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Resumo

Os baculovirus sdo virus patogénicos a insetos, principalmente aos da ordem
Lepidoptera. E comum o aparecimento de mutantes defectivos em populagdes de
campo, com auséncia de genes essenciais, que sdo mantidos pela co-infec¢do de células
por diferentes gendtipos virais. Esses gendtipos quando purificados podem perder a
capacidade de infectar a larva hospedeira, devido a delecdes em genes pif (per os
infectivity factor), essenciais para a infeccdo por via oral. Sabe-se que as proteinas PIF
estdo associadas ao envelope da particula ODV, necessaria para o estabelecimento da
infeccdo primdria no inseto. O genoma do Anticarsia gemmatalis multiple

nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) foi recentemente seqiienciado sendo entdo relatada a
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presenga dos genes pif-1 e pif-2 no virus. Neste trabalho, genotipos de AgMNPV
derivados do isolado de campo AgMNPV-79 foram selecionados e, através de andlise
de perfil de restricdo do DNA viral, foi confirmada a existéncia de variantes genotipicos
na populacdo. Para a investigacdo da possivel presenga de mutantes defectivos,
amplificagdes das regides de pif-1 e pif-2 por PCR foram realizadas em cada variante
sendo que todos os clones da populagdo apresentaram amplificagdes dos dois genes.
Todos os clones mostraram-se altamente infecciosos por ingestdo oral, porém o
genotipo Ag79-01 apresentou maior viruléncia entre eles. A presenca de um terceiro
gene pif (pif-3) foi identificada recentemente no genoma do Autographa californica
multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). Da mesma forma, esse gene ¢ também
essencial para o estabelecimento da infecgdo primaria por via oral. Por andlise de
BLAST o gene foi entdo identificado como a ORF 114 do genoma do virus AgMNPV,
a qual apresentou uma identidade de aminodcidos de 67% com a ORF do virus
AcMNPV. Com base nessa informacao, primers para o gene pif-3 foram desenhados e
amostras de DNA dos diferentes gendtipos virais foram submetidas a amplifica¢des por
PCR. Novamente todos os clones virais apresentaram amplificagdo de um fragmento
correspondente a regido de pif-3. Uma vez que os genes pif estavam presentes em todos
os variantes genotipicos analisados, foi elaborada uma estratégia para a construcido de
um virus recombinante com dele¢do do gene pif-1, visando o estudo de seu papel na
infec¢do oral do inseto. O virus recombinante vVAgGFPApif-1, obtido por recombinagao
homologa, teve o gene pif-1 substituido por um cassete génico contendo um gene
reporter (gfp) sob comando do promotor constitutivo Asp70. Esse virus foi selecionado a
partir da visualizacdo de células infectadas emitindo fluorescéncia, devido a expressdo

da proteina GFP. O virus vAgGFPApif-1 encontra-se sob processo de purificacéo.
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Abstract

Baculovirus are pathogenic viruses to insects, mainly to the ones belonging to
the Lepidoptera order. The appearance of defective mutants, lacking essential genes,
which are maintained by cells co-infected by different viral genotypes, is a common
event in field population. These genotypes, when purified may lose the capacity to
infect the host larvae due to deletions in genes pif (per os infectivity factor), essential
for oral infectivity. It is known that PIF proteins are associated with the ODV particle
envelope, required for the establishment of the primary infection in the insect. The
genome of the Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) was
recently sequenced, and the presence of the genes pif-/ and pif-2 in the virus was

described. In the present work, genotypes of AgMNPV derived from the field isolate
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AgMNPV-79 were selected and the existence of genotypic variants in the population
was confirmed by viral DNA restriction analysis. To determine the possible presence of
defective mutants, amplifications of the pif-/ and pif-2 regions have been carried out by
PCR in each variant, so that all clones of the population presented amplifications for
those two genes. All clones were revealed to be highly infective by oral ingestion, but
the virulence assay revealed that the Ag79-01 genotype presented the greatest virulence.
Recently, the presence of a third pif gene (pif-3) was identified in the genome of the
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). In the same way,
this gene is also essential for the establishment of the primary infection by oral
ingestion. In our studies, based on BLAST analysis, the gene pif-3 was identified as
ORF 114 of the viral genome of the AgMNPV, which presented an identity of 67% with
the AcCMNPV virus ORF. Primers for the pif-3 gene were then designed and samples of
DNA of the different viral genotypes were amplified by PCR (Polymerase Chain
Reaction). Again all viral clones presented a fragment amplification corresponding to
the pif-3 region. Once the pif genes were present in all the analyzed genotype variants, a
strategy was elaborated in order to assemble a recombinant virus with a pif-/ gene
deletion, aiming to study its role in insect oral infection. A recombinant virus named
vAgGFPApif-1 was obtained by homologous recombination which had its pif-/ gene
replaced by a genic cassette containing a reporter gene (gfp) under the control of the
constitutive promoter Asp70. This virus was selected by visualizing infected cells
emitting fluorescence, due to the GFP protein expression. The virus vAgGFPApif-1 is
being purified.
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1. Introducao

1.1. Caracteristicas e Classificacdo Taxonomica dos Baculovirus

Os baculovirus compreendem virus que infectam artrépodes que habitam
ecossistemas aquaticos e terrestres (Miller, 1997). Constituem o maior grupo de virus de
insetos, sendo principalmente encontrados em espécies da ordem Lepidoptera, e outras
ordens tais como Hymenoptera e Diptera (Federici, 1997; Theilmann ef al., 2005).

Esses virus foram adaptados para sobreviver fora de seus hospedeiros naturais e
podem ser encontrados tanto no solo como em alimentos ingeridos. Nao ha relatos de

doencas provocadas em organismos que ndo pertengam ao filo Arthropoda, por isso
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esses virus tém sido alvo de estudo para o controle de pragas naturais em cultura de
plantas economicamente importantes (Payne, 1986; Moraes ef al., 1999; Barreto et al.,
2005). Os baculovirus sdo inofensivos a outros invertebrados, microorganismos,
vertebrados e plantas devido a sua alta especificidade e a seguranga em seu manejo,
embora eles possam sob condi¢des especiais, entrar em células de vertebrados sem se
replicarem (Boyce e Bucher, 1996; Kost ef al., 2005).

As doencas causadas por baculovirus sdo freqiientes, principalmente em
lepidopteros, causando uma alta mortalidade nas larvas desses insetos. A persisténcia
dos baculovirus no campo ¢ essencial para a ecologia do virus, uma vez que eles
ocorrem de forma natural em seus hospedeiros (Castro e Souza, 2006). As relacdes
entre baculovirus e seus hospedeiros a nivel individual sdo influenciados por muitos
fatores. A evolucdo da estrutura dos baculovirus parece ser em resposta a fatores do
ciclo de vida de seus hospedeiros que sdo freqiientemente caracterizados por suas
expansdes populacionais devido a fatores sazonais ou ecoldgicos que podem levar ao
aumento das particulas virais na populacdo durante muitos anos (Funk ez al., 1997,
revisado por Cory e Myers, 2003). Entretanto, algumas variaveis ambientais como
temperatura e outros fatores como nutri¢do da larva e compatibilidade do virus com seu
hospedeiro, podem afetar a resposta do inseto a infec¢do. O estagio larval do hospedeiro
e também a concentragcdo do indculo viral, influenciam na patogenicidade do virus e no
tempo que o inseto leva para morrer (Cory et al., 1997; Federici, 1997).

Os baculovirus possuem um genoma de DNA fita dupla, circular e
covalentemente ligada, de aproximadamente 80 a 180kb em tamanho, podendo
codificar de 100 a 200 proteinas (Theilmann et al., 2005). O DNA ¢ circundado por
uma proteina basica com massa molecular de 7kDa (p6.9) que neutraliza a carga

negativa do DNA. Além disso, essa estrutura estd envolta por proteinas que protegem o
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DNA e formam o nucleocapsideo, a unidade infecciosa do virus (Arif, 1986; Jehle et
al., 2006a; Szewczyk et al., 2006).

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae que, com base na morfologia
dos corpos de oclusdo (OB), esta dividida em dois géneros Nucleopolyhedrovirus
(NPV) e Granulovirus (GV) (Theilmann et al., 2005).

O género Nucleopolyhedrovirus (NPV) é composto por baculovirus que
produzem corpos de oclusdo em forma de poliedro (Figura 1a) com tamanho variando
de 0,15 a 15um cuja principal proteina € a poliedrina. O género Granulovirus (GV) ¢
constituido por baculovirus com pequenos corpos de oclusdo (granulos) geralmente
ovoides (Figura 1b) com tamanho variando entre 0,3 x 0,5um, cuja proteina principal é
a granulina (Funk ef al., 1997; Daimon et al., 2007; Jehle et al., 2006a). As proteinas

poliedrina dos NPV e granulina dos GV variam de 25-33kDa (Theilmann ez a/., 2005).

s . ¢

Figura 1: Micrografia eletronica de transmissdo de particulas virais. (A) Poliedro do
baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV). A seta aponta
uma particula ODV com multiplos nucleocapsideos (Fonte: Rodas et al., 2005). (B) Granulo do
baculovirus Cydia pomonella granulovirus (CpGV). A seta aponta o nucleocapsideo (Fonte:

www.mpg.de).
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Os NPV podem apresentar nucleocapsideos com somente um virion, single
(SNPV) ou apresentar duas ou mais particulas virais em um unico nucleocapsideo,
multiple (MNPV). Ja os GV possuem somente um, ou raramente dois ou mais virions,
dentro do corpo de oclusdo (Federici, 1997). As particulas virais possuem forma de
bastdo e estdo circundadas por um envelope. Para o género Nuclepolyhedrovirus, o
envelopamento das particulas infecciosas ocorre no nucleo da célula hospedeira, ja nos
baculovirus do género Granulovirus esse envelopamento se dd na interface nucleo-
citoplasma depois da ruptura da membrana nuclear da célula do inseto (Theilmann et
al., 2005).

Comparacdes entre as seqiiéncias dos genes da poliedrina e da DNA polimerase
de diferentes NPV sugeriram que esse grupo pode ser dividido em NPV do grupo I e
NPV do grupo II. (Zanotto et al., 1993), e este dividido em subgrupos (Bulach et al.,
1999; Dalmolin ef al., 2005).

Mais recentemente, uma proposta de alteragdo na classificagdo da familia
Baculoviridae, géneros NPV e GV, tem sido apresentada com base na especificidade do
hospedeiro (Jehle et al., 2006b). Analises de seqii€ncias gendmicas realizadas
demonstram que NPV das ordens Diptera e Himenoptera representam grupos ancestrais
(polifiléticos) que sdo filogeneticamente separados dos grupos monofiléticos formados

por NPV e GV especificos da ordem Lepidoptera (Afonso et al., 2001; Garcia-Maruniak et

al., 2004; Herniou et al., 2004; Lauzon et al., 2005; Jehle et al., 2006a).

Assim Jehle et al. (2006b) sugeriram, através de evidéncias filogenéticas, a
divisdo da familia Baculoviridae em quatro géneros:
a) Alphabaculovirus inclui todos os NPV especificos de lepidopteros, single ou multiple

nucleocapsideo formadores dos fenotipos virais BV e ODV;
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b) Betabaculovirus compreende os GV especificos de lepidopteros que também formam
particulas BV e ODV durante o ciclo de infec¢ao;

c) Gammabaculovirus engloba os NPV especificos de himendpteros os quais ndo
possuem em seus genomas genes correspondentes as proteinas especificas da particula
BV sugerindo que ela possa estar ausente em membros desse grupo;

d) Deltabaculovirus inclui o baculovirus CuniNPV (Afonso et al., 2001), especifico do
diptero Culex nigripalpus, o qual ndo apresenta em seu genoma homologos ao gene da

poliedrina caracteristico dos demais NPV.

1.1.1. Fenotipos Virais

Na replicagdo dos baculovirus, tanto dentro de um inseto hospedeiro como em
células susceptiveis em cultivo, duas particulas infecciosas, geneticamente idénticas e
estruturalmente distintas, sdo formadas. As duas formas virais sdo mostradas na Figura
2: a particula ODV (Occlusion Derived Virus) que possui virions em forma de bastio
derivados de sua forma oclusa denominada OB (Occlusion Body) ou PIB (Polyhedral
Inclusion Body); e a particula BV (Budded Virus) que ¢ a forma viral ndo ocluida,
polarizada, gerada pelo brotamento do nucleocapsideo através da membrana plasmatica

(Granados ¢ Williams, 1986; Theilmann ez al., 2005).
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Figura 2: Ilustragdo dos fendtipos virais ODV e BV formados durante o ciclo de infec¢éo dos
baculovirus.

