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O papel das enzimas quitinase e catepsina na patologia de baculovirus

RESUMO

O Brasil destaca-se por ser um dos maiores exportadores de produtos agricolas no
mundo e diante dessa realidade a utilizacdo de agrotoxicos impacta tanto o meio
ambiente quanto a salde publica. Uma alternativa a essa pratica é a utilizacdo de
agentes bioldgicos no controle de pragas. Um exemplo é a utilizagdo do baculovirus
Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) no controle da
lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, sendo o maior exemplo mundial de sucesso de
um virus utilizado como bioinseticida. Os baculovirus sdo virus de DNA fita dupla,
especificos de artropodes. Uma das caracteristicas apresentada no genoma viral do
isolado AgMNPV-2D esta na auséncia dos genes quitinase (chiA) e catepsina (v-cath).
Essa auséncia pode ser responsavel por ndo ocorrer a liquefacdo e a melanizagdo das
larvas de A. gemmatalis mortas pela infeccdo com o AgMNPV-2D. O capitulo | do
presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito da expressao dessas proteinas em
insetos infectados com AgMNPV recombinantes contendo esses genes derivados de
dois baculovirus (Choristoneura fumiferana defective nucleopolyhedrovirus -
CfDefNPV e Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus - AcCMNPV). O
virus recombinante, contendo o0s genes chiA e v-cath provenientes do baculovirus
CfDefNPV, (vAgp2100Cf.chiA/v-cath) foi capaz de promover a liquefagcdo e
melanizagdo do corpo das larvas de A. gemmatalis ap0s a morte das mesmas, entretanto,
0 virus VAgp2100Ac.chiA/v-cath, construido neste trabalho, ndo teve o mesmo efeito.
Bioensaios com larvas neonatas e de terceiro instar de A. gemmatalis infectadas com o
virus recombinante VvAgp2100Cf.chiA/v-cath apresentaram uma maior atividade
inseticida. A CLsp do virus recombinante foi de 3 (para larvas neonatas) a 4 vezes (para
larvas de 3° estagio) menor do que a CLso do virus selvagem. A expressdo dos genes
chiA e v-cath durante a infeccdo de células de inseto pelo virus recombinante foi
analisada por qPCR e detectou a presenca e aumento de transcritos dos genes a partir de
6 h até 72 h p.i. Outro exemplo a pratica de utilizacdo de agentes bioldgicos no controle
de inseto-praga destaca-se o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae. O
capitulo 11 do presente trabalho propds avaliar se a expressao de enzimas quitinase do
fungo durante a infeccdo do virus é capaz de aumentar a patogenicidade viral em larvas
de Spodoptera frugiperda. Foi construido um virus recombinante inserindo o gene de
uma quitinase (chi2) do fungo entomopatogénico M. anisopliae no genoma do virus
ACMNPV, para avaliar o efeito da expressdo heter6loga na patogenicidade do virus
recombinante. A CLso apresentada pelo virus recombinante sugere um aumento na
viruléncia quando comparado com o virus selvagem e a quantidade de enzima detectada
também apresentou maiores niveis em células de inseto infectadas com o virus
recombinante comparado ao virus selvagem.

Palavras-chave: Baculovirus, gene chiA, gene v-cath, fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae.
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The role of chitinase and cathepsin enzymes in pathology of baculovirus

ABSTRACT

Brazil stands out for being one of the largest exporters of agricultural products in the
world, therefore the use of pesticides impacts on both the environment and public
health. An alternative to this practice is the use of biological agents to control pests. An
example is the use of baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) in the control of velvetbean caterpillar, A. gemmatalis, which is the greatest
global example of successfully using a virus as a bio-insecticide. Baculoviruses are
arthropod-specific double-stranded DNA viruses. One of the interesting features of the
AgMNPV-2D isolateviral genome is the absence of chitinase (chiA) and cathepsin (v-
cath) genes. This absence can be responsible for the lack of liquefaction and larval
melanization in A. gemmatalis killed by AgMNPV-2D infection. Chapter | of this study
intended to analyze the effect of these proteins expression in insects infected by
recombinant AgMNPV containing these genes derived from two baculovirus
(Choristoneura fumiferana defective nucleopolyhedrovirus - CfDefNPV e Autographa
californica multiple nucleopolyhedrovirus - AcMNPV). The recombinant viruses
containing the genes v-cath and chiA from the baculovirus CfDefNPV
(vAgp2100Cf.chiA/v-cath) was able to promote the liquefaction and melanization of A.
gemmatalis larvae bodies after their death, although the vAgp2100Ac.chiA/v-cath virus
prepared in this study, did not present the same effect. Bioassays with third-instar
neonate larvae of A. gemmatalis infected with the vAgp2100Cf.chiA/v-cath recombinant
virus showed higher insecticidal activity. The LCso of the recombinant virus was from 3
(for neonate larvae) to 4 times (for 3rd larval stage) lower than the LCsg of the wild-type
virus. The expression of v-cath and chiA genes during infection of insect cells by the
recombinant virus was analyzed by qPCR, which detected both the presence and the
increase of gene transcripts from 6 h to 72 h p.i. Another noteworthy example of the
practical use of biological agents to control insect pest is the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae. Chapter Il of this study aimed to assess whether the expression
of fungal chitinase enzymes during viral infection is able to increase viral pathogenicity
in larvae of Spodoptera frugiperda. Constructs was made inserting a chitinase gene
(chi2) from the entomopathogenic fungus M. anisopliae into the genome of ACMNPV
virus, in order to evaluate the effect of heterologous expression in the recombinant virus
pathogenicity. The LCsy presented by the recombinant virus suggests an increase in
virulence when compared to wild type virus and the amount of enzyme also showed the
highest levels detected in insect cells infected with recombinant virus compared to wild
virus.

Keywords: Baculovirus, chiA gene, v-cath gene, entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae.
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INTRODUCAO GERAL

Por séculos, a agricultura vem acompanhando o desenvolvimento da
humanidade. O Brasil é o terceiro maior exportador de produtos agricolas no mundo e
nos ultimos anos, o pais aumentou sua produtividade (Bolliger, 2012) e essa atividade
movimenta bilhdes de reais por ano (Ministério da Agricultura, 2012). Junto a essa
pratica, o uso indiscriminado de agrotoxicos esta causando impactos tanto no ambito da
salde publica, como ambiental, atingindo o solo e mananciais de agua com esses

residuos (Peres, 2001).

O consumo de agrotoxicos no Brasil & muito alto e quase ndo existem
fiscalizacdo e orientacdo com relagdo ao controle da utilizagdo desses residuos toxicos
no campo. Varios estudos mostram a relacdo entre o perigo da ingestdo de alimentos
contaminados por agrotoxicos a saude humana (Peres, 2001). Uma alternativa ao uso de
agrotoxicos no campo para o controle de pragas € a utilizacdo de agentes bioldgicos,
COmo 0S microorganismos, que sdo mais especificos e menos danosos ao meio ambiente

em geral.

Atualmente, 0 meio ambiente estad associado a pratica de desenvolvimento
sustentavel, sendo um assunto que cresce a cada dia, e tratando-se da agricultura do
pais, o controle bioldgico de insetos praga vem assumindo uma posicdo de destaque.
Existe uma ampla disponibilidade de microorganismos utilizados nesse controle de
pragas, como por exemplo, microrganismos entomopatogénicos que apresentam alta
patogenicidade para os insetos alvo, assim como, o desenvolvimento de plantas

transgénicas por manipulacdo genética de genes que codificam proteinas com acgédo
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inseticida, para o desenvolvimento de uma linhagem resistente a pragas agricolas que

apresentem valor econdmico (Secchi et al., 2002).

Entre os métodos aplicados ao controle biolégico de pragas destaca-se a
utilizacdo de produtos a base de virus, principalmente os baculovirus (Souza et al.,
2002). O baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV)
é capaz de controlar populacfes de Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera:
Noctuidae), uma importante praga da soja que provoca o desfolhamento da soja. Como
bioinseticida, os baculovirus podem ser aplicados em forma de p6 (um produto
formulado) sobre a cultura para serem ingeridos pelos insetos-alvo. Esses virus
apresentam algumas vantagens como bioinseticida, como por exemplo, apresentam acao
especifica sobre o inseto alvo e sdo considerados um método seguro para 0 manuseio,
aléem de, ndo poluirem o meio ambiente (Ramachandran et al., 2001). Entretanto,
existem algumas limitacGes do uso desses virus por ser pouco utilizado nas lavouras,
alem do longo periodo entre a infeccdo e a morte do inseto alvo, permitindo assim, que

0 inseto ainda cause danos a lavoura antes de sua morte.

Desde a década de oitenta, a eficiéncia da utilizacdo de virus nos programas de
controle de insetos praga no Brasil tem sido demonstrada. Alguns programas de
controle bioldgico sdo aplicados no Brasil em culturas como a soja, milho e mandioca,
controladas com os baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV), Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) e
Erinnyis ello granulovirus (EeGV), respectivamente. Outros virus tém sido isolados de
pragas com potencial de uso nas culturas como a cana-de-acucar, algoddo, trigo, arroz,

frutiferas, hortalicas, pastagens e florestas (Ribeiro et al., 1998).
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A utilizacdo da Engenharia Genética permitiu a construcdo de baculovirus
recombinantes visando melhorar sua viruléncia pela inser¢do de diferentes genes
codificantes de proteinas inseticidas (Ghosh et al., 2002) no genoma dos baculovirus,
consequentemente aumentando a patogenicidade viral contra seus hospedeiros, para

futuras aplicacGes nos programas de controle biolégico.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Plantagbes de interesse econdmico atingidas pelos insetos praga

Anticarsia gemmatalis e Spodoptera. frugiperda

1.1  Sojicultura

Atualmente, a prética de cultivo da soja (Glicine max (L.) Merrill) (Figura 1) se
expandiu pelo mundo apresentando diferencas genéticas, devido a cruzamentos naturais
e artificiais, com relagdo aos seus ancestrais que lhe deram origem na costa leste da
Asia, na China. A soja sempre fez parte da dieta da antiga civilizacdo chinesa. O
ocidente ignorou o seu cultivo até a segunda década do século vinte, quando os Estados
Unidos (EUA) iniciou sua exploracdo comercial. A partir de 1941, a producao de graos
cresceu de forma exponencial no Brasil e em outros paises das Américas, até que o
Brasil se tornou o segundo produtor de soja, responsavel por 26,8% da safra mundial

(Bonato e Bonato, 1987; Almeida et al., 2003).

Figura 1: Plantacdo de soja. A figura & esquerda ilustra uma plantacdo de soja e a direita os gréos de soja
produzidos. (http://www.jornale.com.br).

A revolucdo socio-econémica e tecnoldgica protagonizada pela soja no Brasil

Moderno pode ser comparada ao fendmeno ocorrido com a cana de agucar, no Brasil
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Coldnia e com o café, no Brasil Império/Republica, que em épocas diferentes comandou
0 comércio exterior do Pais (Dall’agnol et al., 2000). A soja responde por uma receita
cambial direta para o Brasil de mais de sete bilhdes de dblares anuais. Estima-se que,
antes de terminar a presente década, o Brasil sera considerado lider mundial na

producéo dessa leguminosa (Embrapa Soja, 2011).

A cultura da soja esta sujeita, durante todo o seu ciclo, ao ataque de diferentes
espécies de insetos. Embora esses insetos tenham suas populacdes reduzidas por
predadores, parasitdides e doencas, em niveis dependentes das condi¢cdes ambientais e
do manejo de pragas que se pratica, quando atingem populacdes elevadas, capazes de
causar perdas significativas no rendimento da cultura, necessitam de controle. Apesar
dos danos causados na cultura da soja serem em alguns casos alarmantes ndo se indica a
aplicacdo preventiva de produtos quimicos, pois, além do grave problema de poluicdo
ambiental, a aplicacdo desnecessaria eleva os custos da lavoura e contribui para o
desequilibrio populacional dos insetos (Companhia Nacional de Abastecimento -

CONAB, 2011).

Visando o combate as pragas que atacam a soja, varios paises produtores dessa
leguminosa, dentre eles o Brasil, estdo empregando investimentos tecnologicos de alto
nivel. Desde a década de 1970, o Brasil vem desenvolvendo e aprimorando programas
visando a exceléncia da qualidade e produtividade desta leguminosa. Entre esses
programas, destaca-se o maior programa mundial de controle de uma praga usando um
biopesticida, desenvolvido pela Embrapa Soja (Londrina-PR), implantado no inicio da
década de 1980, que utiliza o baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple

nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), que foi isolado pela primeira vez de larvas do inseto
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Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) (Allen e Knell, 1977,

Moscardi et al., 1999).

1.2 Outras culturas de interesse econémico

Culturas como, milho, sorgo, arroz, trigo, café, alface, feijao, amendoim, tomate,
algoddo, batata, repolho e abdbora também apresentam alto valor econdmico,
principalmente para o Brasil. De acordo com as estatisticas, o Brasil é o terceiro maior
produtor mundial de milho, plantado principalmente nas regides Centro-Oeste, Sudeste
e Sul. O gréo é transformado em 0leo, farinha, amido, margarina, xarope de glicose e
flocos para cereais matinais. Outra cultura importante € o café, com o Brasil sendo o
maior produtor mundial e o segundo maior consumidor da bebida. A cafeicultura se
fixou, inicialmente, no Sudeste e depois se expandiu para o Parand e Bahia. Assim
como para o cultivo de feijdo, o Brasil se destaca como 0 maior produtor com producgéo
média anual de 3,5 milhdes de toneladas. O feijao é um tipico produto da alimentacao
brasileira cultivado por pequenos e grandes produtores em todas as regifes. Os maiores
produtores sdo Parana e Minas Gerais. O arroz esta entre os cereais mais consumidos do
mundo e o Brasil € o nono maior produtor mundial. A producdo esta distribuida nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato Grosso (Companhia Nacional de

Abastecimento - CONAB, 2011; Ministério da Agricultura, 2012).

Tais exemplos, de diferentes culturas de interesse econémico para o Brasil,
também necessitam de controle de insetos praga. Dentre as principais pragas que
comprometem as lavouras destas culturas encontra-se a larva Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) que é uma espécie polifaga (Cruz et al., 1999; Praca, 2006)
causadora de severos danos as plantacBes. Visando o combate desta praga,

microorganismos entomopatogénicos, como por exemplo, bactérias (ex. Bacillus
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thuringiensis), fungos (ex. Beauveria bassiana), virus (ex. Spodoptera frugiperda
MNPV) e nematoides (ex. Heterorhabditis indica) sdo utilizados em programas de
controle. A maioria destes entomopatdgenos tem maior eficiéncia, se aplicado sobre os
primeiros estagios larvais, onde os insetos hospedeiros estdo mais suceptiveis (Melo e

Azevedo, 2000).

2. Baculovirus

2.1 Taxonomia

Estudos indicam que vem ocorrendo um processo de co-evolucéo entre virus e
lepiddpteras (Zanotto et al.,1993). Acredita-se que os baculovirus da atualidade podem
estar relacionados com os virus presentes nos antigos ancestrais de artropodes. Esses
virus, denominados baculovirus, que atacam insetos foram classificados dentro da
familia Baculoviridae (Labanderia e Sepkoski, 1993). S&o virus com DNA dupla fita,
circular, super enovelado, possuindo um ou mais virions em um capsideo com formato
de bastdo (dai surgiu a origem do nome da especie), variando entre 80 e 200 kilobases

(kb) o seu genoma (Lauzon et al., 2006).

Ao contréario de alguns virus envelopados, como por exemplo, o Herpesvirus ou
o Coronavirus, que utilizam estratégias de sobrevivéncia para persistir como um virus
latente no hospedeiro, os baculovirus ndo tendem a apresentar essa caracteristica devido
a alguns fatores, tais como: a vida curta dos insetos comparada a dos outros animais, 0
mecanismo de metamorfose e as populacfes de insetos que sdo sazonais e ciclicas

(Efstathiou e Preston, 2005; Li et al., 2005a).

A maioria dos baculovirus foram isolados a partir de lepidopteros, outros

baculovirus também foram isolados a partir de outras ordens como Diptera e

7
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Himenoptera (Larsson, 1984; Tinsley e Kelly, 1985; Martignoni e lwai, 1986; Adams e
McClintock, 1991; Murphy et al., 1995; Herniou et al., 2003). Os baculovirus possuem
a capacidade de ocluir os seus virions em estruturas compostas de proteinas necessarias
para manter a integridade das particulas virais fora do ambiente celular, denominada
corpos de oclusdo (OBs), e do ponto de vista evolutivo esta € uma relevante
caracteristica para o virus (Afonso et al., 2001; Herniou et al., 2003; Garcia-Maruniak

et al., 2004; Lauzon et al., 2004).

No inicio do estudo da familia Baculoviridae, reconheceu-se que, com base na
morfologia dos OBs, haviam duas principais divisbes ou géneros, 0s
nucleopoliedrovirus (NPVs) e os granulovirus (GVs). Os virions, de ambos 0s grupos
de baculovirus, sdo oclusos em uma matriz protéica permitindo a visualizacdo dos OBs
em microscopio de luz. Os OBs de NPVs sdo maiores e apresentam uma estrutura
poliédrica de luz refratéria (cristal de varios lados). Os OBs dos GVs aparecem como
granulos claros e sdo comparativamente mais dificeis de serem observados no

microscopio de luz (Boucias e Pendland, 1998).

Os OBs dos NPVs sdo denominados poliedros, assim como, os OBs dos GVs
sdo chamados de granulos. Seguindo essa nomenclatura, o principal componente
proteico de poliedros é a poliedrina e o principal componente protéico do granulo é a
granulina. A poliedrina e a granulina tem aproximadamente 30 kDa de massa molecular.
Ambos formam uma rede cristalina que oclui os virions. Dezenas de virions sao
ocluidos em um poliedro e, de forma geral, apenas um unico virion é ocluido em um

granulo (Slack e Arif, 2007).

Os NPVs podem apresentar particulas virais contendo mais de um

nucleocapsideo envolvido por um envelope, denominados MNPV, ou ainda possuirem
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particulas virais contendo somente um nucleocapsideo por envelope, denominados

SNPV (Bilimoria et al., 1991; Van Regenmortel et al., 2000).

Os GVs ainda sdo pouco estudados, devido a limitagcdes quanto a replicacao viral
em cultura de células, (Winstanley e Crook, 1993), e por possuirem uma restrita gama
de hospedeiros (Dwyer e Granados, 1988; Funk e Consigli 1992; Winstanley e Crook
1993). Por sua vez, os NPVs sdo encontrados em mais de 700 espécies hospedeiras
documentadas para esse tipo de virus (Moscardi, 1999; Herniou e Jehle, 2007) e
diferentes linhagens de células de inseto em cultura susceptiveis foram descritas (Miller,

1997).

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus uma nova
classificagdo para 0s Qéneros pertencentes aos baculovirus foi estabelecida:
Alphabaculovirus, NPV infectando lepiddpteros; Betabaculovirus, GV infectando
lepidopteros; Gammabaculovirus, NPV infectando himenopteros; e Deltabaculovirus,
NPV infectando dipteros (King et al., 2012; Jelhe et al., 2006; Cartens e Ball, 2009)

(Figura 2).
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Figura 2: Taxonomia da familia Baculoviridae. Arvore filogenética sugerida, baseada na sequéncia
gendmica de 29 espécies de baculovirus. (Jelhe et al., 2006).

Uma peculiaridade dos baculovirus é a producdo de dois tipos de virus
fenotipicamente distintos durante a infeccdo: o0s virus extracelulares, também
conhecidos como BV (budded viruses) (Figura 3) e os virus derivados da ocluséo,

conhecidos como ODV (occlusion derived virus), (Murphy et al., 1995) (Figura 4).

10
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Figura 3: Estrutura de um virus extracelular (BV) produzido por um baculovirus do grupo dos NPVs. As
principais proteinas do envelope dos BVs sdo: proteinas de fusdo (EFPs), GP64 e F-proteina. O lado
inferior direito mostra o processo de saida do BV de uma célula infectada e o canto superior direito
mostra a infeccdo BV de uma nova célula. Nucleocapsideos se direcionam para fora da membrana da
celula infectada, onde EFPs virais estdo concentradas. Por brotamento, os virions adquirem EFPs a partir
da membrana celular. Os BVs se difunde através de uma nova célula, onde é levado para dentro da célula
por endocitose mediada por receptores, e assim, ocorre a liberacdo do nucleocapsideo dos BV no citosol.
O nucleocapsideo entédo é direcionado para o nucleo (Slack e Arif, 2007).

nucleocapsid base

Os BVs sdo produzidos a partir de 12 a 24 h apdés a infecgdo (h p.i.), na fase
precoce e a transmissdo ocorre de forma sistémica, ou seja, 0os BVs produzidos sao
responsaveis pela disseminacdo do virus de celula a célula, dentro de um mesmo
individuo. Esse fendtipo caracteriza-se pela presenca de um nucleocapsideo simples

envolto por um envelope, derivado da membrana plasmatica (Figura 3).

Ja a forma oclusa do virus (OB) é produzida no ndcleo da célula na dltima fase
da infeccdo, a partir de 36 h p.i. Os OBs conferem protecdo as particulas virais no
ambiente extracelular e a transmissdao dos OBs ocorre horizontalmente, de inseto para

inseto, por via oral (Volkman e Keddie, 1990).

11



Revisdo Bibliogrifica

apical cap
capsid

(VP39)

circular

dsDNA genome

basic protein
(P6.9)

nucleoprotein
core

8 |\

obv oDy
attachment ¢, 2o

envelope

ODV envelope
fusion and attachment

oDV proteins

ODYV fused with
microvillis

Figura 4: Estrutura de um virus derivado da oclusdo (ODV). A figura representa um ODV do MNPV e o
processos de fusdo do ODV nas microvilosidades das céluals do intestino médio do hospedeiro (Slack e
Arif, 2007).

2.2 Citopatologia

A transmissdo e a replicacdo de baculovirus ocorre exclusivamente na fase larval
dos insetos. A transmissdo ocorre por via oral quando os insetos ingerem o alimento
contaminado com os OBs. Os OBs atravessam o intestino anterior e atingem o intestino
médio (Figura 5). Lepidopteras tém o intestino médio alcalino (pH 10-11) (Terra e
Ferreira, 1994) e os baculovirus evoluiram para tolerar e explorar este microambiente
extremo. A alcalinidade do intestino médio do inseto provoca a dissolucdo dos OBs e a
liberacdo de virions no limen do intestino médio. Essas particulas virais oclusas sao
liberadas, e portanto, precisamente definidas como virus derivados da oclusdo ou

ODVs.

12
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A liberacdo dos ODVs ocorre em aproximadamente 12 min apos a entrada dos
OBs no intestino médio de insetos (Adams e McClintock, 1991) e uma vez liberado no
intestino médio, os ODVs atravessam a membrana peritrofica (MP). A MP é uma rede
de quitina produzida ao longo do comprimento do intestino médio de tal forma que ele
forme um tubo oco para proteger o epitélio do intestino médio. A MP oferece uma
defesa imunoldgica, restringindo a passagem de particulas maiores, tais como bactérias,
fungos e virus. Com o objetivo de atingir os tecidos do intestino médio, os ODVs
atravessam a MP. Essas particulas dardo inicio a infeccdo denominada primaria, de
maneira que, as particulas virais atravessam a membrana peritréfica e 0s
nucleocapsideos virais se fundem as membranas das microvilosidades das células
colunares do intestino médio, mediada por receptores presentes no envelope
lipoprotéico das células (Greenspan et al., 1991; Hotchkin, 1981; Lepore et al., 1996;

Ohba e Tafada, 1983; Wang et al., 1994) (Figura 5).

13
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Figura 5: Ciclo de infec¢do do baculovirus em uma larva de lepidoptera. Os corpos de oclusdo do baculovirus (OBs) entram pela via per os em alimentos contaminados. OBs
passam pelo intestino anterior e atingem o intestino médio da larva onde sdo dissolvidos no limen do intestino médio alcalino liberando os virus derivados da ocluséo
(ODVs). A figura também retrata a translocacdo de ODVs liberados apds a membrana peritréfica (PM) para as células epiteliais colunares do intestino médio (Slack e Arif,

2007).
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A infecgdo do epitélio no intestino médio comeca ap6s os ODVs entrarem nas
celulas colunares do mesmo. As células colunares estdo envolvidas na secrecdo de
enzimas digestivas e na absorcdo de nutrientes (Adams e McClintock, 1991). Em
seguida, o envelope dos ODVs que sdo compostos por uma bicamada lipidica se
fundem diretamente com as membranas das células do intestino médio (Horton e
Burand, 1993; Washburn e VVolkman, 2003), resultando na liberacdo de nucleocapsideos
para o citosol (Figura 6). Estes nucleocapsideos migram para o nucleo onde o DNA
viral é liberado. Neste momento, genes virais sd0 expressos, produtos de genes
estruturais sdo sintetizados, a replicacdo do DNA é completada e as novas progénies
virais sdo montadas e liberadas. Depois dos ODVs infectarem as células do intestino
médio, 0s BVs que sdo produzidos posteriormente penetram na lamina basal e infectam

outros tecidos da larva (Figura 6).

Outra via alternativa € o transporte de particulas virais diretamente para as
células do sistema traqueal e/ou hemolinfa. Essa disseminacdo para outros tecidos
caracteriza a infeccdo secundaria e as celulas epiteliais infectadas produzem o fenétipo
BV, que ird infectar outras células por endocitose mediada por receptores. A expressao
da proteina GP64, na fase precoce da infeccdo, permite que o virus atravesse todo o
citoplasma e brote do outro lado da célula para infectar outros tecidos sem se replicar na
célula intestinal. Essa proteina presente no envelope do virus é reconhecida por
receptores celulares e ap6s a endocitose, medeia a fusdo da membrana viral com a
membrana endocitica, culminando com a saida do virus para o citoplasma a partir da

célula infectada (Engelhard et al., 1994) (Figura 6).

