes de AgMNPV derivados diretamente do isolado de 

Campinas (1972) estavam sendo utilizados em cultivos de soja na Florida, enquanto no Brasil 

outro isolado, obtido em Londrina, estava sendo empregado em um programa piloto de 

controle biológico conduzido pela CNPSo-EMBRAPA em meados de 1980 (MOSCARDI, 

1989). A multiplicação viral de AgMNPV em lagartas A. gemmatalis por anos seguidos em 

condições ambientais distintas (tanto climáticas como de hospedeiros) proporcionaram a 

fixação de polimorfismos com origens independentes nestas duas populações de AgMNPV 

(MARUNIAK, 1989). 
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No Brasil, entre os anos de 1982 e 1985, a extensão da área de cultivos de soja 

tratados com baculovírus cresceu 100 vezes, isto é, de 2.000 para 200.000 ha. Com a 

implementação de unidades de produção de baculovírus no sul do país, um isolado obtido em 

1985 (AgMNPV-85) passou a ser produzido em larga escala, fator que fez com que a área 

plantada tratada com baculovírus subisse para 500.000 ha em 1988 (MARUNIAK et al., 

1999; MOSCARDI, 1989). Em termos de extensão, o auge do programa de controle biológico 

com o baculovírus Anticarsia se deu na safra 2003/2004, onde cerca de 2 milhões de hectares 

foram tratados com o vírus, representando 10% da área plantada com soja naquele ano no 

Brasil (MOSCARDI et al., 2011). Testes comparativos entre áreas tratadas com baculovírus; 

com inseticidas químicos; e não tratadas, revelaram que AgMNPV foi capaz de reduzir em 

80% a população de A.  gemmatalis, alcançando o mesmo rendimento demonstrado pelo 

inseticida químico (MOSCARDI, 1999; MOSCARDI et al., 2011). O sucesso na utilização de 

AgMNPV no controle da lagarta-da-soja no Brasil fez dele o bioinseticida viral mais 

amplamente utilizado no mundo (MOSCARDI, 1999; OLIVEIRA et al., 2006). 

Diferentes variantes virais utilizados em controle biológico tiveram seus genomas 

comparados por perfis de restrição do DNA. Variantes purificados a partir dos isolados 79 

(Florida) e 85 (Londrina) evidenciaram a ocorrência de diversas inserções e deleções no 

genoma destes vírus ao longo de suas histórias evolutivas independentes (MARUNIAK, 

1989; MARUNIAK et al., 1999). Os isolados geográficos analisados neste trabalho de 

mestrado correspondem a populações virais de ocorrência natural em cultivos de soja sem 

histórico de uso de baculovírus como agente de controle biológico (MOSCARDI, 

comunicação pessoal)¹. Neste sentido, muitas das variações genômicas identificadas nos 

isolados geográficos podem corresponder a alterações ocorridas na linhagem viral que deu 

origem ao isolado AgMNPV-85 e seus descendentes. Os polimorfismos presentes nos 

variantes do isolado 85 não foram caracterizadas em detalhes, e tais variações certamente não 

estão presentes nos genomas dos variantes de AgMNPV-79, isolado de origem do protótipo 

AgMNPV-2D (MARUNIAK, 1989; MARUNIAK et al., 1999). O genoma do protótipo 2D 

possui 132.239, bp e codifica 152 ORFs, das quais três são exclusivas deste variante (Figura 

5) (OLIVEIRA et al., 2006). 
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Figura 5 – Mapa circular do genoma do AgMNPV-2D. 

 

 

As setas vermelhas e azuis indicam ORFs em senso positivo e negativo, respectivamente. As regiões 

em amarelo representam regiões homólogas (hr). O gráfico circular mais interno ilustra o conteúdo 

GC (%) ao longo do genoma. 

Fonte: Modificado de (OLIVEIRA, 2010), com permissão. 

 

Análises filogenéticas entre AgMNPV e outros baculovirus classifica este vírus entre 

os alfabaculovírus do grupo I (ZANOTTO et al., 1993), com grande proximidade filogenética 

com CfDefMNPV, com o qual possui similaridade de sequências de proteínas superior a 92% 

(OLIVEIRA et al., 2006) (Figura 6). Uma das principais diferenças entre esses dois vírus é a 

ausência dos genes chitinase e cathepsina em AgMNPV, genes cujos produtos podem ser 

responsáveis pela liquefação do inseto infectado. Esta característica fenotípica não é 

observada em infecções por AgMNPV, o que favorece a coleta dos insetos mortos para 

reaplicação futura, fator que explica parte do sucesso deste vírus como agente de controle 

biológico (OLIVEIRA et al., 2006). 
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Figura 6 – Relações filogenéticas entre os baculovírus dos quatro gêneros: Alphabaculovirus; 

Betabaculovirus; Gammabaculovirus; e Deltabaculovirus. 