As duas formas virais diferem quanto a morfologia de seus envelopes,
composi¢do protéica, tropismo tecidual, vias de infec¢do no inseto e tempo de
aparecimento durante o ciclo de infecc¢do viral (Horton e Burand, 1993).

O envelope do fenodtipo BV ¢ adquirido por brotamento da membrana plasmatica
e esta adaptado para movimento e infec¢do de tecidos dentro do inseto, enquanto que o
envelope do ODV ¢ adquirido dentro do nucleo celular e estd adaptado para interagir
com estruturas poliédricas no processo de oclusdo, facilitando a infec¢do do epitélio no
ambiente do intestino do inseto (Faulkner ef al., 1997; Funk et al., 1997).

A habilidade dos fenotipos BV e ODV em persistir na natureza pode estar
relacionada as proteinas associadas ao envelope de cada tipo viral. Os BV possuem
projecdes em seus envelopes denominadas peplomeros, cujo principal componente € a
glicoproteina GP64 ou proteina F em NPV do grupo II (Pearson e Rohrmann, 2002).

Essa proteina baixo pH dependente (pH 6,4 — 6,8) tem atividade fusogénica, é de
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fundamental importancia para a infectividade dos BV e ndo estd presente no fendtipo
ODV (Volkman e Goldsmith, 1985; Hefferon et al., 1999; Long et al., 2006). Os BV
sdo capazes de infectar as células de diferentes tecidos dispersando a doenga na lagarta,
sendo esse fendtipo duas mil vezes mais infeccioso dentro da hemocele em relacdo aos
ODV, que por sua vez sdo trés vezes mais infecciosos no intestino do que na hemocele
da lagarta (Blissard ¢ Rhormann, 1990; Kikhno et al., 2002; Haas-Stapleton et al.,
2004).

A forma ODV esta envolvida por uma membrana lipidica fortemente associada
com os nucleocapsideos. Essa membrana desempenha um papel integral na associagdo
com a poliedrina durante a cristalizagdo para formacdo do corpo de oclusdo como
também no processo de infec¢do (Funk ez al., 1997).

O mecanismo de fusdo ao envelope ODV e seus receptores de membrana, ainda
ndo estdo bem elucidados. Porém algum as proteinas do envelope ODV té€m sido
descritas e associadas a entrada dessa particula viral na célula hospedeira. Alguns genes
conhecidos como fatores de infectividade oral, pif — per os infectivity factor estdo
associados a habilidade do virus em infectar o inseto por essa via (Kikhno ez al., 2002;
Pijlman et al., 2003; Ohkawa et al., 2005). Um dos primeiros genes per os identificados
foi o p74 cuja proteina (P74) é componente estrutural do envelope ODV e esta
diretamente envolvida com a infectividade por via oral do fenétipo ocluido (Kuzio et
al., 1989).

Sabe-se que na auséncia de um desses genes a infec¢do mediada por ODV nao
ocorre, indicando que os genes pif sdo essenciais para o estabelecimento da infecg¢do
primaria no inseto. Para o fenotipo BV a auséncia de genes pif ndo altera a infectividade
uma vez que as proteinas PIF estdo ausentes na superficie de sua membrana (Faulkner

et al., 1997; Haas-Stapleton et al., 2004; Yao et al., 2004; Zhou et al., 2005).
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Braunagel et al. (2003) identificaram no protétipo viral Autographa californica
multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) 31 proteinas relacionadas ao envelope ODV,
entre elas proteinas associadas a replicacdo do DNA viral (ex.: DNA polimerase, 1E-1,
helicase e LEF-1) e outras especificas ao envelope ODV como proteinas hidrofébicas
que direcionam a fusdo da membrana viral com o endossomo celular — ODV-E66 e
ODV-E25 (Hong et al., 1997). Um total de 44 proteinas associadas ao ODV foram
identificadas em estudos realizados com o baculovirus Culex nigripalpus
nucleopolyhedrovirus (CuniNPV) (Perera et al., 2007).

O fenotipo ODV ¢ produzido em estagios tardios da infeccdo e possui varios
nucleocapsideos envelopados e ocluidos em uma matriz protéica, o que permite sua
estabilidade no ambiente externo garantindo a persisténcia do virus. J4 a forma ndo
ocluida ¢ sintetizada em estadgios precoces da infeccdo e embora possua um sé
nucleocapsideo por envelope, permite a eficiente dispersdo da infec¢do no corpo da
lagarta garantindo a replicagdo viral e a formacdo de novos corpos de oclusdo (Funk et

al., 1997; Lu e Miller, 1997).

1.2. Processo de Infec¢ao e Disseminacao Viral

A infecgdo por baculovirus em seus hospedeiros ¢ caracterizada por um ciclo de
replicagdo bifasica, produzindo duas progénies infecciosas, BV e ODV, em diferentes
estagios da replicagdo. Essa habilidade confere ao virus uma replicagdo eficiente e a
dispersdo da doenca na populagdo do inseto hospedeiro.

Na natureza o ciclo de infec¢do inicia-se pela ingestdo das particulas virais, na

forma oclusa (poliedros) presentes na superficie foliar, pelo inseto hospedeiro. A
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proteina poliedrina forma a matriz cristalina dos poliedros juntamente com a proteina
pl0 que realiza um arranjo fibroso para a formagdo dos OB. O capsideo ¢ de
fundamental importancia para a permanéncia do virus no meio ambiente uma vez que
ele protege o0 DNA viral da degradagdo pela radiacdo da luz UV, mantém a atividade
biologica dos virions enquanto esses se encontrarem fora do hospedeiro e preserva a
integridade das particulas virais durante o ataque proteolitico nos estdgios finais de
infec¢do (Hu et al., 1999; Ramachandran et al., 2001).

Chegando ao intestino médio (Figura 3) os OB sdo rapidamente dissolvidos pela
acdo do pH altamente alcalino (pHS8 a 10) e pela a¢do de enzimas proteoliticas (Federici,
1997). Esse processo ocorre no intestino médio porque os intestinos anterior e posterior
da lagarta sdo revestidos por uma membrana composta por quitina, dificultando a
passagem do virus. As particulas ODV entdo, apos liberadas do corpo de oclusdo,
entram em contato primeiramente com as células epiteliais do intestino médio

(Billimoria, 1991; Federici, 1997).
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Figura 3: Ilustragdo do processo de infec¢do viral no intestino médio de uma larva infectada
por baculovirus. Ingestdo e entrada dos poliedros na lagarta, liberagdo das particulas ODV,
passagem pela membrana peritréfica e entrada dos nucleocapsideos nas células colunares do
intestino médio. Fonte: Castro e Souza, 2006 (ilustracdo adaptada de Kalmakoff e Ward 2003).

Os virions liberados passam através da membrana peritréfica que consiste em
um revestimento protetor constituido de glicoproteinas e proteoglicanas secretadas pelas
c€lulas anteriores do intestino médio da lagarta. Essa membrana acelular funciona como
uma barreira para a passagem de pequenas particulas. (Federici, 1997; Levy et al., 2004;
Levy et al., 2007). A passagem do virus pela membrana peritréfica ocorre de uma
maneira ainda ndo elucidada. Uma proteina, chamada Enhancin, codificada por algumas
espécies de baculovirus mostrou ser capaz de degradar a membrana peritrofica
resultando em um aumento da infeccdo viral por facilitar a passagem de particulas virais
(Wang et al., 1994).

Assim o ODV entra nas células epiteliais por um processo de ligagdo e fusdo
direta através de receptores especificos presentes na superficie celular. Essa interagdo
entre a célula e a membrana do envelope ODV ¢é mediado por produtos dos genes pif os
quais estdo presentes no genoma da maioria dos baculovirus ja seqiienciados (NPV
Grupos [ e II).

Os nucleocapsideos entdo entram no citoplasma celular, sdo transportados ao
nucleo, tém seus DNA desnudados ap6s uma hora de infec¢o e tem inicio a transcri¢do
de genes essenciais a replicagdo do DNA gendmico e a formagéo de BV.

A infeccdo por Dbaculovirus desencadeia uma série de mudancas
comportamentais e morfologicas, tornando o inseto debilitado devido a habilidade do
virus de se replicar em diversos tecidos. Por volta do terceiro ou quarto dia de ingestdo

de poliedros a larva apresenta reducdo de sua alimentagdo, retardo no crescimento,
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flacidez tecidual, descolorag¢do da epiderme e diminui¢do da mobilidade aumentando a
exposi¢ao a predagdo. Ocorre freqiientemente descoloragdo do tegumento e as larvas
migram para o topo da planta hospedeira (Figura 4) ficando presas pelas patas traseiras

(geotropismo negativo) morrendo apo6s o quinto dia de infec¢do (Granados & Williams,

1986; Moscardi, 1999, Castro ¢ Souza, 2006).

Figura 4: Larvas infectadas com o baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus. Comportamento de geotropismo negativo e descoloragdo do tegumento
(Fonte: (A) www.tulha.com.br; (B) www.gaipm.org).

Jarvis (1997) acrescenta que apés a morte da larva do inseto ocorre uma
liquefacdo de seus tecidos pela agdo de enzimas codificadas pelo genoma viral,
rompendo-se com facilidade e liberando grande quantidade de poliedros no ambiente.
As enzimas responsaveis pela ruptura da cuticula do inseto sdo as quitinase e catepsina
que sdo secretadas na fase tardia de infec¢do. (Hawtin er al., 1997; Miller, 1997;

Merzendorfer e Zimoch, 2003; Daimon et al., 2007).

1.3. Expressiao Génica em Baculovirus
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A expressdo génica dos baculovirus envolve uma série de eventos em cascata
temporalmente regulados onde os genes expressos em uma fase sdo dependentes dos
produtos dos genes expressos na fase anterior. As fases de expressdo irdo regular a
formagdo dos dois fenotipos virais durante o ciclo de replicagdo dentro da célula
hospedeira (Friesen e Miller, 1986; Blissard e Rhormann, 1990).

Os genes de baculovirus podem ser classificados inicialmente de acordo com
duas fases de expressdo temporal: fase precoce, que antecede a replicagdo do DNA viral
e fase tardia, que inicia logo apds a replicacio do DNA. A complexidade dessa via
regulatoria pode ser evidenciada pela sintese de varias proteinas virais que vao sendo
expressas no decorrer de cada estdgio da infeccdo (Friesen e Miller, 1986; Blissard e
Rhormann, 1990; Ramachandran et al., 2001)

A expressdo de genes da fase precoce ocorre durante as primeiras seis horas de
infec¢do, depois do desnudamento do genoma viral no interior do nicleo celular. E
mediada por uma RNA polimerase derivada da célula hospedeira e parte dos genes da
fase precoce ndo depende da sintese de outros produtos génicos virais para sua
expressdo. A fase precoce resulta na transcricdo de genes codificadores de proteinas
necessarias para a replicagdo do DNA viral e para a transcricdo de genes tardios (Lu e
Carstens, 1993; Ribeiro ef al., 1994; Lin e Blissard, 2002).

Virios genes da fase precoce possuem elementos em sua regido promotora que
se assemelham aos elementos eucaridticos e requerem apenas a RNA polimerase II do
hospedeiro para a expressdao. O elemento CAGT ¢ altamente conservado em genes da
fase precoce, e qualquer substituicdo de sua seqii€éncia resulta na redugdo da transcrigao.
Os genes ie-0 ¢ ie-2 sdo exemplos importantes de genes regulatorios da fase precoce

expressos apenas no inicio da infec¢do e sdo elementos responsaveis pela transativagio
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de promotores de outros genes virais da fase precoce (Friesen, 1997; Ramachandran et
al.,2001; Lin e Blissard, 2002).

A transi¢do entre as fases precoce e tardia ¢ dependente da replicacdo do DNA
viral e dos produtos expressos pelos genes da fase precoce. Genes da fase tardia
comecam a ser expressos de 6 até 20 — 24hpi (Lu e Miller, 1997) e sdo dependentes de
uma RNA polimerase viral, resistente a a-amanitina, um inibidor da RNA polimerase II
eucaridtica. O aumento da transcri¢do de genes do virus durante a fase tardia contrasta
com o declinio de mRNA da célula hospedeira (Guarino et al., 1998; Lu e Miller, 1997,
Ramachandran et al., 2001).

Durante as primeiras oito horas de infec¢do hd uma intensa replicagdo do DNA e
sintese de BV (Figura 5). Nos estagios tardios, os nucleocapsideos que deverdo ser
envelopados vao sendo maturados, dentro do nucleo das células, no espago denominado
peristromal (zona em anel). Particulas ODV maduras sdo ocluidas dentro de uma matriz
paracristalina primariamente composta da proteina viral poliedrina, no caso dos NPV

(Volkman, 1983; Billimoria, 1991).
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Figura 5: Ilustracdo do processo temporal de formagdo das particulas virais. (Fonte: Castro e
Souza, 2006).