15
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Figura 6: Entrada dos ODVs no epitélio do intestino médio de uma larva de lepidoptera. A maioria dos
baculovirus usam as células do intestino médio apenas para produzir o primeiro fenétipo viral BV para
infectar outros tecidos. Virus derivados da oclusdo (ODVs) que entram nas células do intestino médio
podem driblar a replicagdo do virus na célula do intestino médio pela expressao da GP64 (1), permitindo
que o virus atravesse o citoplasma e brote do outro lado da célula para infectar outros tecidos sem se
replicar na célula intestinal ou (2) iniciar a replicagdo viral (Slack e Arif, 2007).

Durante a infec¢éo, o inseto fica debilitado, perdendo sua capacidade motora e
de alimentacdo, ocorre também o clareamento da epiderme devido ao acimulo de virus
no nacleo das células epidermais e adiposas, além de afetar o desenvolvimento da larva
interrompendo o seu crescimento (Federici, 1997). Quando a larva do inseto infectada
pelo virus morre, 0 seu tegumento se desintegra facilmente, liberando grande
quantidade de OBs no meio ambiente, servindo de indculo para infectar outros insetos
hospedeiros (Volkman e Keddie, 1990). Estes processos sdo facilitados pela interacdo
sinérgica entre as proteinas virais V-CATH (uma catepsina viral) e CHIA (uma

quitinase viral) (Ohkawa et al., 1994; Slack et al., 1995). A figura 7, ilustra o processo
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causado pela infeccdo do virus em uma célula permissiva, seguindo uma sequéncia

cronoldgica dos efeitos citopaticos.

virogenic
stroma

nuclear
ring zone

24 h

Figura 7: Efeitos citopaticos da infeccdo de um baculovirus em uma célula permissivel. Diversas
mudancas morfologicas durante as diferentes fases de replicacéo do virus séo ilustradas, comegando com
o arredondamento das células infectadas e terminando com a liberacdo de corpos de oclusao.
Nucleocapsideos sdo inicialmente translocados para a membrana celular para a produgdo de BV e mais
tarde tornam-se retidos na zona nuclear para a producio de ODV. E a MNI (membrana nuclear interna)
que forma o envelope do ODV (Slack e Arif, 2007).

2.3 Regulacéo da expressdo génica

Uma vez iniciado o processo de infeccdo, a expressdo génica ocorre,
ordenadamente, em cascata (O’Reilly et al., 1992), indicando um controle em nivel
transcricional, no qual os genes expressos em uma classe temporal regulam os genes

expressos na fase subsequente (Blissard e Rohrmann, 1990). A expressdo génica viral se
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dividi em: fase precoce imediata (immediate early, IE) que corresponde a genes
expressos logo apos a descapsidacdo viral, nas primeiras horas de infecgdo; fase precoce
(fase early) caracterizada pelos eventos que precedem a replicacdo do DNA viral entre
30 min até 8 h p.i.; fase tardia (fase late), caracterizada pela expressdo de genes apos o
inicio da replicacdo do DNA viral entre 8 e 18 h p. i., nessa fase 0 DNA viral comega a
ser transcrito causando rearranjo do citoesqueleto e a dispersdo da cromatina no nucleo
da célula hospedeira, além de intenrromper a sintese de proteinas celulares (Lu e Miller,
1997). e a fase de expressao muito tardia (very late) de genes que sdo expressos de 18 h
p.i. até o final da infeccdo e caracteriza-se pela producdo da proteina poliedrina,
principal proteina que compde a matriz protéica do OB, durante a sua montagem que
ocorre no nucleo e pela producdo da proteina P10, que forma agregados fibrilares no
nucleo e no citoplasma e estd envolvida no processo de oclusdo das particulas virais,
assim como, na lise celular com aproximadamente 72 h p.i. (Blissard e Rohrmann,

1990; Xu et al., 1995; Williams e Faulkner, 1997; Guarino et al., 1998).

2.4 Sistema de expressao dos Baculovirus

Alem de serem eficientes como bioinseticidas, os baculovirus s&o também
utilizados como sistema de expressdo, ou seja, podem expressar genes heterélogos com
eficiéncia. O sistema baseia-se na introducdo de genes ex6genos no genoma de algum
baculovirus de interesse no lugar de um gene ndo essencial para a replicacdo, sempre

comandado por um promotor considerado forte.

Smith et al. (1983) e Pennock et al. (1984) publicaram os primeiros trabalhos
utilizando o baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(AcMPNV) como vetor de expressdo para produzir f-interferon e -galactosidase em
cultura de células de S. frugiperda (IPLB SF-21 AE). Proteinas de importancia em

18



Revisdo Bibliogrifica

diversas areas, como por exemplo, na medicina e na agricultura, foram expressas em
grande quantidade, em cultura de células de insetos usando os baculovirus como vetores

de expresséo (Ribeiro et al., 1998).

Comparado com outros sistemas de expressdo, as vantagens para utilizacdo
desses vetores sdo: potencial para expressdo de proteinas heter6logas em altos niveis;
alta especificidade dos baculovirus, tornando-se um sistema seguro para ser utilizado;
existéncia de promotores fortemente ativos durante a fase tardia da infeccdo sem
interferéncia no ciclo viral, capacidade para clonagem de grandes insercGes; co-
expressdo de dois ou mais genes; ambiente eucariotico para expressdo de proteinas

complexas de eucariotos e simplicidade de manipulacéo (Ribeiro et al., 1998).

O modelo mais simples desse sistema consiste na troca do gene da poliedrina por
um gene heterélogo de interesse sob o comando do promotor da poliedrina (Smith et al.,
1983). A producdo de um virus capaz de replicar-se em células de inseto pela inativacao
do gene da poliedrina por delecdo ou insercdo de um novo gene impede a formacdo da
poliedrina e consequentemente a formacdo dos corpos de oclusdo (Possee, 1997). Da
mesma maneira, a producdo de virus recombinantes construidos a partir da delecdo de
outros genes como o0 da quitinase (chiA) do baculovirus ACMNPV ndo afeta a
replicacdo viral em cultura de células ou em insetos, porém perde a capacidade de
liguefazer o corpo da larva (Hawtin et al., 1997). Um efeito similar foi observado
quando deletou-se o gene catepsina (v-cath) do genoma do baculovirus ACMNPV

(Slack e Faulkner, 1995).

Existem varios métodos para construir um baculovirus recombinante, entre eles
a insercao de genes heterélogos em baculovirus por recombinacdo homdloga que ocorre
quando um vetor de transferéncia, contendo o gene de interesse, e sequéncias
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flanqueando o gene homdlogo a sequéncia é introduzido juntamente com um DNA viral
dentro de células de inseto. Assim que sdo submetidos & co-transfeccdo em célula de
inseto, ocorre uma troca de insertos, por recombinacdo homdloga, resultando na
substituicdo do gene original no virus pelo gene de interesse contido no plasmideo. Nas
células serdo produzidos virus selvagens e recombinantes sendo que esse Ultimo sera
isolado por purificacdo em diluicdo seriada em placas de 96 pocgos contendo células de

inseto infectadas (Castro et al., 1999).

Outro método muito utilizado para construir baculovirus recombinantes se da
pela transposicdo sitio especifica de um cassete de expressdao para 0 genoma do
baculovirus, presente na forma de um grande plasmideo (denominado bacmideo) em
células de Escherichia coli DH10Bac™ (Invitrogen), que por sua vez possui além do
genoma do baculovirus, um plasmideo helper responsavel pela codificacdo de uma
transposase bacteriana que reconhece sequéncias repetidas invertidas que flanqueiam o
gene exdgeno no vetor de transferéncia (Luckow et al., 1993). Este método consiste de
um vetor de transferéncia (por exemplo, o pFastBacl™ da Invitrogen) que contém o
gene de interesse sob o comando de um promotor especifico do baculovirus e quando
propagados em células de Escherichia coli DH10Bac™ ocorre a transposicao do cassete

de expressao do gene heterdlogo para o bacmideo dentro da célula bacteriana.

3. Quitinases

A presenca de quitina nos artrépodes em geral, assim como, em fungos e até
moluscos apresenta uma funcédo de barreira natural contra infec¢bes por virus e bactérias
e confere rigidez as estruturas que a contém. Trata-se de um polissacarideo abundante
na natureza e estruturalmente caracteriza-se por ser um homopolimero de subunidades

N-acetil-D-glicosamina (GlcNAc) unidas por ligagdes B-1,4 (Figura 8). De acordo com
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a organizacéo das cadeias de GIcNAc, as quitinas podem ser diferenciadas em quitina o

e B (Seidl, 2008).

A
Quitina
oo, CHOH Moo, CH.OH
0 0
7\ N 7N
N, 7 N/
o © o O

CHOH NHCOCH, CHOH 'NHCOCH,

B
Conformagoes da quitina
Quitina i (cadeias antiparalelas) Quifina  (cadeias paralelas)

Figura 8: Molécula de quitina. (A) Estrutura quimica da quitina. A figura mostra a estrutura formada por
N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc) unidas por ligagdes B-1,4. (B) Conformagdo da quitina (cadeias o e B).
(Boldo et al., 2009).

As quitinases sdo enzimas que degradam a quitina por hidrélise das ligacdes -
1,4, liberando oligdmeros, como a quitobiose, que posteriormente sdo degradados por
acetilglicosaminidases a mondmeros de GIcNAc. Estas moléculas podem ser utilizadas
como fonte nutricional, quando no interior da célula sdo metabolizadas pelas quitinases,

transformando-as em moléculas de N-acetil-D-glicosamina-6-fosfato. GIcNAc-6-P

perde o radical acetil pela acéo de acetilases produzindo Glicosamina-6-P.

A molécula Glicosamina-6-P é convertida, formando Frutose-6-P, que pode

entrar diretamente na via glicolitica (Biswas et al., 1979; Singh e Datta 1979a; Singh e
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Satta 1979c; Singh e Datta 1979b). A utilizacdo de GIcNAc como Unica fonte de
carbono e nitrogénio é tdo efetiva quanto a de glicose em Candida albicans, uma vez
que GIcNAc é altamente sollvel e é rapidamente incorporada pela célula (Bhattacharya
et al., 1974a; Bhattacharya et al., 1974b). Assim com o polimero de quitina, as
quitinases ocorrem em Varios organismos, incluindo virus, bactérias, fungos, insetos,
plantas, animais e humanos (Duo-Chuan 2006; Bhattacharya et al., 2007; Yang et al.,

2007).

As quitinases podem ser classificadas em duas classes de acordo com a posicao
do ataque hidrolitico a quitina: endoquitinases, que clivam a molécula aleatoriamente
nos sitios internos gerando multimeros sollveis de GIcNAc, como quitotetraose,
quitotriose e diacetilquitobiose; e exoquitinases, que ainda sdo divididas em
quitobiosidases, catalisando a liberacdo gradual apenas de diacetilquitobiose a partir da
extremidade ndo redutora das cadeias de quitina, e B-1,4-Nacetilglicosaminidadases, que

liberam mondmeros de GIcNAc (Duo-Chuan, 2006).

Séo classificadas como glicosil hidrolases e, de acordo com este sistema de
classificacdo baseado na similaridade da sequéncia de aminoacidos presentes nos
dominios cataliticos, as quitinases foram distribuidas em trés familias: 18, 19 e 20
(Henrissat, 1999). A familia 18 engloba as quitinases encontradas em bactérias, fungos,
leveduras, virus, plantas e animais, sendo a mais variada em termos evolutivos. A
familia 19 ocorre quase exclusivamente em plantas. As quitinases destas duas familias
ndo apresentam similaridade de aminoacidos entre si e tém estruturas tridimensionais e
mecanismos moleculares de acdo completamente distintos, sugerindo um ancestral
comum diferente. A familia 20 é constituida por p-Nacetilglicosaminidases de bactérias,

fungos e humanos (Duo-Chuan, 2006; Seidl et al., 2008).
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Uma das caracteristicas de quitinases presentes nos virus e em fungos é a sua
estrutura multi-dominios. Tipicamente, cinco dominios compdem as quitinases
classificadas dentro desta familia. Um peptideo sinal precede a regido N-terminal da
quitinase madura. Este peptideo sinal auxilia na secrecdo de enzimas e é clivado por
sinal-peptidases assim que a enzima é transportada através da membrana. Quitinases
sem peptideo sinal sdo caracteristicamente intracelulares e participam de eventos de

morfogénese (Takaya et al.,1998b; Seidl et al., 2005).

Alguns microrganismos entomopatogénicos produzem quitinases para
penetracdo no corpo do hospedeiro (Kramer e Muthukrishnan, 1997; Gooday, 1999).
Por outro lado, baculovirus produzem quitinases para liquefazer o corpo do hospedeiro

depois da infeccdo e morte pelo virus (Hawtin et al., 1995, 1997).

Quitinases de lepidopteros foram purificadas, de Manduca sexta e Bombyx mori
(Kramer e Muthukrishnan, 1997; Merzendorfer e Zimoch, 2003). Esses genes, que
codificam essas enzimas, foram clonados e isolados em espécies de lepidopteros
(Kramer et al., 1993; Kim et al., 1998; Mikitani et al., 2000; Shinoda et al., 2001;
Zheng et al., 2002). Zheng et al. (2003) observaram através de estudos
imunohistoquimico da quitinase de Choristoneura fumiferana, que por sua vez é um
ortologo da quitinase de M. sexta e de B. mori, que essas quitinases estdo envolvidas no
processo de degradacdo da quitina durante o processo de muda dos insetos (Kramer e

Muthukrishnan, 1997; Merzendorfer e Zimoch, 2003).

O fungo Metarhizium anisopliae é um patégeno de inseto utilizado em controle
biolégico de pragas, principalmente na China, Russia e Brasil (Gillespie et al., 1988) e
provavelmente sdo importantes na degradacdo da cuticula do hospedeiro (St. Leger et
al., 1995b, 1996a). Além disso, este fungo utiliza-se de um processo multifatorial
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envolvendo pressdo mecénica e secregdo de hidrolases. Dentre elas, destacam-se as
quitinases, envolvidas tanto nos processos de morfogénese do préprio organismo quanto

em processos de patogenia e nutricao.

Dentre a composi¢do génica do baculovirus AcCMNPV, encontra-se um gene que
codifica uma quitinase viral (chiA) (Hawtin et al., 1995), que provalvelmente esta
relacionado com a desintegracdo de inseto infectado por este virus, juntamente com a
acdo de uma cisteino protease (catepsina viral). A vantagem desta desintegracdo permite

que uma maior disseminagdo do virus no ambiente acorra (Saville et al., 2004).

Contudo, quitinases séo alvos de interesse para estudos de regulagédo e funcéo,
assim como, para o melhoramento de baculovirus recombintes utilizados em programas
de controle bioldgico, visando uma melhor disseminagdo no ambiente e aumento de um

aumento de patogenicidade e viruléncia.

4. Cisteino-proteases

Proteases atuam catalisando a hidrélise de ligagdes peptidicas de
macromoléculas protéicas, resultando em peptideos menores ou até mesmo degradando-
as. S8o enzimas degradativas capazes de catalisar a hidrélise total de proteinas. Essa
hidrolise requer sitios ativos dessas proteases, com aminoacidos especificos no sitio
ativo, sendo eles serina, cisteina, aspartato e histidina. A presenca destas enzimas nos
organismos Varia desde virus até vertebrados e constituem até 2% dos genes expressos,
dependendo do organismo que as sintetizam. As proteases podem variar em tamanho,
podendo atingir centenas de kDa quando a enzima é formada por um complexo
multimérico ou simplesmente monémeros de 10 kDa (Sajid e Mickerrow, 2002;

Mottram et al., 2003; Rudenskaya e Pupov 2008).
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Uma das funcBes das proteases é facilitar a invasdo dos tecidos pelos virus, e
participar da replicacdo e diferenciacdo destes organismos, assim como, atuar
metabolicamente regulando processos fisioldgicos e patoldgicos (Rao et al., 1998;

Bressolier et al., 1999; Rawlings et al., 2002).

As proteases sdo geralmente sintetizadas como zimogénios ou pré-enzimas, que
posteriormente sdo processadas para dar origem as formas maduras ou enzimaticamente
ativas. De acordo com o tipo de reacdo catalisada, as proteases podem ser divididas em:
exopeptidases, clivando as ligacbes peptidicas préximas das por¢des amino e carbixo-
terminal, sendo classificadas como aminopeptidase ou carboxipeptidase
respectivamente; ou endopeptidases, que clivam ligacdes peptidicas na regido interna da
cadeia polipeptidica e se dividem em quatro grupos principais de acordo com o sitio
catalitico: serino-proteases, aspartico-proteases, metaloproteases e cisteino-proteases

(Klema e Goldberg, 2002; Vermelho et al., 2007; Page e Di Cera, 2008).

A atividade das cisteino-proteases envolve residuos de cisteina e histidina e
dependendo da ordem dos residuos envolvidos na atividade catalitica, sdo classificadas
em diversos clans, sendo os principais clans CA (Cys-His) e CD (His-Cys) (Mottram et
al., 2003; Rudenskaya e Pupov, 2008). Um dos primeiros relatos da caracterizacdo de
uma cisteino-protease foi a catepsina-L, pertencente a familia da papaina, caracterizada
como uma protease lisossomal com pH acido em torno de 5.0 (Homma et al., 1994). A
catepsina-L purificada e caracterizada como uma cisteino protease de B. mori, possui
tamanho de 39 kDa e sua pré-enzima, em torno de 47 kDa, e € muito semelhante a uma

protease de mamifero (Takahashi et al., 1993; Yarygin et al., 2003).

A maioria dos Baculovirus que infectam lepdopiteros codificam genes que
sisntetizam cisteino proteases, como por exemplo, a catepsina viral (v-cath). Esta

25



Revisdo Bibliogrifica

enzima provavelmente atua em conjunto com uma quitinase viral para promover a
liquefagdo do inseto hospedeiro. Sendo assim, estudar estas enzimas em baculovirus
poderé elucidar e estabelecer melhor a fungdo destas enzimas no processo de infeccdo

viral.
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CAPITULO |
“Efeito da expressdo das proteinas heterdlogas quitinase (ChiA) e
catepsina (V-CATH) em larvas de Anticarsia gemmatalis infectadas por

baculovirus Anticarsia gemmatalis MNPV recombinantes”

1. INTRODUCAO

O cultivo de soja no Brasil é considerado um dos principais produtos rentaveis
do Pais (Ferraz, 2001). Atualmente, o Brasil é considerado o segundo produtor mundial
do grédo de soja. Diferentes pragas atacam as culturas de soja durante o seu ciclo
vegetativo e reprodutivo, principalmente em seu estagio larval, podendo reduzir a

producdo de soja, caso as pragas nao sejam controladas (Turnipseed e Kogan, 1987).

O controle de insetos praga tem sido feito predominantemente com uso de
inseticidas quimicos. Entretanto, estes produtos quimicos sdo geralmente inespecificos,
e geram o aparecimento de insetos resistentes aos principios ativos, além das fortes
pressdes sociais para a conservacdo ambiental (Moscardi e Sousa, 2002). O custo para 0
desenvolvimento de inseticidas quimicos é alto e a tendéncia ao longo dos anos é estar
sempre aumentando, devido a necessidade de novas formulagdes mais adequadas as
pragas, que se tornam mais resistentes ao seu uso. Diante de tais limitacGes, o interesse
pela pesquisa de inseticidas alternativos tem crescido, como por exemplo, 0s

bioinseticidas (Almeida e Batista Filho, 2001).

A larva de Anticarsia gemmatalis Hibner 1818 (Lepidoptera: Noctuidae),
conhecida como lagarta da soja (Figura 9), é considerada uma praga-chave da

sojicultura, podendo causar diminuigédo significativa na producdo de soja, tornando-se
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economicamente importante (Gallo et al., 2002). O programa de controle utilizando
baculovirus, desenvolvido pela Embrapa Soja (Londrina-PR) utiliza o baculovirus
Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) (Moscardi et al.

1999).

Figura 9: Larvas de Anticarsia gemmatalis (4°/5° instar) (http:/Amwwv. hotsites.sct.embrapa.br).

Apobs o sequenciamento completo do genoma do baculovirus AQMNPV, a sua
analise inicial revelou que um dos fatores interessantes do genoma deste virus esta na
auséncia dos genes quitinase (chiA) e catepsina (v-cath), que por sua vez estdo presentes
no genomas dos baculovirus CfDefNPV e AcMNPV, entre outros (Oliveira et al.,
2006). Os genomas dos baculovirus codificam genes auxiliares que ndo sdo essenciais
para a replicacdo, porém conferem vantagem seletiva ao virus, uma vez que 0s
baculovirus replicam seu genoma dentro do nucleo das células do hospedeiro, eles estdo

susceptiveis a adquirir sequéncias de nucleotideos a partir do hospedeiro.

Dentre os genes auxiliares que conferem uma vantagem seletiva para 0s
baculovirus estdo os genes quitinase (chiA) e catepsina (v-cath) (Daimon et al., 2006),
encontrados na sequéncia gendmica dos baculovirus Epiphyas postvittana

nucleopolyhedrovirus (EppoNPV), Orgyia pseudotsugata multiple
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nucleopolyhedrovirus (OpMNPV), Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), Rachiplusia multiple nucleopolyhedrovirus
(RaouMNPV), Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV), Choristoneura
fumiferana nucleopolyhedrovirus (CfMNPV), Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus
(HycuNPV), Choristoneura fumiferana DEF multiple nucleopolyhedrovirus
(CfDefNPV) e Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus (AnpeNPV), que por sua vez,
estdo agrupados no género Alphabaculovirus, assim como, o baculovirus AGQMNPV,
gque como excecdo, apresenta no seu genoma a auséncia de uma regido com cerca de
3.000 pares bases (pb) conservada a montante (downstream) ao gene gp64 (Slack et al.,

2004), provavelmente referente a regido aonde deveriam estar os genes chiA e v-cath.

A expressdo do gene quitinase de ACMNPV ocorre na fase tardia da replicacéo
do virus e em conjunto com a catepsina viral promove a liquefacdo do corpo do
hospedeiro nos estagios tardios da infeccdo (Hawtin et al., 1997). Sendo assim, a
auséncia dos genes chiA e v-cath no genoma do baculovirus AgMNPV pode ser
responsavel pela larva infectada com o baculovirus AgMNPV ndo apresentar a
caracteristica de liquefacdo do corpo da larva logo apds sua morte. Contudo, analisar o
efeito da expressdo das proteinas heterdlogas quitinase (ChiA) e catepsina (V-CATH)
em larvas de Anticarsia gemmatalis, infectadas por baculovirus Anticarsia gemmatalis
MNPV recombinantes, pode contribuir para os estudos pertinentes a interacdo e fungédo

desses genes em baculovirus.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Levando em consideracdo a auséncia dos genes v-cath e chiA no genoma do

baculovirus AgMNPV e a acdo das proteinas ChiA e V-CATH na liquefagdo e

melanizacdo do corpo de insetos infectados por diferentes baculovirus, o presente

trabalho propde-se analisar o efeito da expressdo dessas proteinas em insetos infectados

com AgMNPV recombinantes contendo esses genes derivados de outros dois

baculovirus (CfDefNPV e ACMNPV).

2.2 Objetivos Especificos

Construir AGQMNPYV recombinante contendo os genes v-cath e chiA do
baculovirus ACMNPV

Analisar a transcricdo dos genes v-cath e chiA dos AgMNPV
recombinantes em células de inseto via PCR em tempo real

Analisar os efeitos causados pelos AQMNPV recombinantes em larvas de
A. gemmatalis com base na determinacdo de parametros de mortalidade
(bioensaios)

Avaliar as atividades enzimaticas das enzimas V-CATH e da ChiA em
células de inseto e insetos infectados pelos AQMNPV recombinantes
Expressar as proteinas V-CATH e ChiA em E. coli usando o Sistema
Gateway (Invitrogen)

Produzir antisoro em camundongos contra as proteinas V-CATH e ChiA,
para analisar a expressao durante a infeccdo em células de inseto dos

virus recombinantes por western blot.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens celulares de inseto, virus e larvas de insetos utilizadas:

As linhagens celulares, derivadas de insetos, utilizadas no presente trabalho
foram: células provenientes de Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286) (Sieburth e
Maruniak, 1988) e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (SF-9 ATCC® CRL-1711).
As respectivas linhagens foram utilizadas para infeccdo com virus selvagens e
recombinantes. As células foram mantidas em meio TC-100 (aminoacidos, vitaminas,
sais inorganicos, dextrose, tryptose) (GIBCO-BRL), suplementado com 10% de soro

fetal bovino a 27°C.

Larvas de Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) foram
utilizadas para producdo e amplificacdo da forma oclusa (OBs) dos virus selvagens e
recombinantes. As larvas foram gentilmente cedidas pela Dra. Maria Elita Batista de

Castro (Embrapa Recursos Genéeticos e Biotecnologia — CENARGEN).

Os virus utilizados no presente trabalho foram AgMNPV-2D (Johnson e
Maruniak, 1989), AgQMNPV-LDB80 (um isolado de AgMNPV pertencente a Embrapa
Soja, Londrina, Brasil) e AcCMNPV L-1 (Lee e Miller, 1978). O virus recombinante
VAgGalA2, é um virus derivado do AgMNPV-2D e possui o gene reporter lac-Z
derivado de E. coli no lécus do gene da poliedrina (polh) sob o comando do promotor

polh (Ribeiro et al., 2001).
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3.2 Plasmideos com genes de baculovirus utilizados:

Todos os plasmideos utilizados neste capitulo estdo listados na tabela 1, assim

como, suas principais caracteristicas.

Tabelal: Lista dos plasmideos utilizados no Capitulo I.