 

 

 

Em destaque (região laranja), o AgMNPV, aqui representado pelo isolado 2D, inserido no grupo I 

entre os alfabaculovírus. 

Fonte: Modificado de (OLIVEIRA, 2010), com permissão. 

 

O presente trabalho visou o sequenciamento de 17 populações selvagens de AgMNPV. As 

análises que serão realizadas possibilitam a identificação de polimorfismos em regiões codificantes 

e regulatórias. As diferentes observadas entre os diferentes haplótipos presentes nestas populações 

heterogêneas trarão importantes evidências sobre o modo de evolução deste vírus em ambiente 

natural, onde esta espécie viral foi progressivamente utilizada ao longo das décadas de 80, 90 e 2000 

como agente de controle biológico da lagarta-da-soja. As informações levantadas neste trabalho 

serão de importância ímpar para a retomada do uso deste vírus como bioinseticida. 
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6  CONCLUSÕES 

 

(i) A alta cobertura e a grande extensão média das leituras (entre 250 e 500 bp) em 

sequenciamentos em larga escala 454 Roche® garantem a montagem de genomas 

de baculovírus com grandes chances de recuperação da ligação genética entre 

polimorfismos de haplótipos curtos. Porém, a reconstrução global de genótipos 

individuas mostra-se impraticável, principalmente em sistemas que evoluem por 

recombinação homóloga; 

 

(ii) Erros de sequenciamento inerentes à tecnologia 454 Roche®, em especial os 

relativos a inserções de Adeninas em regiões homopoliméricas, dificultam o 

processo de anotação genômica e as estimativas de diversidade genética 

intrapopulacional; 

 

(iii) Ao longo da histórica evolutiva de AgMNPV, eventos de inversão ou translocação 

de regiões genômicas não foram observados, o que sugere que a sintenia possa ser 

importante para modular a expressão gênica e definir a infectividade viral frente a 

diferentes hospedeiros; 

 

(iv) Foram identificados até 27 ORFs de supostos novos genes localizados em regiões 

intergênicas e sobrepostas a ORFs pré-anotadas no isolado 2D. A presença destas 

não são evidências suficientes para assegurar a sua funcionalidade como regiões 

codificadoras de proteínas. Por outro lado, a conservação da maioria destas ORFs 

nos 17 isolados geográficos sugere a existência de alguma pressão evolutiva que 

mantém as regiões intergênicas pouco variáveis; 

 

(v) A descoberta de uma possível ORF aninhada a um gene de baculovírus (fgf) abre 

precedentes para a possível existência de novos níveis de organização gênica 

ainda não descritos para baculovírus; 

 

(vi) Alguns genes de AgMNPV sofrem severas mudanças estruturais em função de 

substituições, deleções e inserções de um ou poucos nucleotídeos, eventos que 

causam mudanças de fase e levam a sobreposições, fissões ou fusões gênicas. 

Deleções e inserções de nucleotídeos em múltiplos de três também foram 
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observadas em alguns genes, tendo por consequência alterações estruturais ou 

truncamento de domínios protéicos; 

 

(vii) A ausência de bro-a em algumas populações dão indícios sobre como tais genes 

(presentes em múltiplas cópias) podem ter sido adquiridos e perdidos nos 

genomas de AgMNPV. Ademais, a presença de bro-a em alguns isolados, assim 

como a diversidade estrutural observada em bro-b e bro-c, reforçam a hipótese de 

participação das proteínas BRO como fatores determinantes da infectividade viral 

frente a diferentes hospedeiros; 

 

(viii) Um suposto novo gene (Ag25b) que codifica uma proteína com domínio RING 

Finger está presente em alguns genótipos de AgMNPV, mas pode ter sido perdido 

em alguns isolados geográficos deste vírus. O produto deste gene provavelmente 

atua na via de ubiquitinação (como uma ligase proteína-ubiquitina (E3)) em 

associação com o produto do gene adjacente, ubi (ORF26), que codifica uma 

ubiquitina viral; 

 

(ix) A maioria dos genes de baculovírus é pouco variável. Entre os genes mais 

conservados estão os genes core, em especial aqueles cujos produtos estão 

associados à formação de partículas virais (genes estruturais, de categorias 

funcionais “capsídeo” e “vírion”). 
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