A fase tardia pode ser dividida em duas classes: tardia e muito tardia. Essas fases
coincidem com a produ¢do das formas virais (BV e ODV). Genes codificadores de
proteinas estruturais do nucleocapsideo sdo abundantemente transcritos na fase tardia,
enquanto genes que codificam polipeptideos relacionados aos corpos de oclusdo tém sua
transcricdo mais intensa na fase muito tardia (Lu e Miller, 1997).

Os niveis de mRNA de genes da fase tardia diminuem no decorrer de 18hpi.,
enquanto hd uma notavel expressdo dos genes da fase muito tardia. Os transcritos de
genes dessas classes iniciam dentro da seqiiéncia (A/G/T) TAAG. Esse motivo
tetranucleotidico ¢ absolutamente essencial para a atividade promotora desses genes
(Blissard e Rhormann, 1990; O’Reilly et al., 1992; McLachlin e Miller, 1994; Lu e

Miller, 1997).
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Dois genes pertencentes as fases tardia e muito tardia sdo: pl0 e polh,
respectivamente. Esses genes estdo envolvidos no processo de oclusdo das particulas
virais € por possuirem promotores muito fortes e ndo serem essenciais para a
propagacdo do virus in vitro, tém sido escolhidos para clonagem e expressdo de genes

heterdlogos.

1.4. Genes pif (per os infectivity factor)

1.4.1. Estrutura dos Genes pif (per os infectivity factor) e Proteinas PIF

Os genes pif tém sido atualmente identificados como fatores essenciais na
infec¢do oral da larva hospedeira. As proteinas PIF sdo exclusivas do fen6tipo ODV,
localizadas na fragdo do envelope e estdo relacionadas a eventos iniciais da infecgao
como o processo de ligagdo e entrada da particula viral nas células colunares do
intestino médio da lagarta. Trés genes pertencentes a familia pif, denominados pif-1,
pif-2 e pif-3 ja foram identificados em Spodoptera littoralis NPV (SpliNPV) (Kikhno et
al., 2002), Spodoptera exigua MNPV (SeMNPV) (Pijlman et al., 2003) e Autographa
californica MNPV (AcMNPV) (Ohkawa et al., 2005), respectivamente, além do gene
p74, que foi o primeiro a ser relatado em estudos de infec¢do com o baculovirus
AcMNPV (Kuzio et al., 1989). O p74 tem sido considerado um gene da familia pif uma
vez que ¢ também essencial para a infectividade por via oral do inseto.

Esses genes sdo expressos em eventos tardios da infec¢do e seus produtos estido
presentes em quantidades muito baixas. Gutiérrez ef al. (2004) verificaram que o gene
pif-1 de Spodoptera littoralis nucleopolyhedrovirus (SpliNPV) possui uma unidade de

transcricdo complexa, onde cerca de seis RNA mensageiros sdo sintetizados. A
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quantidade desses mensageiros ¢ cerca de 300 vezes mais baixa em relacdo aos
transcritos de outros genes como o da poliedrina, tendo como conseqiiéncia a baixa
quantidade expressa dessa proteina. Observaram também que a transcri¢do de pif-1
parece ser regulada por uma regido promotora curta e esta pode ser regulada por uma
sobreposi¢cdo de multiplos mensageiros.

As pequenas amostras de PIF podem ser suficientes para a producdo da infecgdo
por via oral, tendo em vista que sua regido promotora pode ser reduzida ao maximo sem
que ocorram mudancas no nivel de transcritos. O baixo grau de expressdo e a presenga
de gendtipos com auséncia deste gene indica que pif pode ser regulado dentro de certos
limites a niveis transcricionais e a nivel de populagdo viral (Simoén ef al., 2004).

O motivo (A/G/T) TAAG € encontrado em promotores de genes expressos na
fase tardia da infec¢do e esta presente nos genes pif. Esse motivo ¢ essencial para obter
a expressdo suficiente da proteina PIF, ja que na ocorréncia de inversdo de alguma base
na regido ndo varidvel desse motivo verifica-se a ndo formagdo da progénie viral
infecciosa por via oral. TAAG estd presente nas regides promotoras de todos os
baculovirus seqiienciados e parece ser o unico elemento o qual € conservado na regido
promotora de pif como ¢ o caso de outros genes da fase tardia de baculovirus (Gutiérrez
et al., 2004; Simon et al., 2005a).

As proteinas PIF possuem seqiiéncias N-terminal hidrofobicas ricas em valinas,
isoleucinas e leucinas. Outras proteinas do envelope ODV (ODV-E66 e ODV-E25)
também possuem seqii€ncias similares e sdo muito conservadas em todos os baculovirus
ja seqiienciados. A seqiiéncia hidrofébica N-terminal de PIF atua como peptideo sinal,
essencial para o trafego de proteinas ao nucleo, sugerindo que pode ser secretada ou
localizada na membrana. Ensaios de competi¢cdo implicaram que as proteinas P74, PIF-

1 e PIF-2 podem funcionar como proteinas anexadas para a ligagdo do ODV as células
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alvo no intestino médio. A proteina PIF-3 media outro evento ainda nao identificado
embora importante durante o inicio da infec¢do primaria (Kikhno et al., 2002; Pijlman
et al.,2003; Fang et al., 2006; Li et al., 2007).

Na proteina PIF-1 do baculovirus SpliMNPV, Kikhno et al. (2002) nio
detectaram nenhum tipo de glicosila¢do sugerindo que essa proteina ndo entra no limen
do reticulo endoplasmatico, confirmando que o dominio hidrofébico N-terminal pode
atuar como uma seqiiéncia de ancoramento na membrana. Relataram ainda que a
remocdo da proteina da membrana celular foi muito dificil, e essa observagdo sugere
que esse ancoramento pode ser do tipo lipidico.

P74 e PIF podem interagir para ativar a entrada do virus nas células pelo contato
direto ou pela atuagdo em cascata nos passos de ligacdo e fusdo propostos por Horton e
Burand (1993). Em resumo, PIF parece ser uma proteina requerida entre a ligacdo de
ODV as células do intestino médio e o inicio da replicagio de DNA do virus com a

subseqiiente produ¢do da progénie de BV (Kikhno et al., 2002).

1.4.2. Efeitos da Delecio de Genes pif

A delecdo de alguns dos genes pif reduz dramaticamente as chances do virus em
infectar seu hospedeiro e de se espalhar na natureza, podendo bloquear sua transmissao.
A interrup¢do dos genes pif implica na ndo liberacdo do nucleocapsideo do envelope
ODV, impedindo a replicagdo do virus em qualquer célula (Gutiérrez et al., 2005).
Kikhno et al. (2002) estudaram um mutante de SpliNPV apresentando uma dele¢do que
compreendia toda a ORF do gene pif. Esse virus foi incapaz de infectar a larva por via
oral, porém em cultura de células o virus foi capaz de estabelecer a infec¢do com

formacao de poliedro. Esse virus também foi incapaz de realizar recombina¢do quando
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na presenca de um plasmideo contendo a seqiiéncia de pif, porém os ODV produzidos
continham a proteina devido ao seqliestro desta, mas no DNA do virus mutante ndo
houve detec¢do do gene.

Lauzon et al. (2005) seqiienciaram o genoma completo do virus defectivo
Choristoneura fumiferana defective nuclepolyhedrovirus (CfDefNPV), que sé consegue
infectar a lagarta por via oral na presenca do virus completo Choristoneura fumiferana
nucleopolyhedrovirus (CfMNPV), ou se injetados na hemocele da lagarta. Entretanto,
no genoma desse virus defectivo os genes pif estdo presentes. Todas as proteinas
homoélogas de PIF possuem 19 cisteinas conservadas e o virus CfDefNPV possui o
ultimo aminodcido cisteina diferente das demais homologas, sugerindo que essa
caracteristica possa alterar a formacdo de pontes dissulfidicas e o dobramento da
proteina PIF. Embora a proteina PIF-2 neste virus tenha mostrado homologia com as
demais ja estudadas, ha uma inversdo envolvendo a ORF correspondente ao gene pif-2
em relagdo aos demais genomas dos NPV do grupo I. Porém, no se sabe se isto de
alguma forma pode afetar a expressdo de pif-2. Esses estudos apenas salientam a
importancia desses genes para o estabelecimento da infec¢do oral pela rota natural dos
baculovirus em seus hospedeiros.

Com base nos estudos de delecdo de genes de viruléncia, tecnologias baseadas
em sistemas de expressdo em baculovirus estdo promovendo a bioseguranga desses
vetores através da delecdo dos genes de infecgdo per os (Gutiérrez et al., 2005). Estudos
feitos com o virus AcMNPV com delecdo do gene pif-1 (Gutiérrez et al., 2005)
demonstraram que ndo houve infec¢do oral dos hospedeiros por esse baculovirus e
durante a infec¢do na presenca do gendtipo do tipo selvagem, também ndo houve
infec¢do pelo recombinante. Além disso, o virus com o pif-/ deletado e com insercdo de

uma proteina heteréloga (CAT) demonstrou expressdo maior da proteina em relagdo ao
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virus recombinante com o gene pif-/ integro. Apesar da delecdo dos genes pif dificultar
o estabelecimento da infec¢do do hospedeiro pelo virus, a constru¢do destes
recombinantes pode representar uma medida de seguranca ambiental. Isso serviria para
minimizar a possivel dispersdo de genes na natureza e a infeccdo de hospedeiros nao-

alvo pelo virus recombinante.

1.5. Variantes Genotipicos em Populacdes de Baculovirus

Os baculovirus, na natureza, possuem em seus corpos de oclusio (OB) particulas
ODV que abrigam diversos nucleocapsideos por envelope. Essa estrutura de
envelopamento das particulas virais permite ao virus abrigar uma extensa variabilidade
de gendtipos em somente um corpo de oclusdo. A infeccdo de uma célula hospedeira
decorrente de gendtipos distintos resulta em uma mistura de genomas caracteristica dos
baculovirus em campo. A forga que mantém essa diversidade pode incluir varios
componentes principalmente recombinacdo entre diferentes genotipos e interagdes
dentro do hospedeiro entre genomas parasitas competidores (Lopez-Ferber ef al., 2003).

Essa heterogeneidade pode decorrer da infec¢do por multiplos genotipos ou pode
ser gerada durante o ciclo de infeccdo através de mutagdes pontuais, duplicacdo de
genes, e insercdes ou dele¢cdes no DNA (revisado por Cory e Myers, 2003). Isso ocorre
com freqiiéncia nas populag¢des de virus, principalmente em baculovirus do género NPV
e em conseqiiéncia disso ¢ comum encontrar mutantes surgidos espontaneamente. Esses
gendtipos individuais podem diferir entre si quanto a viruléncia ou patogenicidade,
embora se saiba que cada gendtipo € capaz de se replicar e ser transmitido de forma
independente. Entretanto, esses mutantes podem sofrer dele¢des de parte de seu genoma

ou apenas em genes essenciais para a replicacdo viral ou para o estabelecimento da
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infec¢do oral, impedindo sua entrada inicial na célula e a replicagdo individual dentro do
hospedeiro por falta de proteinas especificas (Lopez-Ferber et al., 2003; Simén et al.,
2005b; Simén et al., 2006).

Apesar da falta de estruturas essenciais para o estabelecimento da infecgdo
primaria, esses variantes prevalecem na populacdo através da co-infeccdo de células
infectadas por genoétipos completos (conhecidos como /helpers) contidos na mistura de
nucleocapsideos do envelope ODV. O mutante defectivo entdo atua como um parasita
utilizando produtos transcritos do gendtipo completo tais como proteinas estruturais,
enzimas ou fatores de regulacdo, compensando a auséncia desses genes. A vantagem
seletiva desses variantes ¢ uma replicacdo mais rapida em relagdo ao gendtipo completo,
entretanto eles ndo podem se replicar sem a ajuda do genotipo helper (Simén et al.,
20006).

Lopez-Ferber et al. (2003) identificaram dentro de uma populacdo de
baculovirus de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus uma mistura de
gendtipos na qual havia alguns desses variantes defectivos. Observaram também que
esses mutantes sozinhos ndo eram capazes de infectar a larva por via oral, entretanto
quando eram injetados dentro da hemocele da lagarta ou misturados com variantes
completos conseguiam estabelecer a infec¢do. Contrarios a corrente teorica, Lopez-
Ferber et al. verificaram que dentro da populagdo de baculovirus SETMNPYV as interagdes
entre gendtipos defectivos misturados com gendtipos completos resultam em um
aumento da patogenicidade da populacdo do tipo selvagem, quando comparado ao
genotipo completo sozinho. Simén ef al. (2005b) acrescentam que os baculovirus
exibem um alto grau de heterogeneidade genética e o fato da minoria dos gendtipos
defectivos ndo ser eliminada por completo da populacdo sugere que esta

heterogeneidade ¢ importante para a sobrevivéncia do virus. Essa diversidade genética,
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encontrada em isolados do campo confere ao virus um melhor desempenho para o
biocontrole de pragas em relacdo aos isolados com baixa heterogeneidade (Simoén et al.,
2004).