Plasmideos Construcéo/Composi¢cdo Utilizacao
P2100Cf.chiA/v-cath O plasmideo p2100 linker Hindlll (Lima, 2008) foi Construir
digerido com a enzima de restricio Hindlll, baculovirus

linearizando o plasmideo para que fosse inserido os AgMNPV

genes chiA e v-cath, provenientes do baculovirus
CfDefNPV, gerando assim, um plasmideo com o
promotor e o gene da poliedrina do AgMNPV, o0s
genes chiA e v-cath do CfDefNPV sob o comando de
seus promotores nativos, além de, regides homologas
ao genoma do AgMNPV utilizadas no evento de
recombinacdo homoéloga durante a construgdo do
baculovirus AgMNPV recombinante -
vAgp2100Cf.chiA/v-cath (Lima, 2008).

recombinate

P2100Ac.chiA/v-cath O plasmideo p2100 linker Bglll (Hallwass, 2005) foi Construir
digerido com a enzima de restricio Bglll, baculovirus
linearizando o plasmideo para que fosse inserido os AgMNPV

genes chiA e v-cath, provenientes do baculovirus
AcMNPV (Lima, 2008), gerando assim, um
plasmideo com o promotor e 0 gene da poliedrina do
AgMNPV, os genes chiA e v-cath do AcCMNPV sob o
comando de seus promotores nativos, além de,
regibes homdlogas ao genoma do AgMNPV
utilizadas no evento de recombinagdo homdloga
durante a construcdo do baculovirus AgMNPV
recombinante - vVAgp2100Ac.chiA/v-cath

recombinacao.

recombinate

p2100Cf.chiA.Av-cath O plasmideo p2100 (Hallwass, 2005) foi digerido Analisar a
com a emzima de restricdo EcoRV linearizando o expressao
plasmideo, aonde foi clonado o fragmento individual dos
amplificado por PCR contendo o gene v-cath genes chiA e v-cath
intenrrompido. de CfDefNPV em

células e larvas de
A. gemmatalis

p2100Cf.v-cath.AchiA O plasmideo p2100 (Hallwass, 2005) foi digerido Analisar a
com a emzima de restricdo EcoRV linearizando o expressao
plasmideo, aonde foi clonado o fragmento individual dos
amplificado por PCR contendo o gene chiA genes chiA e v-cath
intenrrompido. de CfDefNPV em

células e larvas de
A. gemmatalis
pDONR™ 207 attP Vetor comercial (Sistema Gateway - Invitrogen) Construcdo de
contendo principalmente a regido attP de plasmideos

responsaveis pela
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pDONRCHF.chiA

pDONRCH{.v-cath

pDEST™17 attR

pDESTCf.chiA

pDESTCf.v-cath

Um fragmento correspondente ao gene chiA foi
amplificado por PCR e submetido a uma reagéo de
recombinacdo homologa com o vetor pPDONR™ 207
attP utilizando uma enzima especifica.

Um fragmento correspondente ao gene v-cath foi
amplificado por PCR e submetido a uma reagédo de
recombinacdo homologa com o vetor pPDONR™ 207
attP utilizando uma enzima especifica.

Vetor comercial (Sistema Gateway - Invitrogen)
contendo principalmente a regido attR de
recombinacéo.

Uma segunda reacdo de recombinacdo homdloga
entre o vetor pDEST™17 attR e o plasmideo
pDONRCTf.chiA foi feita utilizando uma enzima
especifica.

Uma segunda reacdo de recombinacdo homologa
entre o vetor pDEST™17 attR e o plasmideo
pDONRCf.v-cath foi feita utilizando uma enzima
especifica.

expressao das
proteinas
recombinantes
CHIA e V-CATH.
Auxiliar na
construcdo do
segundo plasmideo
de recombinacéo.
Auxiliar na
construcéo do
segundo plasmideo
de recombinacao
Construcéo de
plasmideos
responsaveis pela
expressdo das
proteinas
recombinantes
CHIA e V-CATH.
Expressar a
proteina CHIA em
um sistema
procarioto.
Expressar a
proteina V-CATH
em um sistema
procarioto.

3.2.1 Construcio e confirmacio dos plasmideos p2100Cf.chiA.Av-cath e p2100Cf.v-

cath.AchiA contendo delecdes nos genes chiA e v-cath:

Para analisar a expressdo individual dos genes chiA e v-cath de CfDefNPV em
células e larvas de A. gemmatalis, plasmideos foram construidos com a delecdo de cada
gene, a partir do plasmideo previamente construido, p2100Cf.chiA/v-cath. Sendo assim,

oligonucleotideos foram desenhados para excluir ou o gene chiA ou v-cath.

O par de oligonucleotideos Cath-Quit(del) F e Cath-Quit(del) R (Tabela 2),
desenhados para excluir o gene quitinase e amplificar apenas a catepsina, se anelam a
montante do promotor da catepsina e a jusante da ORF Lef-9, como mostra a figura 10.

Ambos oligonucleotideos possuem em suas extremidades um sitio de restricdo EcoRI. A
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reacdo de amplificacdo em cadia pela polimerase foi feita utilizando a enzima
LongAmp™Taq DNA polimerase (Biolabs) seguindo o protocolo sugerido pelo
fabricante. As condicGes da reagdo foram: 5 uL de LongAmp Taq reaction Buffer 5X,
0,75 pL de dNTP 10 mM, 1,0 pL oligonucleotideo Foward 10 puM, 1,0 pL
oligonucleotideo Reverso 10 pM, 1,0 uL DNA template, 1,0 pL LongAmp Taq DNA
Polymerase para 25,0 puL de dgua. O programa utilizado para amplificar o fragmento foi
94°C por 2 min, 30 ciclos de 94°C por 30 s, 54°C por 1 min, 65°C por 9 min, e uma

extensdo final de 65°C por 10 min.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados nas PCR para delecdo dos genes quitinase e catepsina

Gene/baculovirus  Oligonucleotideos Sequéncia de nucleotideos Utilizacao
(5=3)

chiA CfDefNPV Quit-ACath Cf F GGGAAGGAATTCCGATCA  Construcdo do cassete de
ATAGTTGCGGCTGCGGTTG  delegdo do gene v-cath

Quit-ACath CfFR CCTTCCGAATTCGGGGCAA Construcdo do cassete de
CGACAAGCCGGTGTAC delecédo do gene v-cath

v-cath CfDefNPV Cath-AQuit CfF GGAAGGGAATTCCTGTCCG Construcdo do cassete de
CTTTTGGACACGACAACC delecdo do gene chiA

Cath-AQuit CfR GGAAGGGAATTCGCGGTC  Construcdo do cassete de
AGCGCCAACCTCGTCTTTC dele¢do do gene chiA
AGG

Apos amplificacdo por PCR, o fragmento foi digerido com a enzima de restricao
EcoR | (Promega) em uma reacdo com volume total de 32 pL: 25 pL do produto de
PCR amplificado, 3,0 uL de tampao reacdo H 10X, 3,0 uL de BSA 10X (10 pg/ul) e 1
U/ul da enzima EcoR | (Promega). Apos digestéo, foi feita uma reacdo de ligacdo com a
enzima T4 DNA Ligase (400,00 U/ul, BioLabs), de acordo com o recomendado pelo
fabricante, do proprio fragmento para ligar as extremidades previamente digerida com
EcoR I, e assim, obter um plasmideo fechado p2100Cf.v-cath.AchiA, apenas com o

gene v-cath inteiro e o gene chiA interrompido (Figura 10). Esse plasmideo foi
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transformado pelo método de transformagdo por choque térmico (Sambrook et al.,

1989).

Phage F1 region Ag-Fragmento
Lef-9
_ 7 Q/ ___ Cath-Quit(del) Cf R (70.0%)
Ampicilina

" Quitinase

p2100Cf.chiA/v-cath
8371pb
Cath-Quit (del) Cf F (70.

\
X
Ag-Fragmento o

Ag-Pol

Catepsina Y

Cath-Quit(del) CfF (70.3%)

Catepsina

Cath-Quit(del) CfR (70.0%)
Lef-9 | \ Ampicilina
Ag-Fragmento Quitinase \ Ag-PolAg-Fragmento Phage F1lregion

"

Fragmento Cf v-cathAchiA

Figura 10: Fragmento amplificado por PCR, a partir do plasmideo p2100Cf.chiA/v-cath, para
construir o plasmideo p2100Cf.v-cath.AchiA. O esquema mostra a regido amplificada pelos
oligonucleotideos Cath-Quit (del) F e Cath-Quit (del) R, na regido a montante ao promotor da catepsina e
na regido a jusante a ORF do gene lef-9, respectivamente (acima). O plasmideo linearizado (abaixo)
apresenta o gene catepsina com a sua regido promotora, assim como o gene da poliedrina do AGQMNPV, e
as regides de recombinacdo homologa que serdo utilizadas na construcéo do virus do recombinante.

A mesma estratégia e condicGes foi utilizada para construir o plasmideo
p2100Cf.chiA.Av-cath, amplificando o gene chiA e excluindo o gene v-cath, utilizando
os oligonucleotideos especificos, Quit-Cath (del) F e Quit-Cath (del) R (Tabela 2). O
anelamento dos oligonucleotideos ocorreu a montante do gene da poliedrina e a jusante

do promotor da quitinase, de acordo com a figura 11 indicada abaixo.
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Phage F1 region Ag-Fragmento
Lef-9

Ampicilina

0p2100Cf.chiA/v-cath | &
8371 pb
x " Quit-Cath (del) Cf R (68
Ag-Fragmento | _ \Catepsina

~ Quit-Cath (del) Cf F (73.0%)

Quit-Cath (del) CfF (73.0%)

Catepsina

Quit-Cath (del) CfR (68.6%)

Lef-9 Ampicilina

Ag-Fragmento Quitinase Ag-PolAg-Fragmento Phage F1region

Fragmento Cf chiAAv-cath

Figura 11: Fragmento amplificado por PCR a partir do plasmideo p2100Cf.chiA/v-cath para
construir o plasmideo p2100Cf.chiAAv-cath. O esquema mostra a regido amplificada pelos
oligonucleotideos Quit-Cath (del) F e Quit-Cath (del) R, na regido anterior ao gene da poliedrina e
posterior ao promotor da quitinase, respectivamente (acima). O plasmideo linearizado apresenta o gene
quitinase com a sua regido promotora, o sitio de restricdo EcoRI nas extremidades, assim como, o gene da
poliedrina do AgMNPV e as regifes de recombinacdo homdloga que serdo utilizadas na construcéo do
virus recombinante.

3.3 Construcao do baculovirus recombinante vVAgp2100Ac.chiA/v-cath:

Apos clonagem dos genes, o virus recombinante vAgp2100Ac.chiA/v-cath foi
construido de maneira que o plasmideo p2100Ac.chiA/v-cath foi co-transfectado com o
virus recombinante vAgGalA2 em cultura de células UFL-AG-286 com 1 pg de DNA
dos plasmideos e 0,5 pg do DNA do virus recombinante vAgGalA2 utilizando uma
solucdo de lipossomos (Cellfectin, Invitrogen). Uma placa de 35 mm de diametro foi

previamente preparada com células UFL-AG-286 (1x10° células) e incubada por 1 h,
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para aderéncia das células. Em seguida, os DNAs plasmidial e viral foram diluidos em

250 pL de meio TC-100 sem soro em uma placa de poliestireno.

Dez microlitros de lipossomos foram diluidos em 250 pL de meio TC-100 sem
soro, misturados a solu¢do contendo o DNA e incubados por 15 min a temperatura
ambiente. O meio de cultura de células foi substituido pela mistura de DNA/lipossomos
e a placa incubada a temperatura ambiente por 5h. Apds esse periodo, a mistura foi
trocada por meio TC-100 novo, contendo 10% de soro fetal bovino e as células foram
incubadas a 27°C. Sete dias apds a co-transfeccdo, o sobrenadante das células
transfectadas foi usado para isolar o baculovirus AgMNPV recombinante
(vAgp2100Ac.chiA/v-cath) pelo método de diluicdo seriada em placa de 96 pocos,
como descrito por O'Reilly et al. (1992). Sete ciclos de isolamento em placa de 96
pocos foram necessarios para o isolamento do virus recombinante VAgp2100Ac.chiA/v-

cath (Figura 12).
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A) Vetor de transferéncia B) Baculovirusrecombinante

hr

p2100Ac.chiA/v-cath

polh

chia v-cath Ppolh

. C)
\\‘

: vAgGalA2 =
hr ¢ ¥, hr ~—

\\‘:\‘ - /,/
- -
.1v/LaCZ /
Genoma do baculovirus

Figura 12: Esquema ilustrativo da construcéo e do isolamento do baculovirus recombinante vAgp2100Ac.chiA/v-cath pelo método de recombinacdo homologa. A figura A
apresenta o evento que ocorre entre as regides flanqueadoras do cassete de expressdo dos genes exdgenos, no caso chiA e v-cath, no vetor de transferéncia, e regides
homoélogas no genoma de virus vAgGalA2. Dessa forma o virus adquire o cassete contendo o gene de interesse (figura B). Em seguida, na figura C, o virus construido

vAgp2100Ac.chiA/v-cath é isolado em dilui¢des seriadas em placa de 96 pogos (Adaptado de: Corréa, 2007).
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3.3.1 Confirmacdo da introducdo dos genes chiA e v-cath no DNA do virus

recombinante:

Para confirmar a construgdo do baculovirus recombinante vAgp2100Ac.chiA/v-
cath foi preparada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando
oligonucleotideos especificos para os genes. A técnica de PCR foi usada para
identificacdo dos genes chiA e v-cath presentes no DNA gendmico do virus
recombinante construido. Para deteccdo dos genes foram utilizados pares de
oligonucleotideos, desenhados a partir da sequéncia dos genes chiA e v-cath,

depositados no banco de dados (NCBI - GenBanck - N° de acesso: NC_001623.1).

Os pares de oligonucleotideos QUITAc F/QUITAc R e CATHAc F/CATHAC R,
foram utilizados na amplificacdo de cada gene (Tabela 3). As reacdes de amplificacdo
consistiram de um volume final de 25 pl, contendo 16,2 ul de dgua milli-Q, 2,5 ul de
tampao de reagdo 10X (Invitrogen), 1,5 ul de ANTP 10 mM (Invitrogen), 1,0 ul de cada
oligonucleotideo (10 mM) da Integrated DNA Technologies (IDT), 0,3 U da enzima
Tag DNA polimerase (Invitrogen) ¢ 1 pul do DNA (20 ng/ul). As amplificagcdes foram
efetuadas em termociclador Perkin Elmer (GeneAmp PCR System 2400) programado
para 30 ciclos, cada um constituido pela seguinte sequéncia: Desnaturacdo inicial a
95°C por 5 min; ciclo de amplificacdo: desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento a
56°C por 1 min e 30 s, extensdo a 72°C por 1 min e 30 s, extensdo final a 72°C por 7

min.
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Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados nas PCR para detecgdo dos genes chiA e v-cath do ACMNPV
no DNA do virus recombinante construido.

Gene/baculovirus  Oligonucleotideos Sequéncia de nucleotideos Utilizacéo
-3
Quitinase Quit AcF AGATCTATGTTGTACAAATTGT Confirmacéo da
ACMNPV TAAACGTTTTGTGG regido codante do
gene chiA
Quit AcR GGATCCAAATACTGCAGAATC Confirmacao da
GTG regido codante do
gene chiA
Catepsina Cath AcF AGATCTATGAACAAAATTTTG Confirmacao da
AcMNPV TTTTATTTGTTTGTGTACGGCG  regido codante do
gene v-cath
Cath AcR GGATCCAAATAGCGAGTGTGT Confirmacao da
TGAGATT regido codante do
gene v-cath

*As sequéncias grifadas, em italico, correspondem aos sitios de restri¢do adicionados na extremidade 5’
de cada oligonucleaotideo.

3.3.2 Anélise do efeito causado pelo virus recombinante vAgp2100Ac.chiA/v-cath

em larvas de A. gemmatalis:

Cinquenta larvas de A. gemmatalis (3°/4° instar) foram infectadas via
microinjecdo com cerca de 5 - 50 uL do estoque de BV (108 pfu/mL) do virus selvagem
AgMNPV e do virus recombinante vAgp2100Ac.chiA/v-cath, com um auxilio de uma
seringa de 1 mL. As larvas foram mantidas em copos plasticos e alimentadas com uma
dieta solida artificial (Greene et al., 1976). As larvas foram analisadas diariamente

quanto ao efeito fenotipico provocado pela infeccéo viral.

3.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real:

Uma das analises de quantificacdo da expressdo temporal recomendada para
validar os resultados é pela técnica de PCR em tempo real (Hess et al., 2001), que é um
método que se baseia na técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), permitindo a
amplificacdo de fragmentos de DNA, além da precisdo no monitoramento dos produtos

de PCR gerados.
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O primeiro passo para analisar a expressdo temporal dos genes chiA e v-cath do
virus recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath, foi verificar a titulagdo viral em cultura
de células Sf-9 e UFL-AG tanto do virus selvagem AcCMPNV (o qual possui
naturalmente em seu genoma 0s genes chiA e v-cath) quanto do virus recombinante
vAgp2100Cf.chiA/v-cath, respectivamente. O titulo foi determinado pelo método de
TCIDs (Reed e Muench, 1938), sendo possivel observar apos sete dias a formagédo dos
corpos de oclusdo. Os procedimentos descritos a seguir foram realizados em
colaboracdo com o Laboratério de Evolugdo Molecular e Bioinformética - Instituto de
Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sdo Paulo — USP), juntamente com a Dra.

Juliana Velasco de Castro Oliveira.

Os oligonucleotideos especificos para os genes chiA e v-cath foram desenhados
para amplificar fragmentos correspondentes aos genes (Tabela 4). Cada reacdo foi
realizada em volume final de 50 pL utilizando cerca de 2 pL (5 ng/uL) de DNA viral,
20 pmol de cada oligonucleotideos, 0,4 mM de dNTP, tampao de reacdo 1X, 2,0 mM de
MgCI2, 1,5 U de Taq polimerase (Invitrogen). O ciclo inicial utilizado foi 95°C por 2
min e 35 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 50 s, com uma extensao

final de 72°C por 10 min. As amostras foram visualizadas em gel de agarose 2%.

Tabela 4: Sequéncia de oligonucleotideos utilizados nas rea¢des de PCR em Tempo Real do virus
selvagem AcMNPV e do recombinante AgMNPV

Oligonucleotideos Sequéncia de nucleotideos Tm GC%

(53°—3)
AcQuit CTGTTCCGT GAGCGAT 62,2 56,2
AcQuit CGT ACACACCCCACTC 590 625
AcCat ACT GGCGTCGTCTCAAC 64,1 588
AcCat GATCATTTGCTIGCTCCG 64,7 529
CfQuit GTCAAGGTGTGCGATG 571 625
CfQuit AAC AAATGTGAGAGGT 641 56,2
CfCat CTT CCT GTCGCCATAGA 614 529
CfCat AACCCTGTTCTCCCCAG 643 588
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Apos titulacdo viral, fez-se uma cinética de infecgdo viral em cultura de células
UFL-AG-286 e SF-9. As amostras foram coletadas em diferentes tempos apds a
infeccdo (0, 6, 12, 24, 48 e 72 h p.i.) e utilizadas para extrair o RNA proveniente da

cinética de infeccéo viral, com o Kit RNeasy Plus (Qiagen).

A partir da extracdo do RNA total das células de inseto infectadas, o cDNA foi
sintetizado e submetido a analise da PCR em tempo real de cada gene. As analises de
PCR em tempo real foram realizadas utilizando o fluor6foro IQ™SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad), em equipamento ROTOR-Gene™ 3000 (Corbett Research) e o
programa Rotor-Gene versdo 6.1 (Corbett Research). As reacdes foram feitas seguindo
um padrdo, onde utilizou-se 1,0 uL. de ¢cDNA, 0,5 volume de 2X IQ™SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad) e 5 pmol de cada oligonucleotideo especifico, para um volume
final de 15 pL. O programa utilizado foi de 96°C por 2 min, seguida de 40 ciclos de

96°C por 30 s, 53°C (dependendo da Tm ideal) por 30 s e 72°C por 40 s.

3.5 Bioensaios:

Trinta larvas neonatas de A. gemmatalis foram inoculadas oralmente com o0s
diferentes concentragdes (102 10, 1.0, 0.1, 0.01 OB/nL) de corpos de oclusdo dos virus
AgMNPV e recombinante segundo a metodologia do droplet feeding descrita por
Hughes & Wood (1981). Como controle negativo, as larvas foram incubadas com
phenol red 2%. A mortalidade dos insetos foi anotada a cada 8 h durante 10 dias. Os
dados foram analisados utilizando o programa Polo Plus para CLs, (LeOra Software) e
0s experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes. Larvas de A. gemmatalis
também foram avaliadas pelo método de incorporacdo na dieta de acordo com 0s
procedimentos descritos em Morales e Moscadi (1993). Seis diluicdes foram preparadas

em diferentes concentracgdes: 48600, 16000, 5400, 1800, 600 e 200 OB/mL a partir dos
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corpos de oclusdo dos virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath, AQMNPV-2D e AgMNPV-
LDB8O0 (isolado padrédo do AgMNPV utilizado pela Embrapa Soja, Londrina, Brazil). A
dieta artificial foi preparada (Greene et al, 1976), sem formaldeido, e resfriada para
50°C. Ainda no estado liquido, 10 mL da suspensdo do virus foi misturada com 90 mL
de dieta artificial. Em seguida, cada mistura é vertida em 10 copos plasticos de 50 mL
(cerca de 10 mL/copo) até atingir a temperatura ambiente. Como controle foi utilizado
dieta artificial misturada apenas com agua destilada estéril. A dieta foi dividida, onde
foram colocadas trés lagartas de A. gemmatalis do terceiro instar por copo, utilizando-se
20 copos (60 larvas/concentracéo) para cada amostra em avaliacdo, o virus padrdo e o
controle. Os tratamentos foram colocados em estufas incubadoras B.O.D., a 26°C e
fotoperiodo de 14 horas, sendo a mortalidade registrada diariamente. Os dados foram
analisados pelo programa Polo Plus (LeOra Software) para doses utilizadas versus
probabilidade de mortalidade, que permite determinar a concentracdo letal média do

virus (CLso).

As larvas testadas nos bioensaios, em diferentes concentracfes (48600, 16000,
5400, 1800, 600 e 200 OB/mL), foram coletadas para analisar a quantidade de corpos de
oclusdo (OB) por grama de larvas produzidas pelos virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath,
AgMNPV-2D e AgMNPV-LDB80. As larvas coletadas foram homogeneizadas com 8
mL de tampdo de homogeneizacdo (&cido ascorbico 1 %; SDS 2 %; Tris 0,01 M pH 8.0;
EDTA 0,001 M) e a suspensdo dissolvida em agua “milli-Q”, para entdo, fazer a
contagem utilizando a Camara de Neubauer em microscopio de contraste de fases. A

contagem foi realizada em triplicata.
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3.6 Andlise da atividade quitinolitica:

Testou-se a atividade da quitinase presente nos poliedros purificados dos virus
AgMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath, assim como, no extrato de células UFL-AG-286
(1x10") infectadas com os respectivos virus (10° pfu/mL), utilizando dois tipos de
substratos: quitina regenerada (Molano et al., 1977) e 4-methylumbelliferyl-B-D-N,N’-
diacetylchitobioside [4MU-(GIcNACc),] (Sigma). Antes de iniciar o ensaio quitinolitico,
fez-se a dosagem de proteinas presentes no estoque de poliedros e no extrato de células
UFL-AG-286, onde as concentracdes de proteinas nas amostras enzimaticas foram
determinadas pelo método colorimétrico descrito por Bradford (1976). Os ensaios

enzimaticos foram conduzidos em triplicatas utilizando 100 pg de proteinas.

Para determinacdo da atividade quitinolitica foi utilizada a quantificacdo de
acucar redutor, pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), usando
quitina como substrato. Cerca de 100 pg de proteinas presentes nos OB do AgMNPV e
do vAgp2100Cf.chiA/v-cath foram acrescentados em uma solugdo contendo 500 uL de
quitina regenerada 0,5%, 250 pL de tampao acetato de so6dio 50 mM pH 5,2
completando a reacdo para 1 mL com o tamp&o acetato de sodio. As amostras foram
incubadas a 37°C por 16 h em um agitador a 200 rpm. Apos esse periodo de incubacao,
as amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 5 min e 250 uL do sobrenadante foi
coletado e transferido para um novo microtubo, e entdo, foi adicionado 750 uLL de DNS.
Em seguida, as amostras foram fervidas por 10 min e a quantidade de agucar redutor
formado foi estimada espectrofotometricamente (SpectraMax, Molecular Devices
Corporation, USA) a 550 nm. Quitina regenerada e dgua destilada (sem enzima) foram

utilizadas como controle.
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Na andlise de quitina glicol, a atividade quitinolitica foi mensurada utilizando
uma versao modificada do método de Trudel e Asselin (1989). As células infectadas
com os virus AgMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath foram coletadas a 72 h p.i. e 0
extrato total de células foi coletado e centrifugado a 3000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi removido e o sedimento celular foi lavado duas vezes com tampéao
PBS 1x (NaCl 137 mM, Na;HPO, 10 mM, KCI 2.7 mM, e um pH 7.4), em seguida,
ressuspendido em 500 pl de tampdao PBS 1x e armazenado a -80°C. Sendo assim, a
partir da dosagem estabelecida de proteinas totais, 100 pg das proteinas presentes no
extrato de células UFL-AG-286 (1x10") infectadas com os virus e de células néo
infectadas (mock) foram submetidos a andlise. Cada amostra foi misturada em 350 pL
de tampao fosfato de s6dio 10 mM pH 6,0 e 100 puL de substrato (5 mM 4MU-
(GIcNACc), em tampéo fosfato de sodio 10 mM pH 5,0). Apds o periodo de incubagéo
por 1 h a 37°C, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 1,0 mL de Na,CO;3; 0,25 M
seguindo-se a leitura no comprimento de 550 nm. Substrato em agua (sem enzima) foi
utilizado como controle. Os valores obtidos nos ensaios proteoliticos foram comparados
pelo teste de Student’s, utilizando o programa R i386 2.25.2 (Team 2012), valores de

p<0,05 foram considerados significativos.