Os variantes genotipicos, embora muito relacionados entre si, podem ser
distinguidos uns dos outros pelo polimorfismo apresentado nas diferengas de tamanho
de seus fragmentos de restrigdo ou por alteragdes em suas regides genomicas como
adicoes, delecdes ou duplicacdes de bases nucleotidicas. Essa alta prevaléncia de
recombinacdo, comum aos baculovirus, junto com o envelopamento de multiplos
gendtipos em um Unico virion, podem ser consideradas estratégias evoluciondrias
garantindo a preservacdo de altos niveis de variabilidade genética em populacdes de
NPV (Simon et al., 2004).

Algumas vezes as delecdes podem afetar genes importantes a viruléncia de um
determinado fendtipo viral. Isso explica o fato de gendtipos defectivos selecionados, na
maioria das vezes, apresentarem baixa ou nenhuma infec¢do quando isolados, porém
suas particulas BV, uma vez na hemolinfa, causam infec¢@o. A auséncia da infec¢do por
via oral desses gendtipos defectivos esta entdo associada aos genes pif que sdo

essenciais para o estabelecimento da infec¢do primdria da larva hospedeira.

1.6. Aplicacdes Tecnoldogicas dos Baculovirus

Um maior conhecimento sobre a gendmica do baculovirus permitiu a sua
manipulagdo genética. O virus AcMNPV tem sido usado como vetor de expressdo

devido a sua capacidade de infectar uma variedade de espécies hospedeiras (Miller,
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1997). O fato dos baculovirus produzirem uma quantidade alta da proteina poliedrina
durante a sua infec¢do foi um condicionante fundamental para o desenvolvimento de
vetores de expressdo. Além disso, o fato do virus ndo necessitar desse gene para se
replicar em cultura de células, abriu espaco para que genes de interesse fossem inseridos
no /ocus do gene polh e conseqiientemente levasse a producdo de proteinas heterdlogas
(Jarvis, 1997).

Um dos objetivos no emprego de sistemas de expressio ¢ a producdo de
proteinas em grandes quantidades e a custos baixos. Sistemas baseados em bactérias,
embora sejam mais economicos em relagdo ao com uso de células de insetos, possuem
um custo elevado quando relacionado ao processo de purificacdo da proteina. Sistemas
baseados em leveduras realizam mudancas pos-traducionais ndo desejaveis modificando
a proteina de interesse ou tornando-a imunogénica. Em sistemas baseados em células de
mamiferos, o processamento da proteina ocorre de uma maneira adequada, porém os
custos para a manuten¢do dessas células em cultura sdo muito elevados (Montor e
Sogayar, 2003).

Uma das principais caracteristicas do sistema de expressdo baseado em
baculovirus ¢ a capacidade apresentada pelas células de inseto, por serem células de
eucariotos superiores, de promover alteracdes pos-traducionais nas proteinas produzidas
adequadas ao ambiente eucaridtico. Dentre as vantagens da utilizacdo de baculovirus
como vetor de expressdo, estd a capacidade de inser¢do de grandes fragmentos de DNA.
Além disso, esse sistema pode oferecer um alto nivel de produgdo da proteina de
interesse, uma vez que o gene heterologo permanece sob o comando de um promotor
viral forte; facilidade na producdo e purificagdo da proteina heterdloga através do
sobrenadante celular (proteinas secretaveis) ou extrato celular (proteinas ndo -

secretaveis); e obtencdo de uma proteina funcionalmente ativa, uma vez que as
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modificagdes pods-traducionais, atividade bioldgica e estabilidade protéica se
assemelham ao natural da proteina de interesse (Philipps ef al., 2004).

O sistema de expressdo baseado em baculovirus fornece um ambiente
apropriado para a sintese protéica oferecendo condigdes para o dobramento adequado da
proteina, formacdo de pontes dissulfidicas, oligomerizagdo e modificacdes pos-
traducionais similares as produzidas em células de mamiferos (O’Reilly et al., 1992).

Muitas técnicas t€ém permitido o uso de genes marcadores para a identificacdo de
baculovirus recombinantes. A proteina GFP (green fluorescent protein) tem aprimorado
a selecdo desses recombinantes (Grasella ez al., 2000; Philipps et al., 2004). GFP ¢ uma
proteina de 238 aminoécidos com peso molecular de 25kDa (Prasher ef al., 1992). Foi
isolada da agua-viva bioluminescente Acquorea victoria ¢ o croméforo formado por
residuos de aminoacidos modificados absorve a luz UV em 395nm, emite uma intensa
fluorescéncia verde com um pico de 509nm (Cody et al., 1993). A proteina GFP nao
necessita de nenhum co-fator, é espécie-independente e pode ser visualizada em tecidos
vivos. Esta proteina vem sendo utilizada para localizacdo e purificagdo protéica, estudo
de interacdo entre proteinas, monitoramento e visualizacdo de infeccdo por baculovirus
(Barret et al., 1998; Cha e Bentley, 2007).

A obten¢do de baculovirus recombinantes com a insercdo de genes marcadores
pode ser feita a partir da estratégia de recombinag¢do homologa. Como em baculovirus
recombinacdes, mutagdes e transposicdes sdo ocorréncias comuns, torna-se facil a
insercdo de genes em regides pré-determinadas no genoma viral. A recombinagdo
homodloga in vitro baseia-se na troca entre 0 DNA genomico do virus e um plasmideo
contendo um gene marcador flanqueado pelas seqiiéncias homdlogas ao gene alvo
(Kamita et al., 2003). Essa técnica também ¢ muito utilizada para realiza¢do de dele¢do

de genes alvo (Figura 6), através da recombina¢do com plasmideos contendo genes
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marcadores. Pijlman et al. (2003) construiram diversos baculovirus recombinantes com

delecdes em varias ORF para a identificacdo e o estudo do gene pif-2.
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Figura 6: Ilustragdo do processo de delecdo de um gene de interesse através do processo de
recombina¢do homoéloga. A recombinagdo ocorre entre 0 DNA viral e o plasmideo contendo o
gene marcador flanqueado pelas seqiiéncias homdlogas do gene de interesse.

Outras novas tecnologias de constru¢do de baculovirus recombinantes tém sido
desenvolvidas. Uma delas € o sistema de transposi¢do bacteriano in vivo descrito pela
primeira vez por Luckow ef al. (1993). Essa técnica € comercialmente conhecida como
sistema de expressdo Bac-To-Bac™ (Kost ef al., 2005) e ¢ baseada na transposi¢do de

um fragmento de DNA dentro do genoma. Essa transposi¢do ¢ promovida por enzimas
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denominadas transposases € um cassete de expressao ¢ inserido dentro de um vetor com
genoma baculoviral (bacmideo) e pode ser propagado em células bacterianas de E. coli.
Com isso um bacmideo recombinante pode ser selecionado, isolado e transfectado em
cultura de células de insetos para produzir baculovirus recombinantes.

Em cultura de células os BV de baculovirus sdo capazes de infectar uma
variedade de linhagens celulares, ndo somente as derivadas de seus insetos hospedeiros,
mas linhagens de outras espécies de insetos como também de penetrar em células de
mamiferos (Clem, 2005). Portanto, além de sua utilizagdo como vetor de expressio,
baculovirus podem ser usados como vetores de terapia génica em células humanas
(Kenoutis et al., 2006; Kost et al., 2005). Estudos tém sido realizados com o protdtipo
viral AcMNPV como veiculo de liberagdo de genes exdgenos em linhagens celulares do
figado, dos rins e células neurais (Hofmann et al., 1995; Shoji et al., 1997; Condreay et
al., 1999; Liang et al., 2004). Os baculovirus apresentam vantagens como vetores de
liberagdo génica em células de mamiferos devido a sua inabilidade de replica¢do nessas
células, capacidade de sustentar grandes insercdes de DNA exdgeno, aparente auséncia
de citotoxicidade e habilidade de ligagdo a diferentes tipos celulares (Kost et al., 2005;

Kenoutis et al., 2006).

1.7. Uso de Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPYV) como inseticida bioldgico

Os baculovirus constituem importantes agentes naturais de controle de pragas
agricolas. Sua utilizacdo segura como inseticidas bioldgicos e perspectivas futuras foi
revisada recentemente por Souza et al. (2004 e 2007). O inseto-praga Anticarsia
gemmatalis (Figura 7), conhecido como lagarta da soja, causa danos as plantacdes de

soja na América Latina e no sudeste dos Estados Unidos. Ha mais de duas décadas um
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Baculovirus patogénico a este inseto, denominado Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), tem sido aplicado para controle da praga com
significantes beneficios econdmicos e ecologicos. Assim, esse virus tornou-se um
modelo para uso em programas de controle biol6gico ou mesmo para controle integrado
de pragas.

Com o crescente uso do virus AgMNPV como bioinseticida e a conseqiiente
necessidade do desenvolvimento de estudos sobre esse virus, um clone viral foi
purificado (AgMNPV-clone 2D) (Maruniak, 1989; Maruniak et al., 1999) a partir de
isolados coletados no campo, caracterizado e recentemente foi feita a determinagio da

seqiiéncia nucleotidica de seu genoma com 132.239pb (Oliveira et al., 2006).

Figura 7: Inseto-praga desfolhador da soja, Anticarsia gemmatalis. (A) Larvas (Barbara, 2000);
(B) inseto adulto. (Fonte: www.gaipm.org).

De acordo com Moscardi (1999), o uso do baculovirus como agente pesticida ¢
vantajoso pela possibilidade de sua producdo em larga escala no campo, por custos
baixos em relagdo aos pesticidas quimicos, pela grande capacidade de recuperacdo da
soja a desfolha e pela ndo ocorréncia simultdnea de outras pragas importantes na

cultura. A economia anual, com base na area de soja total tratada com virus, ¢ acima de
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onze milhdes de dolares. Além disso, desde o inicio do programa, dezessete milhdes de
litros de inseticidas quimicos deixaram de ser aplicados no campo, trazendo um
considerdvel beneficio ambiental (Moscardi et al., 2002).

Um programa Piloto para a aplicagdo de baculovirus para controle da lagarta da
soja foi implementado, no inicio da década de 80, pela Embrapa Soja (Londrina, PR). O
virus comegou a ser obtido por multiplicacio em lagartas em casas de vegetagdo e
campos de soja. As etapas de producdo, implementacdo e a evolu¢do do uso de
AgMNPYV no Brasil estdo descritas em detalhes por Moscardi et al. (2002). Em meados
da década de 90, o emprego do bioinseticida Baculovirus anticarsia atingiu, de forma
notavel, um milhdo de hectares.

A partir de 1999, a producdo no campo ndo foi suficiente para atender a
demanda que chegou a atingir dois milhdes de hectares. Entretanto, recentemente houve
um decréscimo pela demanda do bioinseticida para cerca de 1,2 milhdes de hectares
(Moscardi, comunicagdo pessoal). No entanto, o uso do baculovirus anticarsia como
bioinseticida continua a ser o maior programa do mundo com pesticida viral e serve de
exemplo para a implementac¢do de programas a base de virus para o controle de outras

pragas agricolas.
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2. Objetivos

Embora os genes pif pertencam ao nucleo dos 29 genes presentes nos
Nucleopolyhedrovirus ja seqiienciados (Herniou et al., 2004; Lauzon et al., 2005),
somente recentemente eles tiveram sua funcdo determinada por estarem presentes nas
particulas ODV e serem essenciais para infec¢do per os do inseto (Kikhno et al., 2002;
Pijlman et al., 2003, Simoén et al., 2004; Ohkawa et al., 2005).

O estudo de genes de viruléncia ¢ de grande interesse para a construgdo de
bioinseticidas com caracteristicas de patogenicidade melhoradas.

Nesse contexto o maior conhecimento sobre os genes pif podera ser utilizado em
estratégias visando aumentar a mortalidade do inseto alvo como também ampliar o
espectro de hospedeiros. Devido a grande amplitude no uso do bioinseticida
Baculovirus anticarsia para controle da lagarta da soja, os genes pif de Anticarsia
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus serdo estudados. Recentemente foi feito o
seqiienciamento completo do genoma do virus AgMNPV (Oliveira ef al., 2006) sendo a

presenca dos genes pif-1 e pif-2 confirmada na seqiiéncia do genoma.

Neste trabalho procurou-se investigar a presenca de mutantes defectivos
com alteracdes na regido dos genes essenciais para infeccio primaria, genes pif, em
uma populacio heterogénea de AgMNPYV. Sob esse mesmo enfoque buscou-se

construir um baculovirus recombinante com interrupc¢io do gene pif-1.
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2.1. Objetivos Especificos

Purificar genétipos heterogéneos derivados do baculovirus de campo AgMNPV-
79;

Investigar a presenga/auséncia dos genes pif-1 e pif-2 na populagdo de clones
purificados;

Analisar a viruléncia dos gendtipos purificados;

Identificar a ORF relativa ao gene pif-3 e investigar sua presen¢a na populagio
viral

Construir um virus recombinante de AgMNPV com interrup¢do do gene pif-1

para analise de sua fungao
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3. Materiais e Métodos

3.1. Virus

Os virus utilizados foram:
AgMNPV-79  Isolado selvagem de Anticarsia gemmatalis multiple

nucleopolyhedrovirus cedido pelo Dr. Flavio Moscardi (Embrapa Soja, Londrina

~PR).

AgMNPV-2D  Clone viral isolado a partir do virus selvagem AgMNPV-79
pela técnica de plaque assay e fornecido pelo Dr. James Maruniak, University of

Florida-USA.

AgMNPV-Londrina _ Clones virais (AgL-06, AglL-16, Agl-34 e Agl-37)

derivados do isolado selvagem AgMNPV-79, purificados pela técnica de
plaque-assay (Sieburth e Maruniak, 1988) e cedidos pelo Dr. Flavio Moscardi

(Embrapa Soja, Londrina — PR).

3.2. Insetos

Foram utilizadas larvas de Anticarsia gemmatalis fornecidas pela Plataforma de

Cria¢do de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia-CENARGEN e

mantidas com dieta artificial (Greene et al., 1976 modificado por Hoffmann-Campo et

al., 1985) a temperatura ambiente (25°C).
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3.3. Linhagens Celulares de Insetos

A linhagem celular BTI-Tn-5B1-4 — High Five (Granados et al., 1994), derivada
de Trichoplusia ni, foi utilizada para amplificacdo de BV, infeccdo in vitro e purificacdo

de clones por dilui¢do serial.

3.4. Multiplicacao do Virus Selvagem AgMNPV-79 in vivo

Larvas de Anticarsia gemmatalis entre o 2° e 3° instares foram utilizadas para
amplificacdo e obtencdo de poliedros. Os ensaios foram feitos em copos plasticos de
50ml (esterilizados em fluxo laminar e luz UV) onde foram colocadas de duas a trés

lagartas por copo, com dieta artificial (~1cm’) para alimentagdo das larvas.

A essa dieta foram aplicados 100ul de poliedros (PIB) em H,O milliQ a uma
concentra¢do de 1x10” PIB/ml. Para controle negativo foram aplicados 100ul de H,O
milliQ sobre a dieta artificial, totalizando quatro copos controle e 20 copos para cada
clone viral. As lagartas foram mantidas em estufa, modelo 347-CDG (FANEM) —
B.0.D., a uma temperatura de 27°C, fotoperiodo de 14h e umidade relativa de 70%. As
lagartas foram monitoradas durante um periodo de sete dias, sendo coletadas apods a

morte e armazenadas a -20°C.

3.5. Coleta de Hemolinfa de Lagartas Infectadas
Para a realizagdo desse procedimento, os ensaios foram conduzidos conforme
item 3.4, porém utilizando lagartas do 4°/5° instar. Apds quatro dias da inoculagdo, as
lagartas com sinais de infeccdo foram anestesiadas (em gelo por cerca de 2min) e

tiveram seu ultimo par de patas cortado com tesoura cirurgica.
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A cada 500ul de hemolinfa coletada foram adicionados 450ul de meio TNMFH
(Hink, 1970) sem soro e 50ul da solucdo de cisteina 0,1M para impedir a oxidagdo do
material. O material foi esterilizado por filtragem utilizando filtro Millipore 0,45um e

estocado a -20°C.

3.6. Purificacio de Clones de AgMNPV-79 por Diluicido Serial

Para a obtengdo de clones virais puros foi utilizada a técnica de diluigcdo serial
modificada de O’Reilly ef al (1992), a partir da hemolinfa da lagarta de A. gemmatalis
infectada com o isolado selvagem AgMNPV-79. Inicialmente, a hemolinfa contendo
BV do virus foi submetida a um série de dilui¢des utilizando-se placas de cultura (24
pocos). Em cada pogo foram colocados 150ul de meio TNMFH completo e 16,6ul do
virus que foram sendo passados de um poco para o outro, obtendo diluigdes seriais de
10" a 10®. As células foram contadas com a ajuda de um hemacitometro e foram
diluidas (1x10°células/ml) em meio TNMFH complementado com soro bovino fetal
estéril (GIBCO BRL) inativado a 60°C/30 min., livre de micoplasma, em uma
concentracdo final de 10% e com adicdo de antibidtico e antimicdtico (GIBCO BRL).
Aos pocos com as diluigdes do virus foram acrescentados 1350ul da suspensdo de
células sendo homogeneizadas e transferidas para placas de cultura com 96 pocos
iniciando com a dilui¢do viral mais baixa (10™). Apds quatro dias de infec¢do os pogos
foram visualizados sob microscopio de luz e onde havia pelo menos uma a duas células
com poliedros em seu interior o sobrenadante foi coletado. Para cada pogo coletado

foram feitas mais duas dilui¢des seriais em triplicata até os clones serem purificados.
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3.7. Multiplica¢io de Clones Virais in vitro

Os budded virus (BV) de cada clone viral foram amplificados em cultura de
células Tn-5BI-4 (High five) de acordo com O’Reilly et al, 1992. As células foram
crescidas em frascos T-25 (Cornning) com meio TNMFH completo a uma concentragao
de 1x10° células/frasco. O sobrenadante foi retirado e Iml de hemolinfa diluida 1:8
(hemolinfa : meio/cisteina) foi adicionado ficando em contato com as células por uma
hora com agitacdo leve de 10 em 10 min. Apods o periodo de adsor¢do, o inoculo foi
retirado e foi acrescentado meio TNMFH completo e as células foram incubadas em
estufa (Stabil-Therm  Blue M) a 27°C. As células foram coletadas com 72h pods-
infec¢do por centrifugacdo a 3000rpm/5 min./4°C (centrifuga IEC Centra® MP4Rpor).

O precipitado celular foi armazenado a -20°C e o sobrenadante a 4°C.

3.8. Infeccao de Lagartas por BV - Injecao Intrahemocélica

Para esse experimento foram utilizados os BV dos sobrenadantes das células
infectadas com cada clone viral. Para os controles foi utilizada inje¢do de H,O destilada.
Foram utilizados copos plasticos de 50ml com dieta artificial (~3cm®) para alimentagio
das larvas (4°/5° instar). As lagartas foram infectadas com cerca de 10ul do virus por
meio de inje¢do direta na hemocele, utilizando-se uma micro-seringa com agulha de
8mm x 0,3mm. Apoés inje¢do, as lagartas foram mantidas em incubadora e monitoradas
durante um periodo de cinco dias até¢ a morte, onde foram coletadas e armazenadas a

-20°C.
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3.9. Purificacao Parcial de Particulas Virais

A purificagdo parcial de poliedros foi feita seguindo o protocolo de Maruniak,
1986. Inicialmente, a partir das lagartas infectadas por BV dos clones e do isolado
selvagem, foi obtido um macerado com tampdo de homogeneizacdo (Acido ascérbico
1%; SDS 2%; Tris-HCI 0,01M, pH 7,8; EDTA 0,001M). Em seguida, o macerado foi
filtrado em gaze e o liquido obtido foi submetido a uma centrifugag¢do de 10000 e outra
de 12000 rpm (Sorvall - rotor SS 34), onde o sobrenadante obtido em cada etapa foi
descartado e o precipitado ressuspenso em Sml de tampao TE (Tris-HCl 10mM, pH 8,0;
EDTA ImM pH 8,0). Ao final, os poliedros semi-purificados foram ressuspendidos em

H,O milliQ e armazenados a -20°C.

3.10. Extracao de DNA de Virus Nao Ocluidos (BV)

Para extracdo de DNA a partir dos BV estocados das multiplicacdes virais em
cultura de células, foram utilizados 30ml dos sobrenadantes de cada clone viral e do
isolado selvagem de acordo com os protocolos descritos por O’Reilly et al, 1992. Os
sobrenadantes foram colocados em tubos de centrifuga de 30ml e no fundo de cada tubo
foram aplicados 3 ml de sacarose 25% (Sacarose 25g; NaCl SmM; EDTA 10mM). Os
tubos foram submetidos a ultracentrifugacio (SORVAL rotor SW28) a
24000rpm/4°C/75min. Ao sedimento foram acrescentados 200ul de tampdo de
disrupgdo (Tris HCI 10mM, pH 7,6; EDTA 10mM, pH 8,0; SDS 0,25%) e 25ul de
proteinase K (20mg/ml), deixando as amostras a 37°C/14h. Para extragdo do DNA, as
amostras foram submetidas a ciclos de extragdo com fenol, fenol : cloroférmio : alcool
isoamilico (25:24:1) e cloroférmio : &lcool isoamilico (24:1). Para precipitagdo foi
usado etanol absoluto (2,5x do volume da amostra) e 10% de NaAc (3M; pH 5,2),

ficando a -20°C/14h. As amostras foram submetidas a centrifugagdo por 12000rpm/30
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min., lavadas com etanol 70% e o DNA resuspendido em 20ul de tampdo TE e

armazenado a 4°C.

3.11. PCR dos Genes pif-1 e pif-2 a partir de DNA Viral
Os oligonucleotideos (primers) foram desenhados com base na seqiiéncia
gendmica do virus AgMNPV-2D (Oliveira et al, 2006) disponivel no site

www.ncbi.nlm.nih.gov (DQ813662 — GenBank) e foram sintetizados pela Invitrogen

(Tabela 1).

Tabela 11: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos genes pif-1 e pif-
2, ¢ a localizag¢do desses e dos respectivos genes no genoma do baculovirus AgMNPV-2D
(Oliveira et al., 2006).

Gene Nome e posicao*

AgMNPV-2D (tamanho) (nt) Seqiiéncia (5°>3’)
ORF agl17 . AgMNPV-pIfl-3'F 1oy AGA.ATG.TAC.CCT.GAA.G
(99.551>101.146 (115’?9’2; b Angf?lf\'f’_‘;%_ =
nt) 101453 CTC.CAC.TAC.TTG.AGC.CAC
ORF agl2 if2 AgMI\EgZéE;Vdpifz CGT.GTT.TAC.GCA.TTC.AAC
(8.381<9.529 nt) (1148pb) Ang\g X‘;;“piﬂ CAT.CAA.GCT.TAT.CAG.CAC

* Posi¢do do primer relativa ao primeiro nucleotideo da seqiiéncia.

Foram desenhados primers externos a regido do gene pif-1. Ja para os genes pif
-2 os primers foram desenhados internamente aos genes. Para multiplicar a regido
codificadora dos genes utilizou-se a técnica “Polymerase Chain Reaction” (PCR). Os
sistemas foram feitos com H,O milliQ estéril, contendo as concentragdes finais de: 20
ng de DNA molde dos clones virais, 0,4uM de cada primer, 0,1 mM de cada dNTP,
0,02mM de MgCl,, 5U da enzima Tag Polimerase (PHT) e 1X do tampao
correspondente a enzima em um volume final de 50ul. Os programas para amplifica¢do

dos fragmentos de DNA foram realizados de acordo com Tabela 2.
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Tabela 12: Programas de PCR para a amplificacdo de fragmentos de DNA dos genes pif de

AgMNPV,
Prosrama* Desnaturacao Anelamento Polimerizacio Ciclos ::nel:}:(l;g
g Imin. °C)  1min. (°C) ©C) P
(pb)
PIF-1 55° 2116
94° 72%1min. 30
PIF-2 51° 896

* Todos os programas de PCR iniciaram com uma temperatura de 94°C/3min e terminaram a 72°C/10min.

3.12. Eletroforese em Gel de Agarose

Os géis foram preparados em uma concentragdo de 0,8% de agarose em tampao
de corrida TAE 1X (Tris-Acetato 0,04M e EDTA 0,01M) contendo brometo de etideo
0,3 pg/ml de acordo com Sambrook ef al., 1989. As amostras com tampao de amostra
para DNA (azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol 0,25%; ficoll 15%) em uma
concentracdo final de 1X foram colocadas nos pogos e submetidas a eletroforese com

voltagem constante de 80V. Os géis foram visualizados sob luz UV e fotografados.