3.6.1 Deteccao da atividade da quitinase ap6s PAGE em condicdes nativas:

Células de inseto UFL-AG-286 (1x10°) forma infectadas com os virus
AgMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath (10 pfu/célula) e coletadas com 48 e 72 h p.i.,
lavadas 3 vezes com tampdo PBS 1x (NaCl 137 mM, Na,HPO,4 10 mM, KCI 2.7 mM,
pH 7.4) e armazenadas a -80°C. A eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢des
nativas, foi feita de acordo com Laemmli (1970) com algumas modificacdes. Preparou-

se um gel de separacdo de 7,5% contendo 0,2 mL de quitina glicol 1%, onde foram
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acrescentados os extratos celulares em presenca de azul de bromofenol e glicerol sem
ferver. O volume referente ao valor fixo de 25 pg de proteina, de cada amostra, foi
adicionado aos pocos do gel. Apds eletroforese, o gel foi lavado uma vez com Triton X-
100 1%, em seguida, o gel foi incubado por 24 h a 37°C com tampéo acetato de sédio
0,1M pH 5,0 acrescido de Triton X-100 1%. Ap6s incubacédo, o gel foi submergido por
10 min em solugdo reveladora recém-preparada de calcofl(ior branco m’R (Sigma)
0.01% em tampéo Tris-HCI 0,5M pH 8,0. A solucéo reveladora foi retirada e o gel
incubado por 1 h em agua destilada a temperatura ambiente. Por fim, o gel foi exposto a
luz UV para revelagdo da atividade litica da enzima quitinase e fotografado. Perfis
eletroforéticos foram apresentados em forma negativa, com atividade litica em bandas

escuras (Trudel e Asselin, 1989).

3.7 Analise da atividade proteolitica:

Para os ensaios proteoliticos foram utilizados a hemolinfa de larvas A.
gemmatalis infectadas, o extrato total de células UFL-AG-286 (1x10°) infectadas com
0s virus AgQMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath (10 pfu/célula), assim como, os poliedros
purificados dos respectivos virus. A partir da dosagem de proteinas presentes na
hemolinfa, no extrato de células UFL-AG-286, e no estoque de poliedros foi
determinada a concentracdo das proteinas pelo método colorimétrico descrito por

Bradford (1976).

Dois tipos de substratos foram aplicados para mensurar a atividade de cisteino
protease. Para 0s ensaios proteoliticos com a hemolinfa e com os poliedros foi utilizado
0 substrato queratina azulada (Keratin Azure, Sigma) de maneira que apés 96 h p.i., a
hemolinfa de 25 larvas de cada tratamento (infectadas e ndo infectadas) foi coletada

através de um pequeno orificio feito no segundo par de patas das lagartas. A hemolinfa
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coletada foi homogeneizada em um tampdo anticoagulante (NaOH 98 mM; NaCl 186
mM; EDTA 1,7 mM; &cido citrico 41 mM, pH 4.5) para evitar melanizacdo e entdo
armazenada a -80°C, até o momento de uso. O ensaio foi conduzido em triplicata
utilizando 100 pg de proteinas presente em cada amostra, tanto na hemolinfa quanto nos
poliedros. Na reacdo, as amostras foram incubadas com 500 pL de tampao fosfato de
s6dio 50 mM pH 7.0 e MgCl12 0,1 M e 50 pg de substrato queratina azulada (Keratin
Azure, Sigma) durante 3 h a 37°C. Apo6s a incubacédo, a reacdo foi interrompida com
100 pL. de TCA 10% (4cido tricloroacético, Sigma) e estocada no gelo por 1 h. Em
seguida, centrifugou-se a 10.000 x g por 5 min, onde 500 pL do sobrenadante foram
coletados e transferidos para um novo microtubo. Fez-se a leitura das amostras em um
espectrofotbmetro (SpectraMax, Molecular Devices Corporation, USA) a uma
absorbancia de 595 nm. Queratina azulada e agua destilada foram utilizadas como

controle.

A partir do extrato total de células infectadas com os virus AGMNPV e
VAgp2100Cf.chiA/v-cath detectou-se a atividade proteolitica utilizando o substrato
Azocasein (Sigma). Células UFL-AG-286 (1x10°) foram infectadas com os virus (10
pfu/célula) e apds 40 h p.i. o extrato total de células foi coletado e centrifugado a 3000 x
g por 10 min. O sobrenadante foi removido e o sedimento celular foi lavado duas vezes
com tampdo PBS 1x. Em seguida, as células foram homogeneizadas em tampéo fosfato
de sodio pH 6.8 e centrifugado novamente a 10000 x g por 20 min. Apéds centrifugacéo,
250 pL do sobrenadante foi misturado com 400 pL de Azocasein (6 mg/mL em 100
mM de &cido succinic-NaOH, pH 4.1). As amostras foram incubadas por 5 h a 37°C a
200 rpm. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 100 uL de TCA 100 %. Os tubos
foram centrifugados a 12000 x g por 5 min sendo a absorbancia do sobrenadante

determinada a 280 nm. As amostras foram analisadas na presenca e auséncia de inibidor
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de protease E-64 (2.8x10* M) (Sigma). Amostra incubada sem substrato foi utilizada
como controle. Os valores obtidos nos ensaios proteoliticos foram comparados pelo
teste de Student’s, utilizando o programa R 1386 2.25.2 (Team, 2012), valores de p<0,05

foram considerados significativos.

3.8 Producdo de antisoro para analisar a expressdo das proteinas recombinantes

3.8.1 Construcdo dos plasmideos responsaveis pela expressdo das proteinas

recombinantes:

A técnica utilizando o sistema Gateway baseia-se no sistema de recombinagéo
especifica no sitio do bacteriéfago Lambda, facilitando a introdugdo do genoma viral no
do cromossomo da E. coli e subsequente ativagdo das vias litica e lisogénica (Ptashne,
1992). A recombinacdo lambda ocorre entre os sitios especificos de ligacéo
(attachment): attB no cromossomo da E.coli e attP no cromossomo Lambda. Duas
reacOes de recombinacdo foram necessarias para construir os plasmideos responsaveis
pela expressdo das proteinas recombinantes ChiA e V-CATH, onde a segunda reacao

depende da primeira, como mostra o esquema na figura 13.
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12 recombinagao

attB attB attP attP attlL attl attR attR

Fragmento de + Vetor pDonor — Clone de +
PCR flanqueado 207 entrada
pelo attB

22 recombinagao

attL attL attR attR attB attB attP attP
N T +
Clone de entrada Vetor pDest 17 —_— Clone de
(supercoield) expressio

Figura 13: Esquema dos eventos de recombinacdo baseado no sistema Gateway. (Fonte: Gateway®
Technology Invitrogen, 2003).

Para isso, utilizamos enzimas e vetores especificos em cada reacgdo a partir do kit
E.coli Expression System with Gateway® Technology (Invitrogen). Sendo assim, a
primeira reagdo de recombinacdo, denominada Gateway® BP Clonase™ (Invitrogen),
foi feita entre um fragmento de PCR amplificado, a partir de oligonucleotideos
especificos que apresentam em sua extremidade o fragmento attB, especificamente nos
genes chiA e v-cath do CfDefNPV (Tabela 5), e o vetor pPDONR™ 207 que contém o

fragmento attP (Figura 14).

As reacdes preparadas para a amplificacdo dos produtos da PCR foram de 36,0
ML de agua milli-Q, 5,0 pl de tampao de reagdo 10X (Invitrogen), 5,0 uL de MgCl;, 25
mM (Invitrogen), 1,5 pul de ANTP (10mM), 1,0 ul de cada oligonucleotideo (10 mM)
(Tabela 5), 0,3 U da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 1 pul do DNA (20
ng/ul). O programa da reacdo de PCR utilizado foi 95°C por 5 min e 35 ciclos de 95°C
por 2 min, 54°C por 1 min e 30 s e 72°C por 1 min e 30 s, com uma extensdo final de

72°C por 7 min.
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Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo dos genes quitinase e catepsina que deram
origem aos vetores de expressao das proteinas recombinantes.

Gene/baculovirus  Oligonucleotideos Sequéncia de nucleotideos Utilizacéo
3>—3)
Quitinase attB Quit F GGGGACAAGTTTGTACAAA Amplificacdo da
CfDefNPV AAAGCAGGCTTCATGGTGCA regido codante do
CTATTTTGGTAAAG gene chiA para
expressdo em E. coli
attB Quit R GGGGACCACTTTGTACAAGA Amplificacdo da
AAGCTGGGTCTTAAAGTTCG regido codante do
TCTTTTATTTTAAAG gene chiA para
expressdo em E. coli
Catepsina attB Cath F GGGGACAAGTTTGTACAAA Amplificacdo da
CfDefNPV AAAGCAGGCTTCATGAACA regido codante do
AAATTGTGTGTTGTATTTG gene v-cath para
expressdo em E. coli
attB Cath R GGGGACCACTTTGTACAAGA Amplificacdo da
AAGCTGGGTCTTAATAGATT regido codante do
TCCGCGCTTGAAGG gene v-cath para
expressdo em E. coli
attP1
___ccdB
pDONR207
5585bp
TemR)
AN

attP 2

Figura 13: Mapa do plasmideo pPDONR™207 (Invitrogen). A figura mostra a regido attP1 e attP2, o gene
ccdB seguido do gene que confere resisténcia ao clorafenicol (CmF), além do gene que conferem
resisténcia a gentamicina (GmR).

Essa primeira recombinacdo resultou em um clone de entrada. Em um tubo de
microcentrifuga (1,5 mL) foi adicionado 5 pL (cerca de 500 ng/uL) do fragmento de

PCR attB do gene chiA, 2 pL (300 ng/uL) do vetor pPDONR™ 207 attP (Invitrogen), 2
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pL tampéo 5X da enzima BP Clonase™ e 1 uL da enzima Gateway® BP Clonase™. A
reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 16 horas. Em seguida, adicionou-se 2
pL de proteinase K (2 pg/pL) incubando por 10 min a 37°C. Apds esse periodo foi feita
a transformacdo do plasmideo na linhagem de E. coli competente TOP 10 pelo método
de choque térmico. O clone de entrada resultante foi denominado pDONRCH.chiA

(Figura 15).

A confirmagdo do pDONRCT.chiA foi feita utilizando a enzimas de restricdo
EcoRV (Promega) em um sistema de digestdo com 10 pL de H,0 milli-Q, 2 pL do
tampédo RE D 10X, 2 pL BSA (10 pg/pL), 10 pL do DNA plasmidial (1 pg/uL) e 1uL

da enzima de restricdo EcoRV (1U/pL) (Promega).

Da mesma forma foi construido o clone de entrada, contendo o gene v-cath,
porém outras composicOes foram adicionadas na reacdo de recombinagdo. Adicionou-se
em tubo de microcentrifuga (1,5 mL): 8 uL ( cerca de 500 ng/pL) do fragmento de PCR
attB do gene v-cath, 3 pL (cerca de 150 ng/puL); pPDONR™ 207 attP, 2 puL tampdo 5X
enzima BP Clonase™, 1 pL enzima Gateway® BP Clonase™. O plasmideo resultante
foi denominado pDONRCT.v-cath (Figura 15) e a confirmacdo do pDONRCH{.v-cath foi
feita utilizando a enzima de restricdo Apal em um sistema de digestdo com 10 pL de
H,0 milli-Q, 2 puL do tampdo RE A 10X, 2 uL BSA (10 pg/pL), 10 pL do DNA

plasmidial (1 pg/pL) e 1uL da enzima de restricdo (1U/uL) Apal (Promega).
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A EcoRV (4870) attL2

””EcoRV (896)

pDONRCH.chiA
5032 pb

attL1

attL2
Apal(4086)
Cath

pDONRCf.v-cath
s R 4348 pb

Apal (3250)

Figura 15: Mapas do plasmideos pDONRCf.chiA ¢ pDONRCf.v-cath. (A e B) Mapa dos
pDONRCHf.chiA e pDONRCf.v-cath indicando a orientagdo dos genes quitinase (A) e catepsina (B)
flanqueados pelas regides attL1 e 2, além do gene que confere resisténcia a gentamicina. Os mapas
indicam o sitio de restricdo das enzimas EcoRV (pDONRCHT.chiA) e Apal (pDONRCf.v-cath) utilizado na
confirmac&o da construcéo dos plasmideos.

A partir dos plasmideos construidos, pPDONRCT.chiA e pDONRCf.v-cath, uma
segunda reacdo de recombinacdo foi feita, utilizando a enzima Gateway® LR
Clonase™ II. Entretanto, para essa reagdo utilizamos o vetor pDEST™ 17 attR
(Invitrogen) capaz de produzir uma proteina de fusdo com cauda de histidina (Figura

16).
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RBS
initiation ATG
6xHis
/\L\attRl
v p—
Cm(R)
ROP [ PDEST17 ~ccdB
A 6354 bp
,//\\attRZ
pBR322 origin/
Amp(R)

Figura 16: Mapa do plasmideo pDEST™17 (Invitrogen). A figura mostra os sitios de recombinagdo attR1
e attR2, um promotor T7, um sitio de ligacdo do ribossomo (RBS), uma regido com sequéncia de seis
histidinas (6xHis tag), um gene ccdB, regido de terminagdo da transcricdo T7, além do gene de resisténcia
a ampicilina (AmpF).

Em um tubo de microcentrifuga (1,5 mL) foi adicionado 6 pL (500 ng/pL) do
fragmento de PCR attL do gene quitinase, 4 pL (300 ng/uL) do vetor pDEST™]7 attR
(Invitrogen), 2 pL tampéo 5X da enzima LR Clonase™ II e 1 pL da enzima Gateway®
LR Clonase™ II. A reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 16 horas. Em
seguida, adicionou-se 2 pL de proteinase K (2 pg/pL) incubando por 10 min a 37°C.
Apos esse periodo foi feita a transformacdo do plasmideo na linhagem de E. coli

competente DH5a. pelo método de choque térmico.

O clone de expressao resultante foi denominado pDESTCf.chiA (Figura 17). A
confirmacdo pDESTCf.chiA foi feita utilizando duas enzimas de restricdo Apal
(Fermentas) e Bglll (Fermentas). Primeiramente, o DNA plasmidial foi utilizado em um
sistema de digestdo com a enzima Apal, nas seguintes condi¢fes: 12 uL de H,0 milli-Q,
2 UL do tampédo FastDigest® 10X, 1 pg/uL do DNA plasmidial e 1 yL da enzima de

restricdo FastDigest®enzyme Apal (1 U/uL) (Fermentas). A reacéo foi incubada por 3 h
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a 37°C. Apos esse periodo, a reacdo foi precipitada com isopropanol para remover 0s
vestigios do tampdo e da enzima utilizada anteriormente. Sendo assim, um segunda
reacdo de digestdo foi feita utilizando a enzima de restricdo Bglll (Fermentas) nas
condicdes: 12 pL de H,0 milli-Q, 2 pL do tampéo FastDigest® 10X, 10 pL do DNA
plasmidial (1 pg/pL) e 1 U/uL da enzima de restricdo FastDigest®enzyme Bglll (1

U/uL) (Fermentas).

Da mesma forma foi construido o clone de expressdo da proteina contendo o
gene v-cath, porém outras composicGes foram adicionadas na reacdo de recombinac&o.
Adicionou-se em tubo de microcentrifuga 1,5 mL: 4 pL (cerca de 500 ng) Fragmento
PCR attL do gene catepsina, 3 pL (150 ng/uL) pDEST™ 17 attR, 2 pL tampédo 5X
enzima LR Clonase™ II, 1 puL enzima Gateway® LR Clonase™ II. O plasmideo
resultante foi denominado pDESTCf.v-cath (Figura 17). A confirmagdo do pDESTCf.v-
cath foi feita utilizando duas enzimas de restricio Apal (Fermentas) e Bglll
(Fermentas), nas mesmas condi¢cfes do sistema de digestdo feito anteriormente para a

confirmacgéo do pDESTCH.chiA.
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attB2

A Apal(6067)
\

Quit

4

Amp(R)
attB1 S Cf h
BxHis p/‘ pDESTCt.chiA
initiationATG? 6361pb
A
RBS/
Bglll (4526 —pBR322 origin
.
N
ROP
Apal (5415)
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6xHis
initiation ATG
RBS Amp(R)

BglII (4526

pDESTCf.v-cath
5677pb

pBR322 origin

Figura 17: Mapa dos plasmideos pDESTCf.chiA e pDESTCf.v-cath. (A) Mapa do pDESTCf.chiA
indicando a orientagdo do gene quitinase, assim como, o gene que confere resisténcia & ampicilina. (B)
Mapa do pDESTCf.v-cath indicando a orientagdo do gene catepsina, além do gene que confere resisténcia
a ampicilina.

3.8.2 Analise da expressdo das proteinas ChiA e V-CATH em E. coli por SDS-

PAGE e detec¢do por western blotting

Os plasmideos recombinantes, pDESTCf.chiA e pDESTCf.v-cath, foram usados
para transformar células de E. coli BL21-AlI™, As proteinas recombinantes foram
expressas pela inducdo com L-Arabinose. O promotor araBAD € usado para controlar a

expressdo da RNA T7 polimerase em células de E. coli BL21-Al™ sendo tanto
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positivamente como negativamente regulado pelo produto do gene AraC, que por sua
vez é um regulador transcricional formando um complexo com L-arabinose. Sendo
assim, as proteinas totais de E.coli foram extraidas e a purificacdo das proteinas
recombinantes foi realizada por cromatografia de afinidade em colunas Ni-NTA

(Quiagen), conforme instrucoes do fabricante.

Apo6s inducdo das proteinas ChiA e V-CATH, em uma aliquota de 20 uL de
cada amostra foi adicionado tampéo de amostra de proteina (Tris.Cl 0,5 M pH 6,8, SDS
2%, glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol 0,005%, Beta-mercaptoetanol 5%, volume
final 50 mL) e esse material foi incubado a 95°C por 5 min. Em seguida, procedeu-se
uma eletroforese em gel SDS-PAGE a 12% na cuba Mini Trans Blot® Cells (BioRad),

para analisar o pefil das amostras preparadas.

Para a andlise de cada proteina foram feito dois géis desnaturantes, sendo que
um deles foi corado e fixado em solucdo de 40% de metanol e 10% de acido acético e
Coomassie blue 0,1% por 3 h, seguido de 4 h submerso em solucdo descorante (40% de
metanol e 10% de acido acético). O outro gel foi utilizado para a transferéncia das
proteinas para uma membrana de Nitrocelulose (Gibco BRL — Life Technologies),
utilizando o aparato de transferéncia da Bio-Rad (Trans-Blot® SD — Semi Dry Transfer
Cell), a uma corrente constante de 350 mA por 1 h em tampéo de transferéncia (Tris-
HCI 48 mM; Glicina 39 mM; 20 % metanol (v/v), pH 9,2). A eficiéncia da transferéncia
foi confirmada pela marcacdo da membrana com um reagente Ponceau (corante
vermelho) e apds revelacdo foi rapidamente lavada com agua destilada para remover o

corante sem que tenha interferéncia nos outros procedimentos.

Confirmada a transferéncia das proteinas para a membrana de Nitrocelulose,

procedeu-se com a imunodeteccao, sendo que o primeiro passo foi bloguear a membrana
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em solugdo PBS 1X com 3% de leite em p6 desnatado por 16 h. Em seguida, trés
lavagens da membrana foram feitas com solucdo PBS Tween 0,05% para retirar toda a
solucdo blogueadora. O préximo passo foi incubar a membrana com o anticorpo
primario policlonal anti-His de camundongo (Ge Healthcare) em solucdo PBS/albumina
bovina (BSA) 0,5%, por 1 h, a diluicdo utilizada foi 1:2000. Essa solucéo foi entdo
descartada e novas lavagens da membrana foram feitas em solucdo PBS Tween 0,05%,

sob agitacéo.

A seguir a membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Sigma) por 2 h sob suave agitacdo, com
uma diluigdo de 1:5000. Esta solugéo foi retirada e entdo novamente lavada com PBS
Tween 0,05% por trés vezes. Para finalizar a marcacgdo, a membrana foi revelada em 10
mL de tampdo da enzima fosfatase alcalina por 5 min, juntamente com 1 mL de cada
substrato NBT/BCIP (Zymed - Invitrogen), para a acdo da fosfatase alcalina. A reagéo
enzimatica acontece devido a enzima fosfatase estar conjugada ao anticorpo secundario,
que por sua vez, se ligou ao anticorpo primario e esse a proteina de interesse presente na
membrana, ocorrendo assim a metabolizacdo desse substrato aparentemente com uma

cor roxa de bhaixa intensade, marcando assim a membrana.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise dos genes chiA e v-cath, dos baculovirus ACMNPV e CfDefNPV:

Os plasmideos p2100Cf.chiA/v-cath e p2100Ac.chiA/v-cath foram confirmados
por digestdo, como descrito por Lima (2008). Apresentaram um tamanho com cerca de
8.336 pb e 8.406 pb, respectivamente, contendo o promotor e 0 gene da poliedrina do
baculovirus AgMNPV, assim como 0s genes chiA e v-cath dos respectivos baculovirus,
CfDefNPV e AcMNPV. O plasmideo p2100Ac.chiA/v-cath foi utilizado na construcéo

de virus recombinante, pelo método de recombinagdo homdloga.

4.1.1 Construcao dos plasmideos contendo a delecdo dos genes chiA e v-cath do

CfDefNPV:

A partir dos oligonucleotideos especificos desenhados para que ocorresse a
delecdo de um dos genes, ou chiA ou v-cath, foram amplificados fragmentos que
apresentaram um tamanho de 7.634 pb (chiAAv-cath) e 6.995 pb (v-cathAchid) (Figura
19). Os produtos de PCR amplificados possuem o promotor e 0 gene da poliedrina do

AgMNPV, assim como, o gene chiA ou v-cath com seu promotores nativos (Figura 18).
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Figura 18: Mapa dos plasmideos amplificados com a dele¢do dos genes chiA e v-cath. As figuras indicam

a posicdo dos pares de oligonucleotideos especificos para a delecdo de cada um dos genes, a partir do
plasmideos p2100Cf.chiA/v-cath.
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Figura 19: Gel de agarose (0,8%) mostrando os produtos de PCR amplificados a partir de
oligonucleotideos especificos para a dele¢do dos genes chiA e v-cath. M — marcador de massa molecular 1
Kb DNA Plus (Invitrogen). 1 — A seta indica o fragmento de 7.634 pb amplificado, a partir do DNA do
p2100Cf.chiA/v-cath, correspondente ao gene chiA juntamente com o promotor e o gene da poliedrina do
AgMNPV. 2 — fragmento de 6.995 pb amplificado, a partir do DNA do p2100Cf.chiA/v-cath,
correspondente ao gene v-cath juntamente com o promotor e 0 gene da poliedrina do AGQMNPV.
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O fragmento de 7.634 pb correspondente ao gene chiA com o gene v-cath
deletado foi extraido e purificado do gel de agarose e 0 mesmo procedimento aplicou-se
para o fragmento de 6.995 pb, correspondente ao gene v-cath com o gene chiA deletado.
Em ambos fragmentos, a presenca do promotor e do gene da poliedrina do baculovirus
AgMNPV serd relevante para a futura construcdo dos virus recombinantes contendo a
delecdo dos genes. Nos oligonucleotideos sintetizados para tal finalidade foi
acrescentado as suas extremidades o sitio de restricio EcoRI. Sendo assim, apés
purificacdo dos fragmentos de PCR e de uma reacédo de digestdo utilizando a enzima de
restricdo EcoRlI, as extremidades tornaram-se coesivas, linearizando o fragmento de
7.634 pb e 6.995 pb. Futuramente, estes fragmentos serdo utilizados na construcdo dos

virus recombinantes contendo as delecdes.

4.2 Construcao e confirmacéo dos virus recombinantes AQMNPV:

A construcdo e a confirmacédo do virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath foi descrita por
Lima (2008) e apds o isolamento do virus recombinante em placas de diluicdo seriada, a
confirmacéo da inser¢do génica, no genoma do baculovirus AgQMNPV, foi realizada por
PCR. No presente trabalho, a constru¢cdo e a confirmacdo do virus recombinante
VAgp2100Ac.chiA/v-cath seguiu a mesma estratégia utilizada anteriormente. O
plasmideo p2100Ac.chiA/v-cath foi co-transfectado com o DNA do baculovirus
recombinante vAgGalA2 em células de inseto UFL-AG-286, dando origem ao virus
recombinante vAgp2100Ac.chiA/v-cath. No interior das células de inseto, ocorreu o
evento da recombinacdo homologa entre as regides do vetor e do genoma viral, havendo
a troca de regides homdlogas entre os dois DNAs. O vetor de transferéncia
p2100Ac.chiA/v-cath possui além do gene de interesse (chiA e v-cath), o gene da

poliedrina, conferindo ao virus recombinante (VAgp2100Ac.chiA/v-cath) a capacidade
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de expressar poliedrina e produzir OB em células de inseto infectadas (Figura 12 e 21).
Apos o isolamento em placas de diluicdo seriada (O’Reilly et al, 1992), a confirmacéo
da insercdo génica, no genoma do baculovirus AgMNPV, foi realizada por PCR,
utilizando oligonucleotideos especificos e foi possivel observar a amplificacdo de um
fragmento de 1.004 pb correspondente ao gene v-cath e 1796 pb referente ao gene chiA

(Figura 20).