3.13. Ensaios de Viruléncia com Larvas de Anticarsia gemmatalis

Para realizagdo dos ensaios de viruléncia, poliedros derivados de larvas
infectadas com os clones virais foram purificados de acordo com o item 3.9. Os
bioensaios foram feitos com o virus selvagem AgMNPV-79, o clone viral AgMNPV-
2D, os clones purificados por plaque assay (AgL-06, Agl-16, Agl-34 ¢ Agl.-37) e com
quatro clones selecionados por dilui¢do serial. Para facilitar a realiza¢do dos bioensaios
esses clones foram divididos em 2 grupos, Grupo A e Grupo B, respectivamente.

Larvas de Anticarsia gemmatalis entre o 2° e 3° instares foram utilizadas para a
realizacdo do ensaio de viruléncia. Foram utilizados seis tratamentos, com duas

repeticdes para cada clone viral, nas seguintes concentragdes, com fator de dilui¢do 3X:
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4,8x10% 1,6x10% 5,4x10°%; 1,8x10% 6,0x10? e 2,0x10°0OB/ml. Cada tratamento consistiu
de 60 larvas, sendo distribuidas trés larvas por copo de 50ml contendo 5ml de dieta
artificial preparada sem conservantes e com adi¢do da dilui¢do viral. Nos controles ndo
houve incorporag@o de virus na dieta. As larvas foram mantidas em incubadora B.O.D.,
com temperatura entre 27°C a 28°C e fotoperiodo de 14h. Para avaliagdo da
mortalidade, foram feitas observacoes diarias das larvas, a partir do quarto dia apds a
inoculagdo até o estagio de pupa. Ao final dos bioensaios os dados foram analisados
pelo programa MicroProbit 3.0 (anélise de Probit — Finney, 1978) para determinacio da
CLs, — concentragdo letal média (concentracdo de virus capaz de matar 50% dos insetos
testados em bioensaio) e da TLsy — tempo letal médio (tempo que leva para o virus
matar 50 % dos insetos testados em bioensaio). Outro pardmetro determinado foi o TM
— tempo médio de morte (média do tempo necessario para que os insetos testados em
um bioensaio morram) pela formula descrita por Morales et al. (2001), onde D ¢ o dia

de avalia¢do e N é o nimero de larvas mortas pelo virus nesse dia:

v~ (DIXND)+(D2xN2)+ (D3 x N3) + (D4 x N4)...(Dn x Nn)

Total de larvas mortas pelo virus

3.14. Analise de Restri¢ao dos Clones Virais

Amostras de DNA dos clones virais ¢ do isolado selvagem foram clivadas com
as enzimas de restricdo Psfl (Jena Bioscience) ¢ HindIIl (Pharmacia). O sistema de
digestdo consistiu de um volume final de 30ul contendo: 1ug de DNA, 3ul do tampdo

correspondente (10x) e 1l de enzima (10U). O sistema foi incubado por ~3h/37°C.
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3.15. Identificacdo da ORF do gene pif-3 de AgMNPV

Para identificag¢do da possivel ORF de AgMNPV correspondente ao gene pif-3, a
seqiiéncia elucidada recentemente (Ohkawa et al., 2005) do gene pif-3 (ORF 115) do
virus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (Ohkawa et al., 2005) foi

obtida no banco de dados do GenBank disponivel no site www.ncbi.nlm.nih.gov e

alinhada com o genoma do virus AgMNPV-2D utilizando o programa BLAST (Altschul
etal., 1997).
Foram desenhados primers internos, especificos a regido relativa ao gene pif-3

com base na seqiiéncia obtida no BLASTx (Tabela 3).

Tabela 13: Seqiiéncia dos primers utilizados para amplificacdo do gene pif-3 e a localizagéo
desses no genoma do baculovirus AgMNPV-2D (Oliveira et al., 2006).

Gene (tamanho) Nome e posi¢ao* (nt) Seqiiéncia (5’>3")
AgMNPV-Fwdpif3
Dif3 (98.057) AAC.AGCATC.TTG.TCG.TA
(611pb) AgMNPV-Revpif3

(98.528) TTG.ATC.GTG.TAC.GTT.TC

* Posi¢do do primer relativa ao primeiro nucleotideo da seqiiéncia.

Para amplificar a regido de pif-3 foi utilizada a técnica de PCR e reagdes como
descrito no item 3.11. O programa para amplificagdo do fragmento de DNA foi

realizado de acordo com Tabela 4.

Tabela 14: Programas de PCR para a amplificacdo do fragmento de DNA do gene pif-3 de
AgMNPV.

~ . N Tamanho
Programa* Desnaturacio Anelamento Polimerizaciao Ciclos esperado
Imin. (°C) 1min. (°C) ©0O)
(pb)
Pif-3 94° 48° 72°/1min. 30 488

* Todos os programas de PCR iniciaram com uma temperatura de 94°C/3min e terminaram a 72°C/10min.
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3.16. Construcio do Baculovirus Recombinante com Deleciao do
Gene pif-1

3.16.1. Bactérias
A linhagem mutante de E. col/i DH5a foi utilizada para transformagdo e

amplificacdo de plasmideos.

3.16.2. Plasmideos

O plasmideo pGEM®-TEasy Vector Systems (Promega) foi utilizado para
clonagem dos fragmentos a montante (upstream) e a jusante (downstream) ao gene pif-
1. Foi utilizado também o plasmideo pUC10GFP de onde foi liberado o gene reporter
gfp (green fluorescent protein) com o promotor constitutivo asp70 de D. melanogaster,

para inser¢do no pGEM durante o ensaio de delecdo (knock-out) (Tabela 5).

Tabela 15: Relacdo dos plasmideos construidos e utilizados para o ensaio de delecdo do gene pif-1.

, Plasmideos . -
Plasmideos (abreviaturas) Tamanho (pb) Construc¢ao plasmidial
pGEM-T Easy pGEM 3015 Plasmideo da Promega®.

Plasmideo cedido pelo Dr.
Bergmann Ribeiro com a
pUCI10GFP pUCGFP 6040 seqiiéncia do gene gfp ¢ com o
promotor constitutivo Asp70 de
D. melanogaster.

pGEM + regido a montante ao

PGEMUppif-1 pGEMUp 4570 gene pif-1 de AgMNPV-2D.
pGEM + regido a montante ao

pGEMUppif-1GFP pGEMUpGFP 6370 gene pif-1 de AgMNPV-2D +

promotor Asp70 e gene gfp.

s pGEM + regido a jusante ao

pGEMDwpif-1 pGEMDw 4646 sene pif-1 de AeMNPV-2D.
pGEM + regido a montante ao
pGEMUpGFPDwpif-l ~ pGEMUpGFPDw 8001 gene pif-I de AgMNPV-2D +

promotor Asp70 e gene gfp +
regido a jusante ao gene pif-1.
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3.16.3. PCR da regido a montante ao gene pif-1

Os primers para a regido a montante ao gene pif-/ (Figura 8) foram desenhados
com base na seqiiéncia gendmica do virus AgMNPV-2D (Oliveira et al., 2006)
disponivel no site www.ncbi.nlm.nih.gov (DQ813662 — GenBank) e foram sintetizados
pela Invitrogen. A regido amplificada pelo par de primer compreende a regido

promotora ao gene com ~1,5Kb.

Regidio amontante { Upsiream) ao gene pif-1

ACGCACAATCCA CA CCT OO TORCOTTOOAACACCARATCCATAGC A TATOCCOOCATOTTTGCCATOTCATTOTOCATAAACTOTTIOCACAA

ACTCARACOOICAMACOTACACOATCAATACAATACCCAACAAMA TTAATAACTOCCA TATOOTCOOCATACTTACTTTAAM TIGCACCTAGCATOTCOT
CTOAGOALACTOCAAAAGCCACACCCATOOAAAAATIOCTITIGAGCATAGAAAATCAACTTAAASTCAAMTATIATCASCTOOTAMARAACARCGAATT
GTTOOAMMAATACOTOCTOATOCTOSANG MOAAMACAAGCTAATTOAMSAATTOTACASCAATTTO TTOGAD GTTAA C GAACGOGCAGTOCNG TATC

COGCCAAMMITCACCAAACGCCAATGTTO TO TO TGOCG0GCG A TITAATTO TTTOO00GOC AT ACORGACA AL AN TECACTTALACALAATGAAADD
COAGTTGAC " GAICECO0000AGOTOO TCATTRACTCAS TOCICOCCAMCCOOCACOTOOACTICAACAATATIO TTAA TTACOTTOAAMCAOAATTTAA

GOACACCATGCOO TTACGCAACAAACTOCACTTOO TATTTOAGACTOAGGATOACICCATC AAAG TOOCOGOCATOTOC AMTCTTTATTOGOC AL AAAA

GAGCOGOCTOOOGATAAMACGOOTATATAACGCAGOGCTOACOGOTICTAGTCACTOG TCATO TOOT TAAC AFCOCACG TO TTO TACG TGCOCARDDTTOS
AMAATOTCTTOTAAMCCTACADARATACO TOO TCOTCOATCTATATCAATOCTOC AACOOASATTATTIOOCACTTTTOCTOOTATAA MM CARCATTACCA

TCATTOACTTAOAAOTOTTAGAAATIOTICAATAATOTACOCTOANSOMCATTAAMASATITOOOTOAAMAMATTTOTOTCATAATAAMATTIOTACAATOAN
TATITAAACAAAAMATAANGTOTTOCCOTTTOAATATOCTTAATOAAAAGOCCAAA TAMAACATACCAACTATTATITTAAAATOCAATARATACATTTAL
TATTATACATTOTT T TATTTATOOTAAGCAAAATG  TATTICCTOOCTITAATTICTCATT TTOTTOT TAATOO TOTIOGCCTOOG TCATIGCOTACOTIOOCT
TOATTOATO TGCACCATEAMACCO TGO TTACCCTATAACTTTO TITOACACAAGOGACO TGCCGCTAATAAAMCCACCTOG TOAAATTG TCATCOAGGOC
AATOCOCACTAATOCCACCOCACATTOACOOCO TOCACTACGCACSCADATIOCAACTCOTO TOOTO A MFIOCTACCCAATTOCCASCTO TTTOATO AMD

ACACOOTAOTOCAJATOCACOATECAANCIOTAACD MICAAMCOOTCACCATICAABCOOOTAAATCOTATIOTTIIOCOTIOOAOCICOAACTODCACT
TICOTCAATCCCAGTACOIGCOTOTOGCTECTTGCCAA AL CGGEA GHAKC’

*Primer s ACG.CAC AAT.CCACAC.CT (Dareto)

GCATCC CTT.TTG.GCAAGC A (Reverso com sine de BamHI)
** CTTCAC: Sites de Hincll
=0 ATCG: codon de imicio da transaicio

Figura 8: Seqiiéncia da regido a montante ao gene pif-1. llustracdo da localizagdo dos primers ¢
dos sitios de restri¢éio inseridos e presentes na seqiiéncia.

Para amplifica¢do da regido a montante ao gene pif-/ foi desenhado um par de
primers que abrangiam a regido a montante (upstream) ao gene de acordo com a Tabela
6. Os primers direto e reverso para a regido a montante do gene anelam-se a 1136pb
antes do codon de iniciagdo da transcricio (ATG) e 419pb apds o cddon,

respectivamente.
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Tabela 16: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificagdo da regido a montante
ao gene pif-1 e a localiza¢do no genoma do baculovirus AgMNPV-2D (Oliveira et al, 2006).

Nome e Sitios de
AgMNPV-2D Gene Posi¢ao* Seqiiéncia (5’>3") .~
(nf) Restricao
Regido a Uppif-Fw ACG.CAC.AAT.CCA.CAC.CT
ORF 117 montante (98.418) -1136nt** —
(9.351>101.14  (upstream) 5 iep GGATCC.GTT.TTG.GCA.AGC.A4
6nt) ao gellle pif- (99.954) 419nt** BamHI1

*Posic¢do do primer relativa ao primeiro nucleotideo da seqiiéncia.
**Posicdo do primer relativa ao codon (ATG) de iniciag@o da transcri¢do do gene.

O produto esperado da amplificacdo por PCR é de 1555pb com um sitio de

clivagem para a enzima BamHI (1547pb) como mostra a Figura 9.

Fegiin a montants
[ Upstream)

Figura 5: Esquema de amplificagdo por PCR da regido a montante ao gene pif-/. Indicacdo da
regido de amplificagdo do fragmento up, localizag¢@o do sitio de clivagem inserido para a enzima
BamHI e nome dos primers direto e reverso (UpPif-Fw e UpPif-R).