PAcCathReverse (92.9%)
PAcCathForward (90.7%)
//éf:jj’PAcQunFomard (86.1%)
/ PAcQuitReverse (95.

vAgp2100Ac.v-chiA/v-cath
135557 bp

Figura 20: Confirmacdo da insercdo dos genes chiA and v-cath de ACMNPV no genoma do AgMNPV.
Gel de agarose 0.8% mostrando os produtos de PCR amplificado a partir de oligonucleotideos especificos
para os genes chiA e v-cath. M — marcador de massa molecular 1 Kb DNA Plus (Invitrogen). 1 —
Fragmento de 1.796 pb amplificado, a partir do DNA do vAgp2100Ac.chia/v-cath, por PCR com
oligonucleotideos especificos para o gene chiA. 2 — A seta indica o fragmento de 1.004 pb amplificado, a
partir do DNA do vAgp2100Ac.chiA/v-cath, correspondente ao gene v-cath.
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Figura 21: Analise estrutural da infeccdo de células UFL-AG-286 pelo vAgp2100Ac.chiA/v-cath. (A)
Células UFL-AG-286 ndo infectadas. (B) Células UFL-AG-286 infectadas com o virus recombinante
vAgp2100Ac.chiA/v-cath, com 168 h p.i. e a seta indica os poliedros no nucleo de uma célula infectada.

4.3 Analise do efeito causado pelo virus recombinante vAgp2100Ac.chiA/v-cath em

larvas de Anticarsia gemmatalis:

Quando larvas de A. gemmatalis foram inoculadas, com o virus selvagem
AgMNPV-2D e os recombinantes vAgp2100Cf.chiA/v-cath e vAgp2100Ac.chiA/v-cath
foi possivel observar o efeito causado pela inser¢do dos genes chiA e v-cath. Todas as
larvas mortas pelo virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath apresentaram no final da infeccdo a
degradacdo da cuticula do seu corpo, caracterizados por uma massa liquida viscosa e
pela melanizacdo da cuticula das larvas caracterizada por uma coloracéo preta (Lima,
2008). Para analisar se a auséncia de melanizacdo e liquefacdo em larvas de A.
gemmatalis ao final da infeccdo esta associada com a auséncia dos genes chiA e v-cath
no genoma do baculovirus AQMNPV, larvas de A. gemmatalis foram infectadas com o
virus vVAgp2100Ac.chiA/v-cath, ou seja, com um baculovirus AgMNPV recombinante
contendo os genes chiA e v-cath provenientes do AcCMNPV, entretanto ndo
apresentaram o efeito esperado pela melanizacdo e liquefacdo do inseto hospedeiro

(Figura 22). O corpo das larvas permaneceu intacto com relacdo ao efeito provocado
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pelo virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath. As larvas infectadas com o virus selvagem
AgMNPV-2D também ndo apresentaram melanizacdo e degradacdo da cuticula do
corpo da larva no final da infeccdo, como o esperado, ja que o baculovirus AGQMNPV-
2D ndo possui em seu genoma estes dois genes. Contudo, devemos levar em
consideracdo a distancia filogenética entre os baculovirus AQMNPV e AcCMNPV o0s
quais encontram-se classificados no género Alphabaculovirus porém em grupos
diferentes, em relagdo a distancia filogenética entre 0 AQMNPV e CfDefNPV, que por
sua vez, encontram-se no género Alphabaculovirus e estdo agrupados no mesmo grupo,

além de, compartilharem uma maior porcentagem de similaridade genética.

A AgMNPY "Agpng%’;%cm,“/ v-cath B AeMNPV  vAgp2100Ct chia/v-cath
168h pi. p- 168 h p.i. 168 h p.i.

§
:
:
:

Figura 22: Anélise estrutural de larvas de A. gemmatalis infectadas com o virus selvagem e o virus
recombinante. (A) Analise estrutural de larvas de A. gemmatalis infectada com o virus AQMNPV-2D e
com o virus recombinante vAgp2100Ac.chiA/v-cath a 168 h p.i., apresentando a auséncia de liquefacéo e
melanizacdo no corpo da larva. (B) Larva de A. gemmatalis infectada com vAgp2100Cf.chiA/v-cath a
168 h p.i., apresentando o corpo liguefeito e a cuticula melanizada e larva infectada como virus selvagem
a 168 h p.i.
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4.4 Analise da expressdo temporal dos genes chiA e v-cath do CfDefNPV em células

de inseto:

Os genes chiA e v-cath, do AcCMNPV e do virus recombinante
VAgp2100Cf.chiA/v-cath, foram amplificados por PCR com o0s pares de
oligonucleotideos sintetizados (Figura 23), para entdo construir uma curva padrdo para
quantificagdo do DNA. Os produtos de PCR foram, entdo, purificados, quantificados e
diluidos em série onde curvas padrdo para cada gene foram feitas em duplicata, pela

técnica de PCR em tempo real.

1 2 3 4 M Kb

O 000
w b

0.2
0.1

Figura 23: Amplificacdo dos genes chiA e v-cath com os oligonucleotideos especificos para PCR em
tempo real. Gel de Agarose 2% mostrando a amplificacdo dos genes v-cath do ACMNPV (pogol), chiA
do AcCMNPV (poc¢o2), v-cath do AQMNPV recombinante, vAgp2100Cf.chiA/v-cath (poco 3) e chiA do
AgMNPV recombinante, vAgp2100Cf.chiA/v-cath (pogo 4). M - 100 bp DNA Ladder.

A partir da diluicdo seriada foi construida a curva padrdo de cada gene,
analisando o coeficiente de correlacio da curva (R?), que indica a concentracdo de DNA
em cada amostra e a eficiéncia de amplificacdo indicando a ocorréncia da duplicacdo da
amplificacdo dos produtos em cada ciclo. Apds verificar que os padrées estavam de

acordo com o esperado as PCRs em tempo real foram analisadas para cada gene.
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Celulas  UFL-AG-286  infectadas com o virus  recombinante
vAgp2100Cf.chiA/v-cath foram coletadas em diferentes tempos apds a infecgéo (0, 6,
12, 24, 48 e 72 h p.i.). O mesmo procedeu para células SF-9 infectadas com o virus
selvagem AcMNPV. Utilizamos como controle positivo o baculovirus AcCMNPV ao
invés do baculovirus selvagem CfDefNPV devido a indisponibilidade deste virus no
Laboratério de Virologia (Instituto de Ciéncias Biologicas — UnB), assim como, por se
tratar de um virus defeituoso, o qual seria necessario a presenca de um outro virus (no

caso o0 CfMNPV) para auxiliar e completar a sua infec¢do, dificultando assim as anélise.

Os cDNAs produzidos a partir de cada gene, em diferentes tempos apés a
infeccdo foram utilizados nas PCRs em tempo real para a chiA e a v-cath tanto do virus
selvagem quanto de recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath. Os dados gerados foram
transformados em copias de genes/ng de RNA por escala logaritimica de base 10
(log1o), gerando um gréafico da expressao temporal dos genes chiA e v-cath que foram

analisados entre os virus (Figura 24 e 25).

Em relacdo ao nivel de expressao temporal apresentado pelos genes chiA e v-
cath, presentes no genoma do baculovirus AQMNPV, foi maior na linhagem UFL-AG
na maioria dos pontos amostrados quando comparado com a expressao temporal dos
genes chiA e v-cath presentes naturalmente no genoma do baculovirus selvagem
AcCMNPV e infectadas na linhagem SF-9. Devido a alta sensibilidade da técnica foi

possivel detectar a expressdo nas horas iniciais
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Figura 14: Média da expressdo temporal do gene v-cath. O gréafico mostra a expressdo logaritmica do gene v-cath (eixo Y) em células infectadas com os virus selvagens
AcMNPV e recombinante, analisadas em diferentes horas apés a infeccdo (eixo X). As barras representam o desvio padréo.
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Figura 15: Média da expressdao temporal da chiA. O grafico mostra a expressao logaritmica da chiA (eixo Y) em células infectadas com os virus selvagens ACMNPV e
recombinante, analisadas em diferentes horas a pds a infecgdo (eixo X). As barras representam o desvio padrao.
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4.5 Bioensaios:

Os valores obtidos na CLsg para o virus recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath
e para o virus selvagem AgMNPV foram 0,145 e 0,610 OB/nL, respectivamente
(Tabela 6). Apesar do resultado mostrar que a concentracdo necessaria para 0 Vvirus
recombinante matar 50% das larvas testadas foi aproximadamente 3 vezes menor que a
CLso do virus selvagem, os limites fiduciais se sobrepdem, logo ndo existe diferenca
significativa nos valores de CLs para larvas neonatas. Entretanto, a CLso para 0 virus
recombinante vVAgp2100Cf.chiA/v-cath em larvas de 3° estadio de desenvolvimento foi
2.7 a 2.8 vezes menor quando comparado com os virus selvagens AGMNPV-2D e

AgMNPV (LDBB80), respectivamente (Tabela 7).

Tabela 6: Concentracdo letal média (CLsg) para larvas neonatas de A. gemmatalis infectadas
oralmente com poliedros dos virus AQMNPV e vVAgp2100Cf.v-chiA/v-cath. Método de Probit.

Virus CLs (OB/nl) FL (95%) Slope + (SE) x°
(lower — upper)
vAgp2100Cf.chiA/v-cath 0,145 0,0065-2,694 3,61 1,09
AgMNPV-2D 0,610 0,035-3,231 3,32 3,80

CLs, Concentragéo letal média de poliedros (OB/nl) necessaria para matar 50% da populacdo de insetos em teste.
FL: limites fiduciais

SE: erro padréo

X?: qui-square
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Tabela 7: Concentracéo letal média (CLs) para larvas no 3° instar de A. gemmatalis infectadas
oralmente com poliedros dos virus AgMNPV e vAgp2100Cf.v-chiA/v-cath. Método de Probit.

Virus Total no. LCso (OB/ml) Slope * (SE) x°
of insect FL (95%)
VAQp2100Cf.chiA/v-cath 873 723,65 1,314 £ 0,085 572

(521,96-1034,51)

AgMNPV-2D 865 1942,49 0,947 + 0,076 4,82
(1249,10-3500,30)

AgMNPV (LDB80) 876 2023,22 1,087 0,083 2,99

(1556,56-2756,87)
CLs, Concentracéo letal média de poliedros (OB/nl) necessaria para matar 50% da populagéo de insetos em teste.
FL: limites fiduciais
SE: erro padrdo
X2: qui-square
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Figura 26: Producéo de corpos de oclusdo em larvas de A. gemmatalis infectadas com os virus
selvagens e o recombinante. A anélise foi feita a partir da média das concentracdes citadas na tabela
IV.1. No gréfico as linhas s&o de desvio padrdo. *P<0.05 (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance
on Ranks).
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A quantidade de corpos de oclusdo produzidos nas larvas de A. gemmatalis foi
analisado estatisticamente (producdo de corpos de oclusdo x 10° por g de lagarta). A
analise resultou em diferencas significativas, com maior producdo de corpos de oclusdo
do virus recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath em relacdo aos virus selvagem
AgMNPV-LDB80 e AgMNPV), com probabilidade p=0,023 (Figura 26 e Tabela I1V.1).
Provavelmente, a presenca dos genes chiA e v-cath no genoma do baculovirus
recombinante AGMNPV facilitou a propagacdo deste virus em larvas de A. gemmatalis
devido a uma acéo de sinergismo apresentada por estes dois genes ao longo da infec¢éo,

provocando o rompimento de barreiras e assim aumentando a viruléncia deste virus.

4.6 Analise enzimatica:

A atividade quitinolitica analisada a partir dos poliedros purificados dos virus
AgMNPV e VvAgp2100Cf.chiA/v-cath, utilizando o método DNS (Miller, 1959)
apresentou pouca diferenca entre os virus testados (Figura 27A). No extrato total de
células UFL-AG-286 infectadas e coletadas apds 72 h de infeccdo foi observado os
niveis de atividade quitinolitica, onde a atividade litica encontrada nas células infectadas
com o virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath foi maior (Asgs = 8.23 = 1.823) quando
comparado com o extrato de células infectadas com o virus AQMNPV (Asgs = 5.86 +
0.689) e em células ndo infectadas (Asgs = 5.83 + 0.526) (Figura 27B) (P<0.05). O alto
nivel de deteccdo de atividade quitinolitica em células ndo infectadas pode ser atribuido
a atividade enddgena de quitinases célulares. O gel de poliacrilamida em condicao

nativa detectou a atividade quitinolitica na presenca de quitina glicol 1% (Figura 27C).

Os extratos de células ndo infectadas e infectadas com o virus selvagem e

recombinante a 48 e 72 h p.i., apresentaram no gel de poliacrilamida bandas marcadas
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referentes a regido litica onde a quitina foi degradada pela enzima quitinase, como
mostrado pela fluorescéncia induzida pelo calcofluor (Figura 27C). Os resultados

indicam a correta integridade do gene chiA no virus recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-

cath.
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Figura 27: Anélise da atividade quitinolitica. (A) Atividade quitinolitica detectada nos poliedros
produzido pelo AQMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath utilizando o método de DNS (Miller, 1959). (B e
C) Atividade quitinolitica detectada a partir do extrato total de células UFL-AG-286 infectadas com os
virus recombinante e com o selvagem (B) e apos eletroforese em gel de poliacrilamida em condices
nativas (C). Em ambos os ensaios, o extrato de células de inseto infectadas com o virus recombinante
apresentou maior atividade de quitinase, quando comparado com o selvagem e com extratos de células de
insetos n&o infectadas. E possivel ver uma banda fraca em todos os pogos do gel mostrado em C, o que
poderia explicar a atividade de quitinase enddgena detectado em extrato de células ndo infectadas e em
extrato de células de inseto infectadas com o virus selvagem. As setas mostram a atividade de quitinase
detectada apenas no extrato de células de inseto infectadas com o virus recombinante. Os ensaios foram
feitos em triplicata. *P<0.05 (test-t Student’s).
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A atividade proteolitica detectada na hemolinfa de larvas ndo infectadas e larvas
infectadas com os virus AgMNPV e VvAgp2100Cf.chiA/v-cath foram mensuradas.
Poliedros purificados a partir dos virus AJMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath foram
também analisados, utilizando o substrato queratina azulada para detectar a atividade
proteolitica. Os resultados apresentados na figura 28(A) mostram que a atividade
enzimética detectada na hemolinfa de larvas infectadas com o vAgp2100Cf.chiA/v-cath
foi significativamente maior com P<0.05 (Asgs = 0.29 +£0.011) quando comparado com
a atividade detectada na hemolinfa de larvas ndo infectadas (Asgs = 0.12 +0.004) e
infectadas com o virus AQMNPV (Asgs = 0.18 +0.039) (Figura 28A). A atividade
proteolitica detectada nos poliedros do virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath (Asgs = 0.31
+0.007 - P<0.05) também foi maior comparado com os poliedros purificados dos virus

selvagem (Asgs = 0.19 £ 0.011) (Figura 28B).
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Figura 28: Atividade proteolitica a partir dos poliedros e da hemolinfa produzidos pelos virus
recombinante e selvagem, assim como, do extrato de células de inseto. (A) Atividade proteolitica
detectada na hemolinfa extraida de larvas infectadas pelo virus AQMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath
usando o substrato queratina azulada. A hemolinfa de larvas infectadas com o virus recombinante
mostrou um aumento da atividade proteolitica quando comparada com células ndo infectadas e infectadas
com o virus selvagem. (B) Atividade proteolitica detectada nos poliedros produzidos pelo virus AQMNPV
e VAgp2100Cf.chiA/v-cath usando como substrato queratina azulada. A atividade proteolitica nos
poliedros do virus recombinante apresentou um aumento quando comparado com o virus selvagem (C)
Poliedros do vAgp2100Cf.chiA/v-cath mostraram aumento na atividade proteolitica comparado com os
AgMNPV poliedros (C) A especificidade da atividade de cisteino-protease utilizando azocaseina e um
inibidor de cisteino-protease. Foi analisada a atividade de cisteino-protease no extrato de células de inseto
UFL-AG-286 ndo infectadas e infectadas com os virus AgMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath (40 h p.i.) e
foram mensurados na auséncia e na presen¢a de um inibidor de protease de cisteina (E-64). Todos os
extratos mostraram uma reducdo no nivel de atividade de protease, o que indica a presenga de cisteino-
protease em todas as amostras. No entanto, o nivel de atividade na auséncia de E-64 foi
significativamente maior nos extratos de células UFL-AG-286 infectadas com vAgp2100Cf.chiA/v-cath
quando comparado com extratos de células UFL-AG-286 infectadas com 0 AQMNPV. Os ensaios foram
feitos em triplicata. *P <0,05 (teste-t de Student).
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Celulas infectadas com os virus AQMNPV e vAgp2100Cf.chiA/v-cath foram
analisadas pela atividade de cisteino protease, assim como, células ndo infectadas a 40 h
p.i. As amostras foram analisadas na presenca e na auséncia de inibidor especifico para
cisteino protease, E-64. Foi possivel observar uma maior atividade proteolitica nas
células infectadas com o virus recombinante (Azso = 19.25 + 1.43) comparado as células
infectadas com o virus selvagem (Azso = 13.51 £1.15) e células ndo infectadas (Azso =
9.12 + 1.05), na auséncia do inibidor E-64 (Figura 28C). Todas as amostras
apresentaram diminuicdo nos niveis de atividade proteolitica quando foram analisadas

na presenca do inibidor de cisteino protease E-64 (Figura 28C) (P<0.05).

4.7 Construcdo dos plasmideos para expressdo das proteinas chiA e v-cath em E.

coli

A partir da sequéncia genémica dos genes chiA e v-cath do virus CfDefNPV,
oligonucleotideos especificos foram desenhados para a construcdo dos plasmideos
pDONRCT.chiA e pDONRCT.v-cath visando a expressao das proteinas heterdlogas chiA

(QUIT) e v-cath (CATH) em E. coli.

O fragmento amplificado por PCR, a partir do plasmideo p2100Cf.chiA/v-cath,
com os oligonucleotideos attBQuit F e attBQuit R, apresentou tamanho de 1.720 pb
(Figura 29) correspondente a amplificacdo do gene chiA do CfDefNPV contendo em
suas extremidades as regides attB, importante para o primeiro evento de recombinacéo

utilizando o Sistema Gateway, descrito anteriormente.
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Figura 29: Amplificacdo do gene chiA a partir do plasmideo p2100Cf.chiA/v-cath utilizando
oligonucleotideos attBQuit F e attBQuit R. Gel de agarose (0,8%) mostrando em M - Marcador DNA
ladder 1 Kb (Fermentas). Poco 1 — fragmento amplificado de 1.720 pb referente ao gene chiA do
baculovirus CfDefNPV.

O gene chiA amplificado de 1.720 pb foi utilizado para reagir com o plasmideo
pDONR™ 207, no evento de recombinagdo homodloga, pela acdo da enzima BP

Clonase™ como mostra o esquema abaixo (Figura 30).
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Figura 30: Esquema ilustrativo da construgéo do plasmideo pDONRCHT.chiA pelo método de recombinacdo homologa. A figura apresenta o evento que ocorre entre as regides
attB originado a partir do fragmento de PCR e attP existente no vetor pDONR™207(Invitrogen).
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O plasmideo pDONRCH.chiA construido apresentou tamanho de 5.032 pb e a sua
confirmagéo foi feita pela digestdo com a enzima de restricdo EcoRV liberando dois

fragmentos um de 3.974 pb e outro de 1.058 pb (Figura 31).

kb M 1

6.0
5.0

4.0 3974pb
3.0

1058pb

Figura 31: Confirmacdo da construgdo do plasmideo pDONRCf.chiA. Gel da agarose (0,8%) mostrando a
digestdo do pDONRCHT.chiA com a enzima de restricdo EcoRV, liberando fragmentos de 3.974 pb e 1058
pb. M - Marcador DNA ladder 1 Kb Plus (Invitrogen).

A construcdo do plasmideo pDONRCT.v-cath iniciou-se com a amplificacdo de
um fragmento de 1.036 pb, gerado a partir do DNA do p2100Cf.chiA/v-cath e dos
oligonucleotideos attBCath F e attBCath R (Figura 32). O fragmento de PCR,
correspondente ao gene v-cath, foi utilizado na primeira reacdo de recombinacao
homologa como plasmideo pDONR™ 207 pela a¢do da enzima BP Clonase™, gerando

um plasmideo de 4.348 pb (Figura 33).
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Figura 32: Amplificagdo do gene v-cath a partir do p2100Cf.chiA/v-cath utilizando oligonucleotideos
attBCath F e attBCath R. Gel de agarose (0,8%) mostrando em M - Marcador DNA ladder 1 Kb
(Fermentas). Poco 1 — fragmento amplificado de 1.036 pb referente ao gene v-cath do baculovirus
CfDefNPV.
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Figura 33: Esquema ilustrativo da construgdo do plasmideo pDONRCHT.v-cath pelo método de recombinagdo homologa. A figura apresenta o evento que ocorre entre as
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A confirmagdo do pDONRCTf.v-cath foi feita pela digestdo com a enzima de
restricdo Apal apresentando um perfil de restricdo com a liberacdo de dois fragmentos

de 3521 pb e 827 pb. (Figura 34).

3521pb

827pb

Figura 34: Confirmacéo da construcdo do plasmideo pDONRCf.v-cath. Gel de agarose (0,8%) mostrando
em (A) poco 1, digestdo do pDONRCT.v-cath com a enzima de restrigdo Apal, liberando fragmentos de
3521 pb e 827 pb . M - Marcador DNA ladder 1 Kb (Fermentas).

Uma segunda reacdo de recombinacdo foi realizada entre o plasmideo circular
pDONRCH.chiA e o vetor pDEST™ 17 pela acdo da enzima LR Clonase™ II. O vetor
de expressdo pDESTCf.chiA, contendo o gene chiA fusionado com uma cauda de
histidina, foi construido apresentando um tamanho de 6.361 pb (Figura 35). A
confirmacdo feita pela digestdo do vetor de expressdo com as enzimas de restricao Apal
e Bglll apresentou um perfil de restricdo com a presenca de dois fragmentos de 4.800 pb

e 1.541 pb (Figura 37).

A mesma estratégia foi utilizada para a recombinacdo entre 0 pPDONRCHf.v-cath
e o vetor pDEST™ 17, pela agdo da enzima LR Clonase™ II. O vetor de expressdo
pDESTCf.v-cath apresentou tamanho esperado de 5.677 pb (Figura 36). A confirmacéo

foi feita pela digestdo do vetor de expressdo com as enzimas de restricdo Apal e Bglll,
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confirmando assim, o perfil de restricdo com a presenca de dois fragmentos de 4.788 pb

e 889 pb (Figura 37).
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Figura 35: Esquema ilustrativo da construcdo do plasmideo pDESTCH.chiA pela reacdo de recombinacdo LR. A figura apresenta o evento que ocorre entre as regides attL

originado a partir do fragmento de PCR e attR existente no vetor pDEST ™17.
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Figura 36: Esquema ilustrativo da construcdo do plasmideo pDESTCf.v-cath pela reacdo de recombinagdo LR. A figura apresenta o evento que ocorre entre as regides attL
originado a partir do fragmento de PCR e attR existente no vetor pDEST ™17.
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Figura 37: Confirmacdo da construcdo dos plasmideos pDESTCf.chiA e pDESTCf.v-cath pelo perfil de
restricdo. Gel de agarose (0,8%) mostrando no poco 1 - Digestdo do pDESTCf.chiA com as enzimas de
restricdo Apal e Bglll, liberando fragmentos de 4.800 pb e 1.541 ph. Pogo 2 - Digestdo do pDESTCf.v-
cath com a enzima de restricdo Apal e Bglll, liberando fragmentos de 4.788 pb e 889 pb. M - Marcador
DNA ladder 1 Kb Plus (Invitrogen).

4.8 Analise da expressdo das proteinas ChiA e V-CATH em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) e imuno-deteccéo

Os plasmideos construidos pDESTCf.chiA e pDESTCf.v-cath, baseados no
Sistema Gateway, tem por finalidade expressar as proteinas heterélogas em sistema
procarioto. Apds confirmacdo da construcdo desses plasmideos foi analisado o perfil da
expressdo do extrato total de células da linhagem de E. coli BL21-Al previamente
transformadas com os respectivos plasmideos e seguido da inducdo pela adi¢do da L-

arabinose para expressar as proteinas ChiA e V-CATH.

Os DNAs dos plasmideos pDESTCf.chiA e pDESTCf.v-cath, foram
transformados em E. coli BL21-Al e a inducdo das proteinas ChiA e V-CATH foi feita
pela adicdo da L-arabinose no meio de cultura. Apos 4h de inducdo das proteinas V-
CATH e ChiA, o perfil da expressdo do extrato total das células apresentou, no gel

SDS-PAGE, o aparecimento de peptideos com tamanhos esperado de 39 kDa e 37 kDa,
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respectivamente, correspondente as proteinas V-CATH e ChiA fusionadas a uma cauda
de 6 histidinas no N-terminal (Figura 38A). Entretanto o tamanho do peptideo esperado
para a ChiA deveria ser de 66 kDa, porém analise do sequenciamento do plasmideo
pDESTCf.chiA revelou a delecdo de uma base, na posicdo 342 na sequéncia de
aminoacidos, responsavel pela formacao de um cddon de terminacdo, produzindo entéo,
uma proteina de 37 kDa (Anexo Ill1). A identidade das proteinas foi confirmada por
Western-blot usando um anticorpo anti-His que foi capaz de detectar os respectivos

polipeptideos (Figura 38B).
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Figura 38: Andlise da expressdo das proteinas ChiA e V-CATH em E. coli. (A) SDS-PAGE 12% do
extrato total de células de E.coli BL21-Al induzidas para expressar as proteinas heterélogas V-CATH e
ChiA. M: Marcador BlueRay Prestained protein Marker (Jena Bioscience). V-CATH: Extrato total de
células de E.coli ndo induzidas com a adicdo da L-arabinose (0 h) e extrato total de células de E.coli
induzidas por 4 h pela adi¢do da L-arabinose, indicando a expressdo de um polipeptidio com o tamanho
esperado de 39 kDa, como indica a seta vermelha. ChiA: Extrato total de células de E.coli ndo induzidas
com a adi¢do da L-arabinose (0 h) e extrato total de células de E.coli induzidas por 4 h pela adi¢éo da L-
arabinose, indicando a expressdao de um polipeptidio com o tamanho de 37 kDa, como indica a seta
vermelha (B) Imuno-marcacdo das proteinas heterélogas V-CATH e ChiA com cauda de histidina
utilizando o anticorpo anti-His.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho propds testar a hipdtese relacionada com a introducéo dos
genes quitinase (chiA) e catepsina (v-cath), provenientes dos baculovirus CfDefNPV e
AcCMNPV, no genoma do baculovirus AQMNPV, e sua habilidade em liquefazer e
melanizar apds a morte o corpo de larvas de A. gemmatalis. Esses genes estdo presentes
em diferentes genomas de baculovirus em uma regido altamente conservada dentre as
espécies pertencentes ao grupo | dos Alphabaculovirus (Ayres et al., 1994; Lauzon et
al., 2005). O gene v-cath foi identificado pela primeira vez no genoma do baculovirus
AcCMNPV durante a analise da sequéncia de nucleotidos da regido a montante do gene
de gp67 (também denominado gp64) (Ayres et al., 1994). A proteina codificada por este
gene apresenta homologia com uma cisteino-protease pertencente a familia papaina
(catepsina), denominada V-CATH (Slack et al., 1995). Lauzon et al. (2005), também
identificaram o gene v-cath no genoma do baculovirus CfDefNPV codificando uma
proteina com 76,2% de identidade com a sequéncia de aminoacidos da V-CATH
encontrada no baculovirus AcMNPV, e 88,6% de identidade na sequéncia de

aminodcidos para a V-CATH do baculovirus CFIMNPV.