Os sistemas foram feitos com H,O milliQ estéril, contendo as concentragdes
finais de: 20ng de DNA molde dos clones virais, 0,4uM de cada primer; 0,1mM de cada
dNTP; 4mM de MgCl,; 5U da enzima Taq polimerase (PHT); e 1X do tampao
correspondente a enzima em um volume final de 50ul. A amplificacdo dos genes foi

realizada de acordo com a Tabela 7.
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Tabela 17: Programa de PCR para a amplifica¢do de fragmentos de DNA da regido a montante
ao gene pif-1 de AGMNPV.

~ . - Tamanho
Programa* Desnaturacio Anelamento Polimerizacgao Ciclos esperado
40 s. (°C) 40 s. (°C) ©O)
(pb)
Knockout - Up 94° 56° 72%1min. 30 1555

* O programa de PCR iniciou com uma temperatura de 94%3min e terminou a 72% 10min.

3.16.4. Clonagem do fragmento da regiio a montante (upstream) ao gene

pif-1

Para a realizacdo da clonagem, a regido a montante (up) do gene pif-1 foi
amplificada por PCR usando primers especificos a regido. O fragmento up foi isolado
em gel de baixo ponto de fusdo 0,8% (Low Melting Point - Seakem), purificado pelo kit
GFX™ (GE Healthcare) de acordo com o protocolo e reagentes especificados pelo
fabricante. O plasmideo pGEM T-Easy® (Promega) foi utilizado como vetor para a
reacdo de ligacdo onde foi utilizada uma propor¢do de 3:1 do fragmento up para o
plasmideo, a uma concentragdo de DNA do inserto por volta de 300ng em um volume
final de ligag¢do de 15ul. A incubagdo foi feita com 150U/ul da enzima T4 DNA Ligase

(Jena Bioscience) a 16°C por 12h.

Para a transformacdo em células competentes de E. coli DH5a foram utilizados
5ul do sistema final de ligagdo. O plaqueamento foi feito em meio LB-dgar seletivo
(ampicilina-100pg/ml; x-gal-25pg/ml e IPTG-20pg/ml) onde foram obtidas vérias
colonias brancas que foram crescidas em meio LB liquido com ampicilina. Para
extragdo de DNA plasmideal foi utilizado o método por lise alcalina (Sambrook et al.,
1982) onde o sedimento de 1,5ml de células transformadas foi tratado com 100ul de
Solugdo I (Glicose 50mM; Tris-HCI 25mM, pH 8,0; EDTA 10mM), 200ul de Solucdo

II (NaOH 0,2M; SDS 1%) e 150ul de Solugdo IIT (Acetato de potassio SM; Acido
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acético glacial 11,5ml). O sobrenadante foi submetido a ciclos de extragdo com fenol e
precipitacdo com etanol conforme descrito no item 3.10. Os DNA das colonias foram

ressuspendidos em 30ul de tampao TE.

Para confirmagdo da liga¢do e orientacdo do plasmideo obtido (pGEMUp), o
DNA plasmideal foi submetido a clivagem com as enzimas de restrigdo Sacll
(Amersham Biosciences), EcoRI (GIBCO) e BamHI (Invitrogen). O sitio de restricdo de
Sacll esta localizado dentro do pGEM (sitio na base 49) e o sitio para BamHI esta
localizado na regido interna ao fragmento up (sitio na base 1547 em relagdo ao
fragmento). A digestdo foi feita primeiramente com 15U da enzima Sacll, 450ng do
DNA plasmideal com inserto up, 1x do tampéo one-phor-all (Phamacia) em um volume
final de 15ul, incubada a 37°C/2h. Uma aliquota de 6ul dessa digestdo foi coletada uma
hora apds a clivagem para visualizacdo em gel de agarose 0,8% e ao restante foram
acrescentadas 10U da enzima BamHI permanecendo a 37°C/2h e visualizado em gel de

agarose 0,8%.

3.16.5. Defosforilacio do plasmideo pGEMUp

A reagdo de defosforilagdo foi feita com Ipg do DNA de pGEMUp digerido
com 10U da enzima BamHI (Invitrogen), Sul da enzima CIP (Alkaline Phosphatase,
0,01U/ul - Promega) e 1x do tampao CIP reaction buffer (Promega) em um volume
final de 50ul. A reacdo foi colocada a 37°C e ap6s 30min foram adicionados mais Sul
da enzima e mantida a incubagdo por mais 30min. O material foi submetido a ciclos de
extracdo com fenol: cloroférmio, precipitado com 2 volumes de etanol absoluto e 0,5
volume de NHsAc (7,5M), seguindo instrucdes do fabricante. O DNA foi estocado em

tampao TE a 4°C.

63



3.16.6. Liberacio e clonagem do gene reporter gfp (green fluorescent
protein) no plasmideo pGEM Up.

Para clonagem do gfp ao plasmideo contendo o fragmento up, foi feita a digestao
do plasmideo pUC10GFP para liberagdo do promotor Asp70 e o gene gfp (total de
1800pb) com 10U da enzima BamHI. A digestdo consistiu de 2,5ug do DNA
plasmideal, tampao da enzima React3 10X (Invitrogen) para um volume final de 70ul, e
incubagdo a 37°C/3h. Todo o sistema foi aplicado em gel de baixo ponto de fusdo e
fragmento correspondente ao Asp70+gfp foi cortado. A purificagdo do fragmento e a
reacdo de ligacdo do plasmideo pGEMUp defosforilado e o fragmento correspondente

ao promotor Asp70 e o gene gfp foram feitos como descrito no item 3.17.4.

A transformac¢do com cloreto de calcio/choque térmico em células competentes
DHS5a foi feita como ja descrito (item 3.17.4). O meio utilizado foi o LB-agar seletivo
(ampicilina—100pg/ml) onde as coldnias brancas tiveram seus DNA extraidos por mini-

preparacdes plasmidiais e visualizados em gel de agarose 0,8%.

3.16.7. PCR da regiao a jusante ao gene pif-1

Os primers (Figura 10) foram desenhados com base na seqiiéncia genémica do

virus AgMNPV-2D (Oliveira et al, 2006) disponivel no site www.ncbi.nlm.nih.gov

(DQ813662 — GenBank) e foram sintetizados pela Invitrogen.
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Regiio a jusante ( Devnstrean) ao gene pyf-1

CORCRARAGACGTGACGGAAAT CACOTTOOCTOACACCOJCO TOTIOAAMA TATCCOTOTCATACOACACOITTICTTAAAAGCACTCTOTTIOCOCOCD
TCOTTOTTTAGOCTOTITAAATOFAAACACOOCOOCACCTCOC AACCTOTATOCTTTT T TOCTOGCOCAGCCOO TICCATIO TOOCCAACTCOOACOOOT
GCATTOGCCFACAOGCOGGOGGECAAGTITOGACTGCCGAAADITTTACCAACTOG TGO TOCO TGCTTAGOIGOGADGGOGCTAACATAMAAATATGOA
GOCCOGCCAGCOOCTATCOGCOOGFAGACGOGCCOGCCOOG TIGCE TTTGCGCOGTTTITICCTCAACAATOATORORAMCHCAAC ACOITOCGOOTTOT
GTCTACGGOOITCATOACCAACAACGAGC ALATTIATROGCTOACHC AAMCOCTTOAMACTTACCCCAACTACTCAGTATAG " TOAATATAAADTALA
CTIOTTTIT IGO0 ACGOCCITTICOOAAANAGCACAATOOGOGCTOACACATT I TGAC " ACATTTICAAAAATAGAACOCATCTTICGHOOO ACHOCCOT
ACACAARAAICOOOTICOOCOCTARCOCATIOCTAAARATAGAACGOSTTTTACOASTATAGACOTATTTOAAAGACOC AATOGGOOCTOACGCATOGT
TATAAATAGAATCTOTTTITACAASTATAAATOTACTCOTAAMACOCATATATTAAMGCCAATITAATTATOAGCOTOOCTC AAGTAGTOIACOCOTOCANT
TIGTATICAATTTTIFAGCAACAROGCTATTTOTIICGCOCTCOOG TOTOCTIGOACATIFOOCTOGACAATCTACTCA AATTIGOGOCAACAAITAGGCTC
GATOACICAACTOITOICAATGATTGACAAACOTOAAACAAAATOCTTOCAACTGATOGAMIAAMTAAACACAAAAATCAAGCAANGAACTTTAATAA
AATTATACAAATTTAAATAAATTTTTAAACTCTIGCAAAATAATTIGCGTIGTTATTOOGTTOATAATCAAAGGTTITIGTIGTAGTITICAAAATCCACA LA
ATGCAACTOCCCOO TGO TOGTCO TOO TACAGCATO TOGCGCAGCA TECTCTCAACCOOTITATCCACAAACATOTCOTIGOOOTACAGCTTTICTATCCAAC
AACOAATTGCACGTTTGCAATTTAATTTAGATOTTATOATOG TACAAATACOCGOGGCACTOTTIGCAATTICTOCTCC GURG " CATIGTAGGC AAGACT
GACGCOGGGFOGGGOGTOCGOCOGCCANGTRIOCACTOTGCACT TOGOGOGCTGOEAGCIACTOCGOCAGOGOGTTIOGHOCAAAFOCCOCAG ACAT AL
CAAMAGCAMICAMCCAAAACAGTTTICATGGOOAACGORGOOCOTTTAATAACTTOTTTACTCOGCOGCOCCTTTTA TAGCCOGOGR TOCHGCTACATATAL
GATACOOOCAASTATAAAIGTTOCCTOOCOCOCTTIOCACCTCACTO TTTICOOTACCOCOCOCAATATAMIACGCGACAATGAACCT G T TiaTig™
* Primers: CTG A ACGTCACGCG AAAT (Direto com sitio de PrH)
CTC.CAG.GTT.CAT. TCT.CGC.GT (Reverso com sitio de Psil)
2 GTTOGAC Sido de Mincll
sas COGOGE: Sito de Sacll
00 TAC: codon de termino da ransaigioe

Figura 10: Seqiiéncia da regido a jusante ao gene pif-1. [lustragdo da localizagdo dos primers ¢
dos sitios de restri¢do inseridos e presentes na seqiiéncia.

Para amplifica¢do da regido a jusante ao gene pif-/ foi desenhado um par de
primers que abrangiam a regido a jusante (downstream) ao gene de acordo com a
Tabela 8. Para a regido a jusante ao gene, os primers direto e reverso alinham-se 527pb

antes do codon de terminagdo da transcrigcdo e 1104pb apds o codon, respectivamente.

Tabela 18: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificacdo da regido a jusante ao
gene pif-1 e a localizac@o no genoma do baculovirus AgMNPV-2D (Oliveira et al, 2006).

e ¢ Sitios de
AgMNPV-2D Gene Posicao* Seqiiéncia (5">3’)  d
(nt) Restricao
ORF agl17 Regido Dwpif-Fw M.ACG.TG;:.CGG.AAA.T Pl
(99.551>101.14 downstream (100.673) -527nt
T dogenepif  DwpifRv  CTGCAGGTT.CATTGT.CGCGT
1 (102.229) 1104nt** 'S

*Posigdo do primer relativa ao primeiro nucleotideo da seqiiéncia.
**Posi¢do do primer relativa ao codon (AGT) de terminagéo da transcri¢do do gene.

O produto esperado da amplificacdo ¢ de ~1631pb com dois sitios de clivagem

inseridos para a enzima PstI (5pb e 1577pb) como mostra a Figura 11.
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Regido a jusante
(Downstream)

D Pif-R l

1

Petl Pstl
[Spb) Downstream pif-1 (157 7phb)

DwPif-Fi
Fragmento dw

Gene pif-1

Figura 11: Esquema de amplificacdo por PCR da regido a jusante ao gene pif-1. Indicagdo da
regido de amplificagdo do fragmento dw, localizacdo do sitio de clivagem inserido para a
enzima Pstl e nome dos primers direto e reverso (DwPif-Fw e DwPif-R).

O fragmento foi amplificado pela técnica de PCR conforme descrito no item

3.17.3. A amplificag¢do dos genes foi realizada de acordo com a Tabela 9.

Tabela 19: Programa de PCR para a amplifica¢do de fragmentos de DNA da regido a jusante ao
gene pif-1 de AgMNPV.

~ . o Tamanho
Programa* Desnaturacio Anelamento Polimerizacio Ciclos esperado
40 s. (°C) 40 s. (°C) ©0O)
(pb)
Knockout — Dw 94° 58° 72°/1min. 30 1631

*O programa de PCR iniciou com uma temperatura de 9493 min e terminou a 72% 10min.