Hawtin et al. (1995) detectaram uma ORF no genoma do baculovirus
(ACMNPV), que codifica uma proteina homdloga a quitinases de organismos diferentes,
em particular a uma quitinase de Serratia marcescens, uma bactéria gram-negativa de
solo (60,5% de identidade), sugerindo a hipdtese de transferéncia horizontal desse gene
a partir da bactéria para 0 genoma dos baculovirus, além da presenca de um ancestral
comum para esse gene. Segundo Lauzon et al. (2005), ap6s a organizacdo e 0
sequénciamento do genoma do baculovirus CfDefNPV o gene chiA, presente neste

genoma, possui 79.3% de identidade com o gene chiA do baculovirus ACMNPV.
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Antes da conclusdo do sequénciamento do genoma do AgMNPV, estudos
anteriores indicaram a auséncia destes dois genes proximo do locus do gene gp64, no
genoma deste baculovirus (Slack et al., 2004). No entanto, s6 ap6s a sequénciamento
completo do genoma AgMNPV, foi possivel confirmar a auséncia destes dois genes
(Oliveira et al., 2006). Alguns estudos mostraram que a atividade de V-CATH depende
da expressdao da ChiA, de maneira que, na auséncia do gene chiA do AcCMNPV, a forma
precursora da V-CATH, denominada proV-CATH ndo é processada em sua forma
madura, formando agregados insollveis dentro de células infectadas (Hawtin et al.
1997; Hom e Volkman, 2000). Genes de quitinases de baculovirus sdo considerados
genes virais tardios que codificam uma proteina pertencente a familia glicosil hidrolases
18 (Seidl et al., 2008). Saville et al. (2004), demonstraram que a delecdo do motivo de
retencdo (KDEL) presente na regido terminal-C da ChiA foi suficiente para alterar a sua
localizagdo na célula, a partir do citoplasma para a fraccdo extracelular durante a
infeccdo. Enquanto Slack et al. (1995) demonstraram a expressdo temporal da proteina

V-CATH e confirmaram a sua localizacdo intracelular e a sua expressao tardia.

Alguns estudos demonstraram que a expressdo dos genes chiA e v-cath do
baculovirus ACMNPYV estdo envolvidos no processo de liquefagdo do corpo do inseto
nos estagios finais da infeccdo, sendo reduzido a uma massa fluida e viscosa (Volkman
e Keddie,1990; Hom et al., 2000). A cuticula do inseto é degradada neste processo
sendo que ela serve para proteger o inseto de infeccbes por patdgenos e possivel
dissecacdo (Hawtin et al.,1997). Baculovirus mutantes com o gene v-cath deletado ndo
apresentaram liquefacdo do corpo de inseto hospedeiro (Slack et al., 1995; Hawtin, et

al., 1997).
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A auséncia de ambos 0s genes pode ser responsavel pela ndo degradacdo da
cuticula e melanizacdo da cuticula de A. gemmatalis, apds a morte, quando infectadas
com o baculovirus selvagem AgMNPV (Oliveira et al., 2006). Os principais sintomas
observados em larvas infectadas por baculovirus sdo a flacidez do corpo e a cuticula
extremamente fragil. Nos tecidos internos, ocorre a degradacdo dos componetes
protéicos da membrana basal e em alguns casos, dependendo do patdgeno, ocorre a

melanizacdo e a degradacdo da cuticula (Hom et al., 2000).

A construcdo de baculovirus recombinantes pela inser¢do de genes heterélogos
tem sido realizada com o objetivo de aumentar a viruléncia desses virus contra seus
insetos hospedeiros, além de expressar proteinas heterélogas em cultura de celulas de
insetos (Hammock et al, 1990; Jarvis et al, 1997; Moscardi, 1998; Castro et al, 1999). A
fim de observar os possiveis efeitos, como a degradacédo e a melanizagéo da cuticula das
larvas de A. gemmatalis, foi construido no presente trabalho o virus recombinante
VAgp2100Ac.chiA/v-cath, que contém os genes v-cath e chiA do baculovirus ACMNPV.
A analise do efeito causado pelos genes chiA e v-cath do baculovirus CfDEfNPV
quando introduzidos no genoma do baculovirus AgMNPV foi observado com a
construcdo do virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath (Lima, 2008), apresentando o efeito
esperado da liquefacdo e melanizacdo do corpo das larvas de A. gemmatalis apos a
morte. A estratégia utilizadas, no presente trabalho, para confirmar a insercdo desses
dois genes no genoma do baculovirus AGMNPV por PCR apresentou a amplificacédo

dos fragmentos correspondentes aos genes chiA e v-cath no genoma viral.

O gene chiA pertencente aos baculovirus sdo considerados genes virais tardios
que codificam proteinas de aproximadamente 58 kDa (Saville et al, 2002 e 2004). Slack

e colaboradores (1995) mostraram a expressdo temporal da proteina V-CATH onde
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analise por Western blot confirmou a auséncia da detecgdo da enzima antes de 22 h p.i.,
indicando que a expressao da v-cath é tardia e por isso, a catepsina pode contribuir com
0 processo de liquefacdo do tecido observado na patogénese durante a infecgdo. As
analises transcricionais dos genes chiA e v-cath por PCR em tempo real apresentaram
um nivel de expressao maior na linhagem UFL-AG-286 pouco antes de 6 h p.i., para 0s
dois genes analisados, quando comparado com a infeccdo do AcCMNPV selvagem em
células SF-9. Estes resultados indicam que genes estdo sendo expressos desde as
primeiras horas apds a infeccdo, porém, apresentaram um nivel maior da expressao
entre 24 e 48 h p.i., ou seja, na fase muito tardia (‘“very late’’) da infeccdo de células

UFL-AG-286.

Neste trabalho, larvas foram observadas quando infectadas, via microinjecéo,
com os virus AQMNPV e vAgp2100Ac.chiA/v-cath. Anteriormente foi possivel analisar
a melanizacdo e a degradacdo da cuticula com o virus recombinante
VAgp2100Cf.chiA/v-cath a 168 h p.i. (Lima, 2008), porém, ndo foi observado em larvas
infectadas com o virus vAgp2100Ac.chiA/v-cath e com o virus selvagem AgMNPV, a
168 h p.i. Estes resultados sugerem que a acao sinergética existente entre os genes chiA
e v-cath ndo foi suficiente para promover os sintomas necessarios de degradar e
melanizacao no corpo das larvas de A. gemmatalis. Daimon et al. (2006) demonstraram
que em larvas de B. mori infectadas por BmNPV com o gene chiA deletado, a
liguefaccdo do corpo das larvas e a ativacdo de cisteino-proteases, codificado pelo

baculovirus, ndo foram observadas.

O fato de ndo termos obtido sucesso na construcdo do virus
VAgp2100Ac.chiA/v-cath, deve ser avaliada, levando em consideracdo a dificuldade de

se construir um virus recombinante pelo método de recombinacdo homologa uma vez
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que a proporc¢do de virus recombinantes produzidos apés a co-transfec¢do é por volta de
0,1 a 1% com relacdo ao virus parental (Kitts et al, 1990). Além da prépria metodologia
que pode ter falhado. Portanto, novas estratégias para construcao do virus AQMNPV

recombinante contendo os genes chiA e v-cath proveniente do ACMNPYV seréo testadas

Como relatado anteriormente, esses genes sdo considerados genes auxiliares, ou
seja, apresentam alguma vantagem seletiva ao virus, porém ndo sdo necessarios para a
replicacdo viral em culturas de células ou insetos (Slack, et al, 1995). Entretanto, a
delecdo de um desses genes pode comprometer o sintoma caracteristico da presenca dos
dois genes, a liquefacdo e melanizacdo do corpo do inseto hospedeiro (Slack, et al,

1995; Hawtin et al, 1997; Oliveira et al, 2006).

Hodgson et al. (2007) demonstraram por hibridacdo, utilizando a teécnica
Northern blot, 0 RNA dos genes chiA e v-cath do baculovirus AcCMNPV que foram
melhor expressos entre 9-48 h p.i. em células de inseto (Sf21), e o acumulo de quitinase
intracelular durante a infeccdo por ACMNPV seguiu 0 mesmo padrdo observado para a
transcricdo do gene chiA, porém com um atraso de 6 h (de 15 a 48 h p.i.). Embora a
técnica de amplificacdo em cadeia pela polimerase seja mais sensivel que a técnica de
Northern blot, os estudos estdo de acordo com o0s nossos resultados de gRT-PCR que
demonstraram a presenca de transcritos especificos de chiA e v-cath desde o inicio até a

fase tardia da infecc¢éo,

A insercdo de genes quitinase e protease heter6logas no genoma do baculovirus
AcMNPV com o objetivo de melhorar a sua atividade inseticida ja foi descrita em
diferentes trabalhos (Harrison e Bonning, 2001; Gopalakrishnan et al., 1995; Gramkow
et al. 2010). Assim, Hodgson et al. (2007) sugeriram que o perfil de expressao

modificado do gene chiA durante uma infeccdo viral, seria possivel aumentar a sua
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viruléncia. De acordo com Hawtin et al. (1997), a delecéo dos genes chiA e v-cath no
genoma do baculovirus AcCMNPV néo teve nenhum efeito significativo na LDsg e no
tempo de sobrevivéncia (TSso) contra larvas de Tricoplusia ni no segundo instar. Neste
trabalho, o virus recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath, contendo os genes v-cath e
chiA sob o controle de seus promotores nativos, foi capaz de diminuir cerca de 3 vezes 0
valor da CLsp para larvas A. gemmatalis quando comparada com o virus selvagem
(Tabelas 6 e 7). O resultado sugere que a expressdo desses genes em larvas infectadas
pode facilitar a propagacdo da infeccdo viral no organismo hospedeiro, e,
consequentemente, € necessario uma concentracdo mais baixa do virus recombinante

para matar o inseto.

Vieira et al. (2012), caracterizaram um isolado de SFTMNPV que n&o causou a
liqguefacdo do tegumento do hospedeiro, denominado SfTMNPV-6nd, onde analise de
sequenciamento revelou uma mutacdo no gene chiA modificando o tamanho da enzima
produzida. Para avaliar o potencial biopesticida deste isolado bioensaios foram feitos e
comparado com outro isolado altamente virulento, SIMNPV-19. A CLs, dos dois
isolados ndo foi significativamente diferente, porém SfMNPV-6nd apresentou maior
periodo de tempo (16,9 h) para matar larvas de S. frugiperda no 2° instar do que
SfMNPV-19, sugerindo entdo que a auséncia de expressdo da quitinase faz com que o
tempo de sobrevivéncia da lagarta fosse maior, além da manipulacdo das larvas
infectadas que foi facilitada devido a manutencdo da integridade do tegumento das
larvas. Estes resultados estdo de acordo com o que foi observado por Daimon et al.
(2007) onde uma mutacdo no sitio ativo da CHIA de BmNPV resultou na perda
completa de atividade quitinolitica, aléem de larvas Bombyx mori infectadas com o virus
mutante (103ChiAmut) sobreviveram mais tempo do que larvas infectadas com o tipo

selvagem BmNPV e ndo sofreu liquefacdo do terminal apds a morte.
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Daimon et al. (2006) demonstraram que a atividade de cisteino-proteases foi
baixa em extratos de células de inseto BmN infectadas com virus recombinante
contendo a quitinase deletada, BMNPV(chiA-), e na hemolinfa de larvas de Bombyx
mori infectado com um BmNPV recombinante contendo o gene chiA deletado. Eles
também demonstraram que a atividade de cisteino-proteases foi recuperada pelo gene

chiA BmNPV quando dirigido pelo promotor da poliedrina.

No presente estudo, verificamos uma maior atividade proteolitica especifica para
catepsina a partir dos poliedros, extrato de células UFL-Ag-286 e da hemolinfa de
larvas de A. gemmatalis infectadas com o virus vAgp2100Cf.chiA/v-cath quando
comparado aos poliedros do virus AgMNPV, extratos de células UFL-Ag-286 e
hemolinfa de larvas infectadas pelo AgMNPV. Nossos resultados sugerem que a
atividade proteolitica nas analises feitas com o virus selvagem AgMNPV pode ter sido
detectada, ainda que em baixos niveis, provavelmente devido a presenca de proteases
celulares, que sdo essenciais para as diferentes vias metabolicas (Kramer et al., 1997) ou
pela existéncia de algum homologo funcional da v-cath, como por exemplo, uma

metaloproteinase (Hashimoto et al., 2000).

A atividade quitinolitica detectada a partir dos poliedros purificados dos virus
AgMNPV e VvAgp2100Cf.chiA/v-cath demonstrou que ndo houve diferenca
significativa. Entretanto, a atividade quitinolitica foi maior nos extratos de células UFL-
AG-286 infectadas com o virus recombinante (72 h p.i.) quando comparado ao virus
selvagem e células ndo infectadas. O fato do virus selvagem, que atuou como controle
negativo neste trabalho, detectar atividade quitinolitica a partir dos poliedros purificados
de larvas infectadas com o virus selvagem pode ser explicado devido a presenca de

quitinases produzidas pelas larvas hospedeiras (Kramer et al., 1997). A deteccédo da
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atividade da quitinase ap6s PAGE em condigBes nativas, a partir do extrato de células
UFL-AG-286 infectadas com o virus vVAgp2100Cf.chiA/v-cath e coletadas a 48 e 72 h
p.i., pode ser atribuida a presenca da enzima quitinase introduzida no genoma do

baculovirus recombinante construido.

Visando um estudo mais detalhado com relagdo a funcionalidade e expressao
dos genes chiA e v-cath separadamente foram também construidos neste trabalho os
plasmideos p2100Cf.chiA.Av-cath e p2100Cf.v-cath.AchiA, uma vez que varios relatos
na literatura indicam que esse dois genes atuam em conjunto quando o objetivo é
liquefazer o corpo dos insetos hospedeiros. Entretanto, ainda ndo foi possivel construir

0s virus recombinantes a partir desses plasmideos.

A construcdo de baculovirus recombinantes com a insercdo dos genes chiA e v-
cath no genoma do baculovirus AgMNPV confirma o envolvimento desses genes na
liguefacdo e melanizacdo do corpo de larvas de lepidopteros infectados por baculovirus,

assim como, a capacidade destes genes em interferir na viruléncia desse virus.

Por tanto, estudos envolvendo a constru¢do de baculovirus recombinantes
visando o aumento da patogenicidade e da viruléncia, pela expressdo de genes que
atuam nos processos de degradacdo do hospedeiro, assim como, elucidar as funcdes
destes genes é de grande importancia para estudos de base que visam futuras aplicacfes
no campo, e assim, contribuir para o controle de insetos praga de plantacdes de inerresse

econdmico.
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CAPITULO I

“Analise da acdo de quitinases do fungo entomopatogénico

Metarhizium anisopliae, como inseticida contra larvas de Spodoptera

frugiperda infectadas por baculovirus recombinante”

1 INTRODUCAO

Larvas de S. frugiperda também sdo consideradas importante praga de interesse
econémico, sendo considerada a uma das principais pragas da cultura do milho
apresentando reducdo de até 34% das plantacdes. Para controlar biologicamente esta
praga, o baculovirus S.frugiperda MNPV (SfMNPV) ja foi utilizado em lavouras
(Valicente e Cruz, 1991). Uma outra praga de interesse econdmico seria a lagarta da
soja A. gemmatalis, que também ja foi utilizada em programas de controle biologico
utilizando o baculovirus AQMNPV. Sendo assim, visando o aumento da velocidade de
mortes de pragas, baculovirus recombinante tem sido construidos para aumentar sua
propriedade como bioinseticida.

Alguns microrganismos entomopatogénicos produzem quitinases para
penetracdo no corpo hospedeiro (Kramer & Muthukrishnan, 1997; Gooday, 1999). Com
relacio a descricdo das funcdes celulares de diferentes quitinase o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae é considerado um modelo importante. Essas
quitinases estdo, entre outras enzimas, provavelmente envolvidas na infeccdo dos
insetos hospedeiros caracterizando-se como um determinante patogénico (Charnley et

al, 1984; St. Leger et al, 1991).
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St. Leger e colaboradores (1996a) analisaram algumas isoformas de quitinase em
M. anisopliae, sendo que uma destas quitinases apresentou maior expressdo e mais
tardia em relacdo a secrecdo de proteases, além de possuir alta identidade com uma
quitinase de 42 kDa de Trichoderma harzianum, um fungo também utilizado no
controle de fungos patogénicos. O grupo de pesquisa do Laboratério de Biologia
Celular e Molecular de Fungos Filamentosos, no Centro de Biotecnologia da
Universidade do Rio Grando do Sul (UFRGS), vem estudando as possiveis fungdes das
quitinases produzidas por M. anisopliae. O gene chitl foi o primeiro a ser isolado e
caracteriza-se por ser uma endoquitinase (Baratto et al., 2003), possuir 42 kDa (sendo
que os 35 primeiros aminoacidos constituem a sequéncia de peptideo-sinal), Pl de 5,8 e
apresentar uma fase aberta de leitura (Open Reading Frame — ORF) de 1.521 pb e trés
introns (Bogo et al, 1998). Entretanto, segundo Screen e colaboradores (2001), a sua
superexpressdo em M. anisopliae foi capaz de aumentar os niveis de atividade
quitinolitica extracelular, embora ndo tenha aumentado a viruléncia em larvas de

Manduca sexta.

Baratto e colaboradores (2006) caracterizaram uma quitinase (chi2) de 42 kDa,
Pl 4,8 e uma ORF de 1.542 pb. A sua expressdo é regulada por diferentes fontes de
carbono, como quitina cristalina, e reprimida em meios contendo glicose. Uma terceira
quitinase foi identificada em M. anisopliae, a CHIT30. Essa quitinase mostrou atividade
endo e exoquitinasica e de acordo com a fonte de carbono disponibilizada, possui
expressdo diferenciada, sendo mais expressa em meios contendo quitina cristalina,
GIcNAc em baixas concentracdes e cuticula do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e reprimida em meios contendo glicose (Da Silva et al., 2005). Sttats et al

(2007), construiram mutantes de M. anisopliae com a delecdo deste gene onde
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observaram que nao houve alteragdo morfoldgica, mas apresentaram diminui¢do da sua

viruléncia.

Genes de quitinases de alguns patdgenos de insetos foram utilizados para
aumentar a patogenicidade dos baculovirus (Kramer & Muthukrishnan, 1997;
Merzendorfer & Zimoch, 2003). A superexpressao de quitinases em insetos infectados
com o AcCMNPV recombinante contendo, tanto o gene da quitinase viral (chiA) quanto
genes de quitinases do fungo M. anisopliae, poderia aumentar a sua viruléncia pela
maior degradacdo da cuticula do inseto ou pela maior degradacdo da membrana

peritrofica, permitindo a entrada de mais virus no intestino de insetos susceptiveis.

Sendo assim, diante da superexpressao de quitinases em insetos infectados com
0 AcMNPV recombinante contendo o gene da quitinase viral (chiA), aléem de, quitinases
do fungo M. anisopliae, pretendemos aumentar a viruléncia do AcMNPV e do

AgMNPV.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Considerando que o fungo M. anisopliae € um potencial modelo de interagdo
entre patdgeno-hospedeiro, por atacar artropodes diversos, e por secretar hidrolases,
como as quitinases, que estdo envolvidas nessa patogenia, acelerando o processo de
morte de inseto hospedeiro, 0 presente trabalho propde avaliar se a expressdo das
enzimas CHI1 e CHI2 do fungo durante a infeccdo de larvas de S. frugiperda e A.

gemmatalis por virus recombinantes derivados do ACMNPV e AgMNPV.

2.2 Objetivos Especificos

X2 Clonagem do gene chi2 nos vetores pGemT-easy e vetor pFBI-Accl-
PSX, necessarios para a construcdo subsequente do baculovirus
recombinante.

X Construcdo de AcCMNPV e AgMNPV recombinantes contendo o gene
chi2, do fungo M.anisopliae.

X Analisar e comparar os efeitos causados pelo virus recombinantes,
contendo o gene chil ou chi2 do fungo M. anisopliae, em larvas de S.
frugiperda e A. gemmatalis com base na determinacdo de parametros de

mortalidade (bioensaios), assim como, as atividades enzimaticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens celulares e larvas de insetos

As linhagens celulares, derivadas de insetos, utilizadas neste trabalho foram:
células de Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4) (Granados et al., 1994) e células provenientes
de Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286) (Sieburth e Maruniak, 1988). As células
foram conservadas em meio TC-100 (GIBCO-BRL), suplementado com 10% de soro
fetal bovino e mantidas a 27°C. Larvas de Spodoptera frugiperda Smith, 1797
(Lepidoptera: Noctuidae) foram gentilmente cedidas pela Dra. Maria Elita Batista de

Castro (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — CENARGEN).

3.1.1 Plasmideos e virus utilizados:

Todos os plasmideos e virus utilizados neste capitulo estéo listados nas tabelas 8

e 9, assim como, suas principais caracteristicas.

Tabela 8: Lista dos plasmideos utilizados no Capitulo I1.

Plasmideos

Construc@o/Composi¢édo

Utilizagéo

pUC18::chi2
(Boldo, 2009)

O plasmideo contém o gene chi2 do fungo

M.anisopliae

Obter o fragmento
correspondente ao gene

chi2 para construcéo

subsequente
pGemT-easy Plasmideo especializado em clonagem de Construgdo do
(Promega) fragmento de PCR. Ele possui sitio de transcricdo  plasmideo contendo o
T7 RNA polimerase; regido de mdltipla gene chi2 do fungo
clonagem; sitio de iniciacdo de transcricdo SP6 M.anisopliae
RNA polimerase; codon de iniciagdo do lacZ.
pGem.chi2f Oligonucleotideos especificos para amplificar o Este plasmideo foi

gene chi2, utilizando o pUC18::chi2 como
template, foram utilizados e em seguida clonados

no plasmideo comercial pGemTeasy.

utilizado para remover
0 gene de interesse
chi2 a fim de transferi-
lo para um vetor
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pFastBac/Accl-PSX

(Araqjo, 2010)

pSX.chi2f

pBacChi2

P2100
(Hallwass, 2005)

P2100.chi2f

P2100.chilf

pSynQUIT
(Welzel, 2006)

O plasmideo possui os promotores pSyn e pXIV

que irdo dirigir a expressao do gene chi2.

O plasmideo pFastBac/Accl-PSX foi digerido
com as enzimas de restricdo Pstl e EcoRI para
clonar o gene chi2 e assim obter um plasmideo
contendo os promotores pSyn e pXIV dirigindo a
expressdo do gene chi2.

O palsmideo € resultado da transposicdo do gene
de interesse chi2 no genoma do baculovirus

AcMNPV na forma de um grande plasmideo.

O plasmideo possui o promotor e gene da
poliedrina do AgMNPV, além do sitio de
restricdo EcoRV, local aonde foi introduzido os

genes chi2 e chil do fungo M. anisopliae.

O plasmideo p2100 foi digerido com a enzima de
restricdo EcoRV para linearizar e tratado para ser
desfosforilado. O gene chi2 foi amplificado por
PCR, tratado com a enzima Klenow e clonado no
plasmideo p2100 preciamente digerido.

O plasmideo p2100 foi digerido com a enzima de
restricdo EcoRV para linearizar e tratado para ser
desfosforilado. O gene chil foi amplificado por
PCR, tratado com a enzima Klenow e clonado no
plasmideo p2100 preciamente digerido.

O plasmideo conttm o gene chil do fungo
M.anisopliae sob o comando dos promotores
pSyn e pXIV

subsequente
pFastBac/Accl-PSX
Foi utilizado na
construcdo do
plasmideo contendo o
gene chi2 do fungo
M.anisopliae.
Construir o virus
AcMNPV
recombinante contendo
0 gene chi2 do fungo
M.anisopliae
O DNA foi extraido e
purificado para
transfectar células de
inseto Tn5B com 0
auxilio de um
lipossomo
Foi utilizado na
construcéao dos
plasmideos que dardo
origem aos baculovirus
AgMNPV
recombinante
Utilizado para
construcéo de
baculovirus AgQMNPV
recombinante

Utilizado para
construcao de
baculovirus AQMNPV
recombinante

Foi utilizado para
construir o virus
AcMNPV
recombinante
vSynQUIT (Welzel,
2006)
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Tabela 9: Lista dos virus utilizados no Capitulo I1.

Virus Utilizacao
ACMNPV L-1 Baculovirus selvagem utilizado como
(Lee e Miller, 1978) controle nos ensaios enzimaticos e
bioensaios
vSynQUIT Virus ACMNPYV recombinante contendo o
(Welzel, 2006) gene chil do fungo M. anisopliae
VAc.chi2f Virus AcCMNPYV recombinante contendo o

gene chi2 do fungo M. anisopliae

3.2 Construcdo de plasmideos recombinantes contendo os genes chil e chi2 de

Metarhizium anisopliae

3.2.1 Construcao do plasmideo pGem.chi2f

O plasmideo pUC18::chi2 (Figura 39), gentilmente cedido pelo Dr Juliano
Tomazzoni Boldo da Universidade Federal de Rio Grande do Sul (UFRGS), ap0s
digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e Pstl (Fermentas), liberou um fragmento
correspondente ao gene quitinase (chi2) do fungo M. anisopliae. A reacdo de digestédo
foi feita primeiramente com a enzima de restricdo Pstl, contendo 5 uL. do DNA
plasmidial (10 ng/uL), 5 uL do Tampdo Tango™ 10X (Fermentas), 1 U/uL da enzima
Pstl (Fermentas) e 38 uL de agua milli-Q. Em seguida, a reacdo de digestdo foi
incubada a 37°C durante 3 h. Apos esse periodo, a digestdo foi precipitada com
isopropanol (1:1), para remover o tampdo e a enzima utilizada anteriormente, e assim,
foi feito a segunda reacdo com a enzima EcoRI, onde utilizou-se cerca de 3 uL do DNA
plasmidial (10 ng/uL) previamente digerido com a enzima de restricdo Pstl, 3 uL de

Tampao Tango™ 10X (Fermentas), 1 pL da enzima EcoRI 1 U/uL (Fermentas) e 38 pL
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de agua milli-Q. Incubou-se por mais 3 h a 37°C. O perfil de restricdo foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 0.8% (Sambrook et al., 1989) e o gel corado com
brometo de etidio (0,1 pg/mL). O fragmento de 1.309 pb, visualizado no gel de agarose,
foi extraido do gel de agarose, eluido e purificado de acordo com o protocolo do

PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen).

__ PstI(416)

f-chi2 F (100.0

pUC18::chi2

3960 bp | )
B chi2

\ f-chi2 R (81.8%)
coRI(1725)

Figura 39: Mapa do plasmideo PUC::chi2. A figura mostra o gene chi2 do fungo M. anisopliae, assim
como, a localizacdo dos sitios de restricdo Pstl e EcoRl, a regido de anelamento dos oligonucleotideos
(Chi2fF e Chi2fR) e o gene de resisténcia a ampicilina -Amp (R).

Em seguida, oligonucleotideos foram desenhados para amplificar a sequéncia do
gene chi2 (Chi2fF e Chi2fR) (Tabela 10) a partir deste fragmento purificado. As
condicBes para amplificacdo foram 30 ciclos com desnaturacdo inicial a 95°C por 5
min; ciclo de amplificacdo: desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento a 55°C por 1
min e 30 s, extensdo a 72°C por 1 min e 30 s e extensdo final a 72°C por 7 min. O
produto da PCR foi analisado por eletroferese em gel de agarose como descrito acima.
Apos amplificacdo do gene chi2, uma reacdo de ligacdo foi preparada utilizando 5 puL
do fragmento génico purificado (cerca de 200 ng/uL), 1 uL do tampao de ligagdo 10X,

3 uL (200 ng) do vetor pGemT-easy (Promega) e 1 puL da enzima de ligagdo T4 DNA
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Ligase 1U/uL (Promega). A ligacdo foi transformada em células competentes da cepa
Escherichia coli DH5a (Invitrogen), utilizando o método de choque-térmico (Sambrok

et al., 1989). O clone selecionado foi denominado pGem.chi2f.

Para confirmar o clone pGem.chi2f, uma PCR foi preparada utilizando

oligonucleotideos especificos (Chi2fF e Chi2fR) para o gene chi2 (Tabela 10).

Tabela 10: Oligonucleotideos utilizados nas amplificagcbes dos genes chi2 do fungo Metarhizium
anisopliae

Gene/M. anisopliae  Oligonucleotideos Sequéncia de nucleotideos Utilizacao
(53—3)
Chi2fF ATGCATCATCTACGCGCTC
TCGTCGGCG
Amplificacdo da
Quitinase 2 regido codante do
(chi2) gene chi2
Chi2fR CTGCAGTCACCGGCATGAC
GACCACCAATCGCC

3.1.2 Construcao dos plasmideos pPSX.chi2f e pSynQUIT

A partir do plasmideo pGem.chi2f, foi construido o plasmideo pPSX.chi2f, de
maneira que o gene chi2 foi retirado por digestdo com as enzimas de restricdo Pstl e
EcoR | e clonado no vetor pFBI-Accl-PSX, o qual possui 0s promotores pSyn e pXI1V,

que irdo dirigir a expressdo do gene chi2 (Figura 40).
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Figura 40: Mapa do plasmideo pFB1/Accl-PSX. A figura mostra a localizacdo dos promotores pSyn e
pXIV, os sitios de restricdo Pstl e EcoRI, o promotor e o gene da poliedrina do AcMNPV, as regides
homologas Tn7L e R responsaveis pela transposicédo, os genes ampicilina Amp(R) e gentamicina Gm(R)
que conferem resisténcia, duas origens de replicacéo para copias multiplas (f1 e pUC).

As digestbes foram preparadas de acordo com o procedimento descrito acima.
Apos digestdo e visualizacdo do fragmento liberado (1.259 pb) apds a eletroforese em
gel de agarose 0,8%, fez-se a purificacdo do gene chi2 seguido de uma reacdo de
ligacdo no vetor pFBI-Accl-PSX, previamente digerido com as mesmas enzimas. A
ligacdo foi transformada em células competentes da cepa Escherichia coli DH5a

(Invitrogen), utilizando o método de choque-térmico (Sambrook et al., 1989).

Para confirmar a insercdo do gene chi2 no vetor pFBI-Accl-PSX, uma reacdo de
digestdo com a enzima de restricio EcoRV foi preparada seguindo instrucdes do
fabricante (Promega), assim como uma reacdo de amplificacdo utilizando os
oligonucleotideos Chi2f F/ Chi2f R, especifico para o gene chi2 como descrito acima. O
plasmideo pPSX.chi2f selecionado foi utilizado para construir o virus ACMNPV
recombinante contendo o gene chi2 do fungo M. anisopliae. O plasmideos pSynQUIT

(Welzel, 2006), contém o gene quitinase 1 (chil) do fungo M. anisopliae sob o
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comando dos promotores pSyn e PXIV.

3.1.3 Construcdo dos plasmideos p2100.chi2f e p2100.chilf

A construcdo do plasmideo p2100.chi2f iniciou-se a partir da amplificacdo por
PCR do gene chi2, utilizando oligonucleotideos Sx-Bglll F e Sx-Bglll R (Tabela 11). As
condicdes para amplificacdo foram: para volume final de 25 ul, contendo 16,2 ul de
agua milli-Q, 2,5 ul de tampdo de reagdo 10X (Invitrogen), 1,5 pl de dNTP 10 mM
(Invitrogen), 1,0 pl de cada oligonucleotideo (10 mM) da Integrated DNA Technologies
(IDT), 0,3 U da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 1 ul do DNA (20 ng/ul). Os
ciclos foram: 30 ciclos com desnaturacdo inicial a 94°C por 7 min; ciclo de
amplificacdo: desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento a 56°C por 1 min e 30 s,
extensdo a 72°C por 1 min e 30 s e extensdo final a 72°C por 10 min. Os
oligonucleotideos foram anelados no plasmideo pPSX.chi2f, nas regides a montante aos
promotores pSyn e pXIV e a jusante ao chi2. Sendo assim, o fragmento amplificado
apresentou 0s mesmos promotores do plasmideo pPSX.chi2f mais o gene chi2 e nas
extremidades, a adicdo do sitio de restricdo Bglll. Esse fragmento foi analisado por
eletroforese em gel da agarose e purificado de acordo com o protocolo do PureLink™

Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen).

O vetor utilizado para ligar o fragmento, correspondente ao gene chi2 com 0s
promotores pSyn e pXIV, foi o p2100 (Hallwass, 2005). O vetor p2100 foi digerido
com a enzima de restricdo ECORV e em seguida defosforilado com a enzima Shrimp
Alkaline Phosphatase de acordo instrucdes do fabricante (Promega). O inserto foi entéo,
tratado com a enzima DNA polimerase (Klenow fragment), de acordo com
especificacdes do fabricante (Fermentas) e ligado no vetor de transferéncia p2100. Em

seguida, transformado em células competentes da cepa Escherichia coli DH5a
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(Invitrogen), utilizando o método de choque-térmico de acordo com o protocolo de

transformacéo bacteriana, descrito por Sambrook et al. (1989).

A partir do plasmideo pSynQUIT (Welzel, 2006), um fragmento foi amplificado
por PCR em condic¢des para amplificagdo de 30 ciclos com desnaturacéo inicial a 94°C
por 7 min; ciclo de amplificacdo: desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento a 57°C
por 1 min e 30 s, extensdo a 72°C por 1 min e 30 s e extensao final a 72°C por 10 min.
Foram utilizados os oligonucleotideos Sx-Bglll F e ORF603BamHI R (Tabela 11), os
quais se anelam a montante aos promotores pSyn e pXIV e a jusante ao gene chil. A
purificacdo, preparacdo do vetor de transferéncia p2100, reacdo de ligacdo e
transformacéo, foi preparada, da mesma maneira como descrito anteriormente para o

plasmideo p2100.chi2f.

Tabela 11. Oligonucleotideos utilizados nas amplificacGes dos genes chil e chi2 do fungo
Metarhizium anisopliae

Gene Oligonucleotideos Sequéncia de nucleotideos Utilizacdo
(5°—>3")
chil e chi2 Sx-Bglll F GTGAACAGATCTCCATGATG Amplificacdo da regido
M.anisopliae GGCCAAGCTTGGCG codante dos genes chil e

chi2 junto com os
promotores pSyn e pXIV

Sx-Bglll R CACTTGAGATCTCGGATCTC Amplificacdo da regido
CTAGGCTCAAGCAGTG codante do gene chi2

ORF603BamHI R CCCGGATCCAGCCATTGTAA Amplificacdo da regido
TGAGACGACGCACAAACT codante do gene chil

Para confirmar a introducdo dos genes chil e chi2 no vetor de transferéncia
p2100, PCR foi realizada, utilizando oligonucleotideos especificos para cada gene. A
reacdo de amplificacdo foi feita para o gene chil onde utilizamos os oligonucleotideos
Sx-Bglll F e ORF603BamHI R (Tabela 11) e para o gene chi2 utilizou-se 0s

oligonucleotideos Chi2f F e Chi2f R (Tabela 10). As condi¢cdes para as duas
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amplificacdes foram de 30 ciclos com desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min; ciclo de
amplificacdo: desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento a 54°C por 1 min e 30 s,

extensdo a 72°C por 1 min e 30 s e extensdo final a 72°C por 7 min.

3.2 Construcao de virus recombinante

3.2.1 vAc.chi2f e vSynQUIT

A linhagem de bactéria E.coli denominada DH10Bac, que possui dentre as suas
caracteristicas especiais 0 genoma completo do baculovirus AcCMNPV na forma de um
grande plasmideo (bacmideo), foi utilizada para construir o bacmideo recombinante
pBacChi2. Esse sistema é fundamentado na transposicdo entre o plasmideo doador
(pPSX.chi2f) e o genoma do baculovirus, presente na forma de um bacmideo, pela agdo
de transposases codificadas pelo plasmideo helper, além disso, o bacmideo possui um

sitio de insercdo de um transposon bacteriano Tn7 no locus da poliedrina (Figura 41).

Sendo assim, o plasmideo pPSX.chi2f foi transformado na cepa DH10Bac e as
colénias nas quais ocorreu a transposicdo foram selecionadas pela presenca dos
antibioticos que conferiram resisténcia a tetraciclina, kanamicina (presente nas bactérias
DH10Bac) e gentamicina (presente apenas nas bactérias onde ocorreu o evento de
transposicdo), além da presenca do substrato X-gal e do indutor IPTG, responsaveis
pela coloragdo das colonias de bactérias. Colonias brancas indicaram que o gene da B-
galactosidase, presente no bacmideo, foi interrompido pelo evento de transposicao.
Enguanto colbnias azuis indicam que 0 gene estd intacto permitindo, assim, que a

enzima seja produzida agindo sobre o substrato (X-gal).
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Figura 41: Esquema mostrando os diferentes passos para construcdo de baculovirus recombinantes
usando o sistema Bac-to-Bac de expressdo da empresa Invitrogen. A figura mostra a transformacdo de
bactérias DH10BAC, que contém o genoma do baculovirus AcCMNPV na forma de um bacmideo, com o
plasmideo de transferéncia pFastBac com o inserto de interesse. Logo a seguir, mostrado o evento de
transposicdo, que permite a inser¢do do gene de interesse no bacmideo e utilizacdo deste na transfecgéo
de células de inseto. Os virus recombinantes obtidos podem ser avaliados quanto ao seu titulo viral ou
ainda utilizados para infectar novas células e prover a producdo da proteina recombinante. Adaptado de
Bac-to-Bac Baculovirus Expression System manual (Invitrogen).

Sendo assim, as colnias selecionadas foram cultivadas e seu material genético
foi extraido, para entdo, confirmar a transposicdo por PCR, utilizando oligonucleotideos
especificos para verificar a presenca e a orientacdo do gene de interesse. Para a
confirmacdo do pBacChi2 utilizou-se a combinagdo entre alguns oligonucleotideos:
M13 F e Chi2f R, M13 R e Chi2f F, assim como Chi2f F e Chi2f R. Na reacdo de PCR

utilizou-se 14,5 pL de agua milli-Q, 2,5 pL de tampdo 10X, 2,5 uL de MgCl,, 1,5 pL
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dNTPs 10 mM, 1,0 pL de cada oligonucleotideo 10 puM, 100 ng/uL do DNA do
bacmideo recombinante, 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen), para um
volume final de 25,0 pL. O programa de amplificacdo da PCR foi: 95°C por 5 min, 35
ciclos de 95°C por 1 min e 30 s, 58°C por 1 min e 30 s, 72°C por 5 min, seguido de uma
extensdo final de 72°C por 7 min. Os fragmentos amplificados foram visualizados em

gel de agarose 0,8%.

Apbs confirmacdo do bacmideo pBacChi2, cerca de 0,5x10° células de
Trichoplusia ni (BTI-TN5B1-4), em cultura foram transferidas para uma placa de
poliestireno de 35 mm de diametro (TPP) por pelo menos 1 h, para formacdo de
monocamada de células, e assim, deu inicio a construcdo do virus recombinante

ACMNPV, pelo evento da transfeccéo.

Um micrograma de DNA do bacmideo pBacChi2 foi diluido em 0,5 mL de meio
TC-100 sem soro e incubado juntamente com 10 pL de Cellfectin® Reagent
(Invitrogen). A mistura do DNA com o lipossomo foi incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apos esse periodo, 0 meio de cultura das células foi substituido
pela mistura de DNA/lipossomo sem que a monocamada de células previamente
formada fosse desfeita e a placa foi incubada a temperatura ambiente por 3 h. Em
seguida, a mistura foi substituida por meio TC-100 novo, contendo 10% de soro fetal
bovino e a partir dai as células foram incubadas a 27°C, por sete dias. O virus
recombinante vSynQUIT, foi construido utilizando a estratégia de recombinacao

homdbloga, como descrito por Welzel (2006).
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3.3 Bioensaios:

Trinta larvas neonatas de S. frugiperda foram inoculadas oralmente com o0s
diferentes concentragdes (10% 10% 1.0, 0.1, 0.01 OB/nL) de corpos de oclusdo dos virus
ACMNPV e recombinante vAc.chi2f, segundo a metodologia do droplet feeding descrita
por Hughes & Wood (1981). Como controle negativo, as larvas foram incubadas com
phenol red 2%. Os tratamentos foram colocados em estufas incubadoras B.O.D., a 26°C
e fotoperiodo de 14 horas, sendo a mortalidade registrada diariamente. Os dados foram
analisados pelo programa Polo Plus (LeOra Software) para doses utilizadas versus
probabilidade de mortalidade, que permite determinar a concentracdo letal média do
virus (CLso). Bioensaios utilizando larvas de S. frugiperda no 3° instar ndo apresentou
efeito de mortalidade, uma vez que estas larvas sdo pouco suscetiveis a infecgéo pelo

baculovirus AcMNPV, assim como os recombinantes ACMNPV.

3.4 Analise da atividade quitinolitica:

Testou-se a atividade da quitinase presente no extrato de celulas BTI-Tn5B1-4
(1x10") infectadas com os virus AcMNPV e vAc.chi2f (10 pfu/célula) a 72 h p.i.,
utilizando o substrato 4-methylumbelliferyl-B-D-N,N’-diacetylchitobioside [4MU-
(GIcNACc)2] (Sigma). Antes de iniciar o ensaio quitinolitico, fez-se a dosagem de
proteinas presentes no estoque de poliedros e no extrato de células BTI-Tn5B1-4, onde
as concentracbes de proteinas nas amostras enzimaticas foram determinadas pelo
método colorimétrico descrito por Bradford (1976). Os ensaios enzimaticos foram

conduzidos em triplicatas utilizando 100 pg de proteinas.

A anélise da atividade quitinolitica foi mensurada utilizando uma versao

modificada do método de Trudel and Asselin (1989). As células infectadas com o0s virus
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ACMNPV e vAc.chi2f foram coletadas a 72 h p.i. e o extrato total de células foi
coletado e centrifugado a 3000 x g por 10 min. O sobrenadante foi removido e o
sedimento celular foi lavado duas vezes com tampdo PBS 1x (NaCl 137 mM, Na;HPO,
10 mM, KCI 2.7 mM, pH 7.4), em seguida, ressuspendido em 500 pL de tampdo PBS
1x e armazenado a -80°C. Sendo assim, a partir da dosagem estabelecida de proteinas
totais, 100 ug das proteinas presentes no extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas
com os virus selvagem e recombinante, e de células ndo infectadas (mock) foram
analisados. Cada amostra foi misturada em 350 puL de tampao fosfato de sédio 10 mM
pH 6,0 e 100 uL de substrato [5 mM 4MU-(GIcNAc), em tampéo fosfato de sodio 10
mM, pH 5,0]. Apos o periodo de incubacdo por 1 h a 37°C, a reacdo foi interrompida
pela adicdo de 1,0 mL de Na,CO3; 0,25 M seguindo-se de leitura em um
espectrofotobmetro a 550 nm (SpectraMax, Molecular Devices Corporation, USA).
Substrato em agua (sem enzima) foi utilizado como controle. Os valores obtidos nos
ensaios enzimaticos foram comparados pelo teste de Student’s, utilizando o Programa R

1386 2.25.2 (Team, 2012), valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmacao da construcgdo do plasmideo pGem.chi2f

A partir do plasmideo pUC18::chi2, o gene chi2 derivado do fungo M.
anisopliae foi removido pela digestdo com as enzimas de restricio EcoRI e Pstl,
apresentando um fragmentos de 2.651 pb, correspondente ao plasmideo pUC18 e outro

de 1.309 pb, referente ao gene chi2 como mostra o perfil de restricdo na figura 42.

Kb M

Figura 42: Perfil de restricdo do plasmideo pUC::chi2. Gel de agarose 0,8% mostrado os fragmentos
gerados apos digestdo do plasmideo pUC::chi2 com as enzimas de restricdo EcoRI e Pstl (pogo 1),
liberando fragmentos de 2.651 pb e 1.309 pb, sendo que o fragmento de 1.309 pb corresponde ao gene
chi2. M - Marcador DNA ladder 1 Kb Plus (Invitrogen).

O fragmento de 1.309 pb purificado do gel de agarose foi utilizado como
“template” na amplificacdo do fragmento de interesse por PCR, contendo o gene chi2,
para construir o plasmideo pGem.chi2f (Figura 43) pela ligacdo do fragmento ao vetor

pGem-T easy (Promega).
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Figura 43: Mapa da construcdo do plasmideo pGem.chi2f. (A) A figura apresenta o mapa do plasmideo pUC18::chi2 contendo a regido de anelamento dos oligonucleotideos
(Chi2fF e Chi2fR) utilizados para amplificacdo do gene chi2 e posteriormente introduzido no vetor pGem-T easy (Promega). (B) A figura mostra o local aonde foi introduzido
0 gene chi2 no vetor pGem-T easy (Promega), entre os sitios de restricdo Pstl e ECORI e o gene que confere resisténcia a ampicilina (AmpF).
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A confirmacdo dessa construcdo ocorreu pela amplificagdo por PCR do gene
chi2 utilizando oligonucleotideos especificos (Chi2fF e Chi2fR) para o gene. O

fragmento amplificado apresentou tamanho de 1.233 pb (Figura 44).

1.233pb

Figura 44: Confirmacdo da construgdo do plasmideo pGem.chi2f. Gel da agarose 0,8% mostrado o
fragmento de 1.233 pb correspondente ao gene chi2 amplificado por PCR com os oligonucleotideos
(Chi2fF e Chi2fR). M - Marcador DNA ladder 1 Kb (Fermentas).

4.1.2 Confirmacéo da construcéo dos plasmideos pPSX.chi2f

Para construir o plasmideo pPSX.chi2f, o plasmideo pGem.chi2f previamente
construido foi digerido com as enzimas de restricdo Pstl e EcoRI para liberar o
fragmento correspondente ao gene chi2, e assim, introduzi-lo no vetor pFBI-Accl-PSX

(Figura 45).
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Figura 45: Esquema ilustrando a construcdo do plasmideo pPSX.chi2f. (A) A figura mostra o0 mapa do plasmideo pGem.chi2f indicando os sitios de restricdo das enzimas
EcoRI e Pstl digeridas para liberar o fragmento correspondente ao gene chi2 e o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR). (B) A figura representa o plasmideos
pFastBacl/Accl-PSX, indicando a regido aonde foi introduzido o gene chi2, entre os sitios de restricdo EcoRI e Pstl. (C) Mapa do plasmideo pPSX.chi2f construido pela
ligacdo do gene chi2, retirado do plasmideo pGem.chi2f e ligado no plasmiteo pFastBacl/Accl-PSX.
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A confirmacgdo dessa insercdo génica foi feita pela digestdo com a enzima
EcoRV, apresentando um perfil de 4.676 pb, 2.071 pb e 180 pb (este ultimo nédo foi
possivel visualizar no gel de agarose 0,7 % por ser um fragmento pequeno para a
concentracdo utilizada). Além da confirmagdo pela amplificagdo do gene chi2 por PCR
(oligonucleotideos Chi2f F/Chi2f R), apresentando um fragmento de 1.233 pb (Figura

46).

4676pb

1.233pb

2065pb

Figura 46: Confirmacédo da construcdo do plasmideo pPSX.chi2f. (A) Gel de agarose 0,8% mostrando o
perfil de restricdo do plasmideo pPSX.chi2f com a enzima EcoRV (pogo 1). (B) Gel de agarose 0,8%
mostrando o produto da amplificacéo por PCR utilizando oligonucleotideos especificos (Chi2f F/Chi2f R)
para o gene chi2 e o DNA do plasmideo pPSX.chi2f com molde (pogo 1). M - Marcador DNA ladder 1
Kb (Fermentas).

4.1.3 Confirmacéo da construcéo dos plasmideos p2100.chi2f e p2100.chilf

O vetor p2100 foi digerido com a enzima de restricdo EcoRV, linearizado e

defosforilado (Figura 47A). Os insertos referentes aos genes, chil e chi2, foram
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amplificados por PCR utilizando oligonucleotideos especificos, Sx-Bglll F e
ORF603BamHI R para o gene chil e Sx-Bglll F e Sx-Bglll R para o gene chi2,
utilizando o DNA dos plasmideos pSynQUIT e pPSX.chi2f, respectivamente, que
contém os promotores pSyn e pXIV e tratados com a enzima klenown para entdo ser
ligado no vetor p2100 (Figura 48 e 49). Os fragmentos amplificados apresentaram
tamanho esperado de 1.890 pb, correspondente ao gene chil, e 1.768 pb referente ao

gene chi2 (Figura 47).

1890pb
1768pb

Figura 47: Amplificacdo e clonagem dos genes chil e chi2 de M. anisopliae no vetor p2100. (A) Gel de
Agarose 0.8% mostrando no po¢o 1, o vetor p2100 com tamanho de 5.100 pb, digerido com a enzima de
restricdo EcoRV e defosforilado. M - Marcador DNA ladder 1 Kb (Fermentas). (B) Gel de Agarose 0.8%
mostrando a amplificacdo dos insertos chil (Sx-Bglll F e ORF603BamHI R) e chi2 (Sx-Bglll F e Sx-
Bglll R) por PCR apresentando tamanhos de 1.890 pb (po¢o 1) e 1.768 pb (pogo 2), respectivamente. M -
Marcador DNA ladder 1 Kb (Fermentas).
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Figura 48: Esquema da construcéo do plasmideo p2100.chi2f. O esquema mostra o plasmideos p2100, que contém o promotor e gene da poliedrina do baculovirus AQMNPV,
a regido de origem f1 e o sitio de restricdo ECORV. Abaixo o esquema representa o fragmento amplificado por PCR (oligonucleotideo Sx-Bglll F e Sx-Bglll R) do gene chi2
juntamente com os promotores pSyn e pXIV, indicando a regido tratada com a enzima klenown para tornar o fragmento com as extremidades abrupta. Por fim, 0 mapa do
plasmideo construido apds a ligacdo do fragmento chi2 amplificado por PCR no vetor p2100, dentro do sitio de restri¢do ECoRV.
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Figura 49: Esquema da construcéo do plasmideo p2100.chilf. O esquema mostra o plasmideos p2100, que contém o promotor e gene da poliedrina do baculovirus AQMNPV,
a regido de origem f1 e o sitio de restricdo ECORV. Abaixo o esquema representa o fragmento amplificado por PCR (oligonucleotideo Sx-Bglll F e Sx-Bglll R) do gene chil
juntamente com os promotores pSyn e pXIV, indicando a regido tratada com a enzima klenown para tornar o fragmento com as extremidades abrupta. Por fim, 0 mapa do
plasmideo construido apds a ligacdo do fragmento amplificado chil por PCR no vetor p2100, dentro do sitio de restricdo ECORV.
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Foram feitas reacOes de ligacdo entre o vetor p2100 e o gene chil, assim como,
entre o vetor p2100 e o gene chi2. Sendo assim, para confirmar a introducdo das
quitinases no vetor p2100, reacbes de PCR foram preparadas utilizando
oligonucleotideos especificos, Sx-Bglll F e ORF603BamHI R para o gene chil e Sx-
Bglll F e Sx-Bglll R para o gene chi2, onde foi possivel observar a amplificacdo do
fragmento de 1.890 pb correspondente ao gene chil (Figura 50A) e 1.233pb

correspondente ao gene chi2 (Figura 50B).

Figura 50: Confirmacéo da construcéo dos plasmideos p2100.chi2f e p2100.chilf. (A) Gel de Agarose 0.8
% mostrando o fragmento amplificado por PCR (oligonucleotideos Sx-Bglll F e ORF603BamHI R) de
1.890 pb correspondente ao gene chil (seta no po¢o 1). M - Marcador DNA ladder 1 Kb Plus
(Invitrogen). (B) Gel de Agarose 0.8 % mostrando o fragmento amplificado por PCR (oligonucleotideos
Sx-Bglll F e Sx-Bglll R) de 1.233 pb correspondete ao gene chi2 (seta no pogo 1). M - Marcador DNA
Lambda Pstl (Promega).
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4.2 Construcao de virus recombinantes

O plasmideo pPSX.chi2f foi utilizado na transformacdo de bactérias E.coli
(DH10-Bac, Invitrogen) competentes e, através do evento de transposicdo foi possivel
transferir o gene chi2 do plasmideo de transferéncia para o genoma do baculovirus
presente na forma plasmidial (bacmideo) que estd dentro dessa linhagem de bactéria
(Figura 52). Sendo assim, a transposi¢do foi confirmada com a realizacdo de PCR
utilizando uma combinacdo de oligonucleotideos M13 F e Chi2f R, M13 R e Chi2f F e
Chi2f F e Chi2f R em cada reacédo. Os fragmentos amplificados apresentaram tamanho

de 3.900 pb, 1.865 pb e 1.233 pb conforme o esperado, respectivamente (Figura 51).

A B C

4,
3.

3%00pb 2.0
.6

1865pb

1233pb

1.

Figura 51: Confirmacéo da transposicdo do gene chi2 para o DNA do bacmideo. Gel de Agarose 0.8 %.
Poco 1 — pBacChi2, produto de PCR utilizando os oligonucleotideos M13 F e Chi2f R obtendo um
fragmento esperado de 3.900 pb. Pogo 2 - pBacChi2, produto de PCR utilizando os oligonucleotideos
M13 R e Chif F obtendo um fragmento esperado de 1.865 pb. Pogo 3 - pBacChi2, produto de PCR
utilizando os oligonucleotideos Chi2f F e Chi2f R obtendo um fragmento esperado de 1.233 pb. M-
Marcador de Peso Molecular 1Kb Plus DNA ladder, (Invitrogen).
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Figura 52: Esquema da construcéo do virus vAc.chi2f. O esquema indica a regido aonde foi transposto
0 gene chi2, juntamente com os promotores pSyn e pXIV e o gene da poliedrina do AcMNPV, no
bacmideo, para a constru¢do do virus recombinante. Na ilustracdo superior, 0 esquema representa o
plasmideo doador pPSX.chi2f com as regibes homdlogas Tn7L e R responsaveis pela transposi¢do, 0s
genes ampicilina Amp(R) e gentamicina Gm(R) que conferem resisténcia, duas origens de replicacdo para
cOpias mdltiplas (f1 e pUC), além do gene chi2 sob o comando dos promotores pSyn e pXIV, a presenca
do promotor e do gene da poliedrina do AcCMNPV. A ilustracdo inferior, representa a regido do bacmideo
aonde ocorreu a transposi¢do do gene chi2 para o genoma do baculovirus AcCMNPV na forma de um
grande plasmideo, originando o bacmideo recombinante pBacChi2 e consecutivamente transfectar esse o
bacmideo recombinante pBacChi2 em células de inseto BTI-Tn5B1-4 visando a constru¢do do virus
recombinante vAc.chi2f.
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Células de inseto BTI-Tn5B1-4 foram transfectadas com o DNA do pBacChi2 e
lipossomos (Cellfectin, Invitrogen), e sete dias ap6s a transfeccdo, o sobrenadante
contendo o virus recombinante (vAc.chi2f) foi coletado e usado para infectar novas
células BTI-Tn5B1-4, sendo possivel observar a 96 h p.i. corpos de oclusdo poliédrico

(Figura 53).

CélulasBTI-Tn5B1-4 CélulasBTI-Tn5B1-4 infectadas
A ndoinfectadas B com VvAc.chi2f (5 d p.i.)

= %@ 7
@ 2 : G ’./ I

Figura 53: Analise estrutural de células de inseto infectadas com o virus recombinante vAc.chi2f.
A) Células BTI-Tn5B1-4 néo infectadas. B) células BTI-Tn5B1-4 infectadas pelo vAc.chi2f, com 5d p.i.
As setas indicam poliedros (OBs) no nucleo de células infectadas pelo virus vAc.chi2f.

4.3 Bioensaios:

As analises de mortalidade pela concentracdo letal média (CLso) de poliedros
(OB/nl), necessaria para matar 50% da populacdo de larvas de S. frugiperda, apresentou
valores trés vezes menor para larvas infectadas com os poliedros do virus recombinante
VvAc.chi2f (12,065 OB/nL), quando comparado com o virus selvagem AcCMNPV
(40,115 OB/nL) entretanto ndo apresentou diferenca significativa entre os virus testados
devido a sobreposicdo dos limites fiduciais (Tabela 12). Sendo assim, os resultados

sugerem que embora o virus recombinante, o qual possui em seu genoma tanto o gene
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viral chiA nativo como o gene chi2 do fungo M.anisopliae, tenha apresentado uma
quantidade menor de virus para matar 50% da populacdo de insetos testadas que a do

virus selvagem, este vpirus estava supeexpressando 0 gene quitinase em seu genoma.

Tabela 12: Concentracdo letal média (CLs para larvas neonatas de S. frugiperda infectadas
oralmente com poliedros dos virus ACMNPV e vAc.chi2f. Método de Probit.

Virus CLso (OB/nl) FL (95%) Slope * (SE) x°

(lower — upper)

vAc.chi2f 12,065 2,899 - 26,102 0,384 1,22

ACMNPV 40,115 14,122 — 238,673 0,428 1,64

CLs, Concentragdo letal média de poliedros (OB/nl) necessaria para matar 50% da populacdo de insetos em teste.
FL: limites fiduciais

SE: erro padrdo

X2: qui-square

4.4 Analise enzimatica:

A atividade quitinolitica foi analisada a partir do extrato de células de inseto
BTI-Tn5B1-4 infectadas com os virus ACMNPV e vAc.chi2fa 72 h p.i. No extrato total
de células de inseto infectadas com os virus recombinantes vAc.chi2f (Asso = 4,75 +
0,035 - P<0.05) e vSynQuit (Asso = 3,74 £ 0,14) a atividade encontrada foi maior
quando comparado com o extrato de células infectadas com o virus ACMNPV (Asso =
3,66 £ 0,005) e em células ndo infectadas (Asso = 2,46 £ 0,027) (Figura 54). Além disso,
a atividade dectada nos extratos de celulas de inseto infectada entre os virus
recombinates, foi maior para o vAc.chi2f quando comparado com o vSynQuit (Welzel,
2006). O extrato de células ndo infectadas apresentou baixo nivel de atividade
quitinolitica, o que pode ser atribuido a atividade enziméatica endégena detectada na

célula hospedeira.
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Figure 54: Andlise da atividade quitinolitica. O gréafico apresenta a atividade quitinolitica detectada a
partir do extrato total de células de inseto infectadas com os virus recombinantes (vVAc.chi2f e vSynQuit)
e selvagem (AcMNPV), além de células de insetos ndo infectadas (Mock). No ensaio com extrato de
celulas de inseto infectadas com os virus recombinantes apresentaram maior atividade de quitinase,
quando comparado com o selvagem e com extratos de células de insetos ndo infectadas. Os ensaios foram

feitos em triplicata. *P<0.05 (test-t Student’s).
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5 DISCUSSAO

Com o auxilio da biotecnologia, a selecdo de organismos mais virulentos é
essencial para a utilizacdo e distribuicdo ambiental de microrganismos geneticamente
modificados, como por exemplo, virus recombinantes mais eficientes para o controle

biolégico de insetos praga.

No presente trabalho, genes de quitinases (chil e chi2) do fungo
entomopatogénico M. anisopliae foram usados para modificar geneticamente o genoma
dos baculovirus ACMNPV utilizando diferentes vetores de transferéncia com o objetivo
de analisar o efeito da expressdo dessas proteinas na patogenicidade viral. O vetor de
transferéncia pFBI-Accl-PSX, utilizado para construcdo de ACMNPV recombinantes
possui dois promotores em tandem (pSyn e PXIV), assim como, no vetor de
transferéncia pSynXIVVI+X3 (Wang et al., 1991) utilizado em alguns estudos para
expressdo de proteinas heterologas. Estes promotores pSyn e PXIV sdo ativados na fase
tardia e muito tardia da expressdo génica viral e sdo muito utilizados para expressar
proteinas heterdlogas em altos niveis, em células de inseto. O vetor pFBI-Accl-PSX
possui aléem dos promotores pSyn e PXIV, o promotor e 0 gene da poliedrina do
baculovirus ACMNPV facilitando, assim, a deteccdo do virus recombinante quando
transfectado em células de inseto. Esse vetor foi usado para a construgdo do virus
recombinante vAc.chi2f, que foi confirmado pela presenca de poliedros em células

infectadas (Figura 54).

A maioria dos baculovirus possui um gene de quitinase expresso, em células de
inseto, como uma proteina por volta de 58 kDa ( gene chiA de AcCMNPV) nos estagios

finais da infeccdo (Ayres et al., 1994), assim como, uma catepsina (gene v-cath de
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ACMNPV) de 38 kDa (Rawlings et al., 1992; Slack et al., 1995) e que esse genes atuam

juntos para promover a liquefagdo do hospedeiro antes da morte do hospedeiro

A desintegracdo do inseto infectado pelo AcCMNPV é vantajosa para o virus, pois
permite uma disseminacdo eficiente de poliedros no ambiente (Saville et al., 2004).
Desta forma, a superexpressao de quitinases em insetos infectados com o ACMNPV
recombinante contendo, tanto o gene viral quitinase quanto gene de quitinases
heter6logas, poderiam em conjunto aumentar a sua viruléncia pela maior degradacgéo da

cuticula do inseto.

Estudos mostraram que a expressdo de genes quitinase heterélogas sob o
comando de promotores forte de baculovirus, com o da poliedrina, foi capaz de acelerar
0 processo de morte das larvas de S. frugiperda (75 h) quando comparada ao virus
selvagem (100 h) (Gopalakrishnan et al., 1995). Welzel (2006) construiu um
baculovirus ACMNPV recombinante vSynQUIT, contendo a quitinase (chitl) do fungo
M. anisopliae sob o comando de promotores fortes (pSyn e pXI1V) visando o aumento
da viruléncia do virus contra o seu hospedeiro, sendo possivel observar uma diminuicéo
do tempo letal médio necessario para matar 50% da populacdo quando comparado com
0 virus selvagem ACMNPV em larvas de S. frugiperda no 3° instar de desenvolvimento,
sugerindo o aumento na viruléncia do virus recombinante em relacéo ao virus selvagem.
Enguanto para larvas neonatas infectadas com o virus recombinante vSynQuit o tempo
letal médio foi 45,2% menor em relacdo ao virus selvagem (Welzel, 2010), ou seja, as

larvas estavam mais susceptiveis a infec¢éo.

Boldo et al. (2009) verificaram os efeitos da superexpressdo e da delecdo da
quitinase (chi2) do M. anisopliae, onde os transformantes obtidos nos ensaios de

superexpressdo e de delecdo do gene chi2 apresentaram diferengas nos niveis de

126



Capitulo IT Analise da acéo da quitinase (Chi2) do fungo entomopatogénico M. anisopliae,
como inseticida contra larvas de S. frugiperda infectadas por baculovirus recombinante

viruléncia quando testados em bioensaios utilizando o inseto Dysdercus peruvianus. A
linhagem com o gene chi2 deletado apresentou uma redugdo de 19% em seu TLso. NO
presente trabalho, larvas neonatas de S. frugiperda foram infectadas com o virus
recombinante vAc.chi2f e o selvagem AcMNPV. Os resultados sugerem que ndo houve
diferenca significativa entre os virus testados, embora o virus recombinante apresente
em Seu genoma uma outra quitinase para aumentar a viruléncia nas larvas. Portanto

novos bioensaios serdo conduzidos.

A correlacéo entre atividade quitinolitica em M. anisopliae e viruléncia pode ser
melhor avaliada pela analise individual de genes através de analises funcionais. Como
por exemplo, mutantes construidos a partir da delecdo de uma quitinase bifuncional
CHIT30, foram menos eficientes em relacdo a secrecdo desta enzima e a viruléncia em
bioensaios com Dysdercus peruvianus (Hemiptera - Pyrrhocoridae) (Staats, 2007).
Enguanto a endoquitinase codificada pelo gene chitl de Metarhizium acridum parece
ndo aumentar a viruléncia contra M. sexta, visto que linhagens contendo cassetes para
expressdo constitutiva deste gene ndo foram mais virulentos ao inseto modelo, apesar do

aumento na producdo de quitinases (Screen et al., 2001).

No presente estudo, as atividades quitinoliticas dos extratos de células de inseto
(BTI-Tn5B1-4) infectadas pelos vAc.chi2f e AcCMNPV foram avaliadas utilizando o
substrato fluorescente 4MU-(GIcNAc),, especifico para detectar a atividade
exoquitinolitica. O resultado obtido no ensaio quitinolitico indica maior atividade
enzimatica em extrato de células de inseto infectadas pelos virus recombinantes
vAc.chi2f e vSynQuit, quando comparados as células de inseto infectadas pelo virus
selvagem ACMNPV e de células ndo infectadas. A presenca do gene chi2 no genoma do

baculovirus AcMNPV recombinante, vAc.chi2f, foi capaz de detectar a producdo de
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maior quantidade de enzima liberada quando comparada com o virus recombinante
vSynQuit, o qual possui 0 gene chil do fungo M. anisopliae (Welzel, 2006). A deteccédo
de atividade quitinolitica observada em células infectadas pelo virus selvagem pode ter
sido maior quando comparada com células ndo infectadas, devido a presenca de uma
quitinase viral (chiA) no genoma do baculovirus selvagem AcCMNPV (Hawtin et al.,
1995). Entretanto, a menor deteccdo de atividade de quitinase produzida pelo virus
contendo chil pode ser atribuida a melhor expressao do gene chi2 em relagdo ao gene
chil, uma vez que estudos indicam melhor expressdo de chi2 de M. anisopliae em

relagéo a outras quitinases inclusive a chil (Boldo et al., 2009).

Segundo Oliveira et al. (2006) o genoma do baculovirus AQMNPV 0s genes
quitinase e catepsina estdo ausentes, diferindo da maioria dos baculovirus, inclusive do
AcCMNPV, que possuem tais genes. Para melhor avaliar a expressdo de quitinases
heter6logas no genoma do baculovirus AgMNPV construimos neste trabalho, o
plasmideos, p2100.chi2f, que por sua vez possui 0 promotor e 0 gene da poliedrina do
baculovirus AQMNPV, além do gene chi2 sob o comando dos mesmos promotores do
virus recombinante vAc.chi2f, pSyn e PXIV. Porém a metodologia aplicada para
construir o virus recombinante AQMNPV foi por recombinacdo homologa, utilizando
co-transfeccdo, em células de inseto, de um vetor de transferéncia e 0 DNA viral. Apds
varias tentativas, foi possivel detectar a presenca de virus recombinante apds a co-

transfeccdo. Entretanto o virus recombinante ndo foi isolado até o momento.

Contudo, estudos envolvendo a superexpressao de genes heterdlogos, envolvidos
principalmente na degradacdo do hospedeiro sdo essenciais visando o aumento da
patogenicidade e viruléncia de virus utilizados contra importantes pragas que atacam

plasntacGes de interesse econdmico no Brasil e no mundo.
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PERSPECTIVAS

Visando a conclusdo do capitulo I, referente ao estudo dos genes virais chiA e v-

cath, pretende-se finalizar com:

Utilizar nova estratégia para construcdo do virus recombinante
VAgp2100Ac.chiAlv-cath.

Andlise  dos  efeitos causados pelo virus  recombinante
VAgp2100Ac.chiAlv-cath em larvas de A. gemmatalis com base na
determinacdo de pardmetros de mortalidade (bioensaios), assim como
ensaios enzimaticos.

Producéo de antisoro e analise da expressdo das proteinas recombinantes

CHIA e V-CATH.

Com relagdo ao capitulo 11, referente ao estudo do efeito causado pela introducéo

de quitinases pertencente ao fungo M. anisopliae, no genoma de baculovirus, pretende-

se finalizar com:

D)

*,

Construcdo de baculovirus AGMNPV recombinante pela inser¢do do
gene chi2 e chil, do fungo M.anisopliae, no genoma do baculovirus.

Anélise e comparacdo dos efeitos causados pelo virus recombinante,
contendo o gene chil ou chi2 do fungo M. anisopliae, em larvas de S.
frugiperda com base na determinacdo de parametros de mortalidade

(bioensaios).
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Anexo | — Artigo submetido a revista Plos One

Lima AA,; Silva-Aragdo CW, Castro MEB, Oliveira JVC, Sosa-Gomez DR, Ribeiro BM
(2013) A recombinant Anticarsia gemmatalis MNPV harboring chiA and v-cath genes
from Choristoneura fumiferana defective NPV induce host liquefaction and increased
insecticidal activity. Plos one.
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Anexo Il - Gréficos preparados para os ensaios de gRT-PCR:
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Figura All.1: Curvas de amplificagdo de cada diluicdo seriada dos gene chiA e v-cath. O eixo X
representa as diluicbes e o eixo Y a fluorescéncia das amostras. Quanto menor a diluigdo menor o nimero
de ciclos necessarios para detectar a amplificagdo dos genes. (A e B) Os graficos correspondem as curvas
de amplificacdo para o gene v-cath dos virus AcCMNPV e do recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath,
respectivamente. (C e D) Os graficos correspondem as curvas de amplifica¢do para o gene chiA dos virus
ACMNPV e do recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath, respectivamente.
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Figura All.1: Curvas padrdo para os genes chiA e v-cath. As curvas foram construidas a partir da
concentracdo inicial das diluicbes do produto de PCR (eixo X) e a eficiéncia de amplificacdo necessaria
para a deteccdo da amplificacdo de cada diluicdo seriada (eixo Y). (A e B) Os gréficos correspondem as
curvas padrdo para o gene v-cath dos virus ACMNPV e do recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath,
respectivamente. (C e D) Os gréficos correspondem as curvas padrdo para o gene chiA dos virus
AcMNPV e do recombinante vAgp2100Cf.chiA/v-cath, respectivamente.
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Anexo I11 - Sequenciamento do plasmideo pDEST.chiA:

s X X X« Phe e X X[ Met| Phe Oy Leu Ser T X Ser X Asp e Hs Met Se Ty Ty Hs Hs Hs Hs Hs
1 NNN NNN NNN TTT ATT NNN NNN [ATG [TTT TGC CTG AGC ACC NNN AGC NNN GAT ATT CAT ATG AGC TAT TAT CAT CAT CAT CAT CAT
4 s s Aa Gy Phe Met Val Hs Ty Lew Val Ls Val Leu Tp Leu T e Aa Val Aa Ty Aa Se Po Gy Th Pro
109 AAA AAA GCG GGC TTT ATG GTG CAT TAT CTG GTG AAA GTG CTG TGG CTG ACC ATT GCG GTG GCG TAT GCG AGC CCG GGC ACC CCG
1 Ty As leu Val Lys fle Asn Ser Asp Al Th Als Ty Gl Asn Leu He Ohnh Ag Gu Asn Hs Val A Vel Gn Vel Ser
217 TAT GCG CTG GTG AAA ATT AAC AGC GAT GCG ACC GCG TAT GAA AAC CTG ATT CAG CGC GAA AAC CAT GTG AAC GTG CAG GTG AGC
M Gy Amp WMol As Ty Ve Leu Phe Am Asp Lys Gin Vel Tip Ly Gy Asp As Awp As U Ly As T Va Va Va Ser
325 GGC GAT ATG GCG TAT GTG CTG TTT AAC GAT AAA CAG GTG TGG AAA GGC GAT GCG GAT GCG AAA AAMA GCG ACC GTG GTG GTG AGC
4 Vel s Val Oy Awp Gu A Oh Oy Ser Vel Ser Gu P Vel T Val Lys Val A Asp Th Asp Gy Gy Hs Lew Am
433 GTG AAA GTG TGC GAT GAA GAT GGC TGC AGC GTG AGC GAA CCG GTG ACC GTG AAA 'GTG GCG GAT ACC GAT GGC GGC CAT CTG AAC
+1  Asn  Asn Lp’_V?E_éE—A}E_X}Q_"EE—XAb Lys Thr lle Aa Aa Ty Phe Val Gl _'Fr;;—éty Vai Tyr Gy Ag Asn Phe Pro Val
541  AAC AAC AAA 'CCG GGC CGC coc CAG GAT AAA ACC ATT GCG GCG TAT TTT 'GTG GAA TGG GGC 'GTG TAT 'GGC csc AAC TTT CCG GTG
41 Ser Mis leu Leu Tyr Gy Phe lle Pro lle Cys Gy Gy Asp Gly Leu Asn Asp Ala Leu Lys Thr lle Pro Gly Ser Phe Glu
649 AGC CAT CTG CTG TAT GGC TTT ATT CCG ATT TGC GGC GGC GAT GGC CTG AAC GAT GCG CTG AAA ACC ATT CCG GGC AGC TTT GAA
4 Ag Ser Asp Phe Lys Vel Aa lle Hs Asp Po Tp Aa Aa e Gn Lys P Gn s Gy Va Se Aa Tp Asm Gu Pro
757 CGC AGC GAT TTT AAA GTG GCG ATT CAT GAT CCG TGG GCG GCG ATT CAG AAA CCG CAG AAA GGC GTG AGC GCG TGG AAC GAA CCG
4 Met Aa Aa L Lew Aa A Po Hs Lew Lys ke lew Po Ser lle Gy Gy T Tn Leu Ser Ap P Phe Ty Ty Met
865 ATG GCG GCG AAA CTG GCG AAC ccc cm 'CTG AAA ATT CTG CCG AGC ATT 'GGC GGC TGG J AcC CT6 AGC ‘GAT ccc; TTT TAT "rAT ATG
41 Phe Val Asp Ser Val Lys Giu Phe Leu Gin Val Trp Lys Phe Phe Asp Gl [ "t ) Thr Ser lle Gy -

973

Figura Alll.1: Parte da sequéncia do plasmideo pDEST.chiA. Apds o sequenciamento do plasmideo pDEST.chiA verificou-se a alteracdo de uma base nucleotidica

TTT GTG GAT AGC

GTG AAA GAA TTT CTG

CAG GTG TGG AAA TTT TTT GAT GGC

que resultou num cddon de terminagao (TAA), grifado em vermelho.

TAA

ACC AGC ATT GGC
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Anexo IV — Quantidade de OB/g em larvas de A. gemmatalis no inicio
do terceiro instar, infectadas com os baculovirus AgMNPV-LDB8O0,
AgMNPV-2D e com o virus recombinante vVAgp2100Cf.chiA/v-cath por

bioensaios.

Tabela IV.1: Dados obtidos a partir dos bioensaios feitos com larvas de A. gemmatalis em relagéo a
producao de corpos de oclusdo obtidos com 0s respectivos virus.

AgMNPV - LD80 | AgMNPV - Bras. AgMNPV —
AgCf
CONCENTRACAO cpilg cpilg cpilg
(cpi/ml de dieta)

20 R1 6,35x10° 7,60 x 10° 8,94 x 10°

20 R2 8,13 x 10° 7,92 x 10°

20 R3 | e | e | e

60 R1 6,90 x 10° 7,09 x 10° 8,12 x 10°

60 R2 9,20 x 10° 4,30 x 10° 10,68 x 10°

60 R3 8,01 x 10° 8,65 x 10°
180 R1 10,62 x 10° 7,25 x 10° 10,37 x 10°
180 R2 14,90 x 10° 12,72 x 10° 15,08 x 10°
180 R3 10,62 x 10° 10,59 x 10° 15,60 x 10°
540 R1 10,21 x 10° 10,23 x 10° 11,93 x 10°
540 R2 8,07 x 10° 9,93 x 10° 12,50 x 10°
540 R3 10,41 x 10° 8,27 x10° 13,80 x 10°
1600 R1 10,13 x 10° 14,65 x 10° 18,41 x 10°
1600 R2 8,50 x 10° 10,70 x 10° 12,28 x 10°
1600 R3 10,70 x 10° 8,80 x 10° 11,72 x 10°
4860 R1 11,59 x 10° 13,58 x 10° 16,29 x 10°
4860 R2 8,15 x 10° 13,22 x 10° 11,37 x 10°
4860 R3 12,12 x 10° 9,75 x 10° 11,59 x 10°
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