3.16.8. Clonagem do fragmento da regiio a jusante (downstream) ao

gene pif-1
Para a realizacdo da clonagem, a regido a jusante (dw) do gene pif-I foi

amplificada por PCR usando primers especificos a regido. O fragmento dw foi isolado,
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purificado, ligado ao vetor plasmidial pGEM TEasy® (Promega) e transformado em

células competentes DHSa como ja descrito no item 3.17.4.

O DNA plasmidial obtido por lise alcalina teve sua liga¢do confirmada por
digestdo com 10U da enzima Ps¢I (Promega), que estd presente nas duas extremidades
do inserto. A reacgdo de digestdo foi feita com 1pg de DNA do plasmideo pGEMDw, 1x
do tampao da enzima, 1x de BSA (Promega) em um volume final de 20ul, incubada a
37°C/3 h. Foram também realizadas clivagens com as enzimas Sacll e EcoRI. O
fragmento dw foi isolado e purificado com o kit GFX™ (GE Healthcare) de acordo com

o protocolo e reagentes especificados pelo fabricante.

3.16.9. Clonagem do fragmento a jusante (dw) no plasmideo
pGEMUpGFP

O fragmento dw, clivado com a enzima Pstl e eluido, foi ligado ao plasmideo
pGEMUpGFP defosforilado. A transformacdo foi feita pelo método cloreto de
calcio/choque térmico em células competentes DH5a como ja descrito. O meio utilizado
foi o LB-agar seletivo (ampicilina—100ug/ml) onde as colonias brancas tiveram seus
DNA extraidos por mini-preparagdes plasmidiais e visualizados em gel de agarose
0,8%. O plasmideo originado, pGEMUpGFPDw, foi clivado com as enzimas Pstl,

EcoRl, BamHI e Sacll para verificar a ligagao e orientacdo do fragmento dw.
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3.16.10. Co-transfec¢io de células de inseto: producio de AgMNPV

recombinante

Para producdo do virus AgMNPV com delecdo na regido do gene pif-1, foi
utilizado o plasmideo construido pPGEMUpGFPDw contendo o gene repérter gfp sob
comando do promotor Asp70 flanqueados pelas regides homdlogas ao gene pif-1. A
recombinacdo ocorre entre 0 DNA viral e o DNA plasmidial havendo a substitui¢cdo do
gene pif-1 do virus pelo gene gfp com o promotor Asp70 do plasmideo. Células Tn-5B1-
4 foram sedimentadas em placa de 60mm em uma concentra¢do final de 2x10°
células/poco, completando para um volume final de 2ml de meio TNMFH completo ¢
incubadas a 27°C/4h. As solugdes com DNA foram preparadas com meio TNMFH sem
soro, lpg de DNA viral de AgMNPV-2D e 2ug de DNA do plasmideo
pGEMUpGFPDw. Foram acrescentados a essas solugdes 10ul de Cellfectin diluida e
90ul de meio TNMFH sem soro, e incubados a temperatura ambiente por 30min. Em
seguida, essas solugdes com 800ul de meio sem soro foram adicionadas as células.
Apds 5h de incubagdo, as células foram lavadas com meio sem soro e TNMFH
completo foi acrescentado e novamente as células foram incubadas a 27°C. A partir do
terceiro dia de transfeccdo, as células foram observadas quanto a fluorescéncia em
microscopio optico Axiovert 135M (Zeiss), utilizando a luz UV como fonte e filtro 1

(FT 395).

3.16.11. Selecéo e purificacido do virus recombinante
O virus recombinante foi selecionado com base na expressdo da proteina GFP e

na formag¢do de corpos de oclusdo. Com este propédsito, dilui¢des seriadas (item 3.6)
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foram realizadas para purificar o virus recombinante. Este procedimento foi repetido

trés vezes para melhor purificagdo e isolamento do clone viral.

4. Resultados

4.1. Selecao de genotipos virais de AGMNPV

Para averiguacdo da presenca de gendtipos defectivos de AgMNPV, surgidos
espontaneamente, uma populacdo de clones virais foi selecionada a partir do isolado
selvagem AgMNPV-79. Esse isolado foi obtido em uma populacdo natural do virus em
Londrina, PR no ano de 1979 e serviu de inoculo viral para aplicagdo do virus naquela
area. O primeiro grupo de genotipos formado foi com os clones purificados por plague
assay, ja mencionados em material e métodos — item 3.1. Para aumentar a amostragem
da populacdo, o sobrenadante de células infectadas com o isolado AgMNPV-79,
contendo as particulas BV, foi submetido a dilui¢des seriais para isolamento de novos
genotipos. A partir de uma série de trés purificagcdes consecutivas, 12 gendtipos virais
foram obtidos. Cada genotipo foi selecionado com base na capacidade de formagdo de
poliedros durante a infeccdo de células Tn-5B1-4. Particulas BV desses clones virais
permitiram sua amplificagdo em cultura de células sendo, em seguida, injetadas em
lagartas Anticarsia gemmatalis para produgdo de poliedros.

Os gendtipos virais, obtidos por diluicdo serial, foram nomeados: AgMNPV79-
01, AgMNPV79-02, AgMNPV79-03, AgMNPV79-04, AgMNPV79-05, AgMNPV79-

06, AMNPV79-07, AgMNPV79-08, AgMNPV79-09, AgMNPV79-10, AgMNPV79-
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11 e AgMNPV79-12. O DNA de cada clone viral foi extraido a partir de suas particulas

BV.
Considerando os gendtipos obtidos por plaque assay, a populagdo viral em
estudo totaliza 18 gendtipos (Figura 12) derivados do virus selvagem AgMNPV-79. O

virus selvagem AgMNPV-79 e o clone AgMNPV 2D, prototipo do virus AgMNPV,

foram usados como referéncia neste trabalho.

(A) Tn5B1-4 controle

(B) AgMNPV-79 (C) AgMNPV-2D

(F) AgL-34 (G) AgL-37
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(J) Ag79-03

(P) Ag79-09

(K) Ag79-04

(Q) Ag79-10
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Figura 12: Células Tn5B1-4 infectadas com 18 clones virais derivados do isolado selvagem
AgMNPV-79, 48h p.i. As letras indicam o nome de cada clone viral. Microscopia de contraste
de fase — aumento 200X, com base nas lentes objetiva e ocular.

4.2. Verificacdo da heterogeneidade entre os gendtipos da populacio de
AgMNPV

Para verificagdo da heterogeneidade entre os genotipos da populagdo em estudo,
foram escolhidos, ao acaso, os seguintes clones para andlise do perfil de restricdo do
DNA: Agl-06, AglL-16, Agl-34, Agl.37, selecionados por plaque assay; Ag79-01,
Ag79-02, Ag79-03 e Ag79-04, selecionados por dilui¢do serial e o protétipo AgMNPV-
2D

Nos perfis obtidos com as enzimas Psfl (Figura 13) e HindIll (Figura 14)
verificou-se um polimorfismo no tamanho dos fragmentos presentes em cada gendtipo,

podendo ser diferenciados entre si por seus perfis de restri¢do.

12.0

5.0

' ! =)
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Figura 13: Perfil de restricio do DNA genomico dos clones virais clivado com a enzima
Pstl. Eletroforese em gel de agarose 0,8%. As estrelas indicam a presenca de diferentes
tamanhos de fragmentos entre os genotipos virais. Amostras: (1) marcador DNA Ladder 1Kb
Plus (Invitrogen); (2) AgMNPV-2D; (3) AglL-06; (4) AglL-16; (5) AglL-34; (6) AgL-37; (7)
Ag79-01; (8) Ag79-02; (9) Ag79-03 e (10) Ag79-04.

A analise do perfil de restricdo dos clones virais com enzima Pstl revelou dois
grupos distintos de gendtipos, aqueles selecionados por plague assay (Grupo A: Agl-
06, AglL-16, AglL-34, AglL37) e aqueles selecionados por dilui¢do serial (Grupo B:
Ag79-01, Ag79-02, Ag79-03 e Ag79-04). Observa-se uma heterogeneidade entre os
isolados, sendo que um fragmento de ~3,5Kb est4 presente apenas nos clones do grupo
A diferenciando-os dos clones do grupo B. O clone AgL-16 (Figura 13, poco 4) foi o
mais distinto em relacdo ao primeiro grupo, com auséncia do fragmento de mais alto
peso molecular e presenca de um fragmento de ~12Kb. Os clones do segundo grupo

assemelharam-se ao prototipo AgMNPV-2D. No entanto, o clone Ag79-02 (Figura 13,

poco 8) apresentou um fragmento extra de ~3Kb, diferenciando-o dos demais.

Figura 14: Perfil de restricio do DNA gendmico dos clones virais clivado com a enzima
HindlIl. Eletroforese em gel de agarose 0,8%. As estrelas indicam a presenca de fragmentos de
tamanhos diferentes ao longo do perfil de clivagem dos gendtipos virais. Amostras: (2)
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AgMNPV-2D; (3) AgL-06; (4) AgL-16; (5) AgL-34; (6) AgL-37; (7) Ag79-01; (8) Ag79-02;
(9) Ag79-03, (10) Ag79-04; (1) e (11) marcador DNA Ladder 1Kb Plus (Invitrogen).

A anélise dos genotipos virais por digestdo com a enzima HindIll (Figura 14)
mostrou novamente heterogeneidade na populagdo. O grupo A apresentou uma maior
diversidade de perfil de fragmentagdo. No grupo B os genoétipos foram semelhantes,
entretanto os gendtipos Ag79-01 (Figura 14, poco 7) e Ag79-02 (Figura 14, poco 8) se
distinguiram pela presenca de um fragmento extra de ~8Kb. Além disso, o segundo
fragmento do genotipo Ag79-02 (HindIlI-B) apresentou um fragmento de peso
molecular mais baixo que os demais. Da mesma forma, um fragmento de ~3,5Kb
caracteriza os gendtipos do grupo B. O prototipo AgMNPV-2D apresentou perfil de

restri¢do diferente dos demais clones.

4.4. Deteccio dos genes pif-1 e pif-2 em gendétipos de AgMNPV

A verificagdo de que a maioria dos gendtipos da populagdo em estudo &
heterogénea e sabendo-se que mutantes defectivos em relagdo a capacidade de infecg¢do
per os do inseto podem ser encontrados constituiram uma justificativa para se
investigar, a partir de uma populagdo de campo, a presenca dos genes pif-1 e pif-2
nestes clones. Para isso o DNA extraido dos clones foi submetido a reacdes de PCR
com primers especificos para as regides dos genes pif-1 e pif-2. Para a regido de pif-1
todas as amostras apresentaram amplificacdo de um fragmento de ~2,1Kb (Figura 15)

conforme o esperado.
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Figura 15: Amplificacdo do gene pif-1 pela técnica de PCR em clones derivados do virus
selvagem AgMNPV-79. Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Amostras: (2) controle negativo
(sem DNA molde); (3) AgMNPV-79; (4) AgL-06; (5) AgL-16; (6) AgL-34; (7) AgL-37; (8)
Ag79-01; (9) Ag79-02; (10) Ag79-03; (11) Ag79-04; (12) Ag79-05; (13) Ag79-06; (14)
Ag79-07; (15) Ag79-08; (16) Ag79-09; (17) Ag-10; (18) Ag79-11; (19) Ag79-12; (1) e (20)
marcador DNA fago A/Pstl.

Da mesma forma, para a regido do gene pif-2 todos os clones também

apresentaram amplificacdo do fragmento esperado de ~800pb (Figura 16).

Figura 16: Identificacio do gene pif-2 pela técnica de PCR em clones derivados do virus
selvagem AgMNPV-79. Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Amostras: (1) marcador DNA
fago A/Pstl; (2) controle negativo (sem DNA molde); (3) AgMNPV-79; (4) AgMNPV-2D; (5)
AgL-06; (6) AgL-16; (7) AgL-34; (8) AgL-37; (9) Ag79-01; (10) Ag79-02; (11) Ag79-03; (12)
Ag79-04; (13) Ag79-05; (14) Ag79-06; (15) Ag79-07; (16) Ag79-08; (17) Ag79-09; (18)
Ag79-10; (19) Ag79-11; (20) Ag-12.
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4.5. Avaliacio da viruléncia dos genétipos de AgMNPYV em larvas de
Anticarsia gemmatalis

Bioensaios foram realizados para avaliar a patogenicidade dos clones virais
Agl-06, AglL-16, Agl-34 e Agl.-37 (grupo A) e AgMNPV-79-01, 02, 03 ¢ 04 (grupo
B) comparada aos virus selvagem AgMNPV-79 e o clone viral AgMNPV-2D, em larvas
de Anticarsia gemmatalis com base na determinag¢do da concentracdo letal média

(CLso), tempo letal médio (TLsy), tempo de morte (TM) e da taxa de mortalidade (%).

4.5.1. Concentracao letal média (CLs)

As tabelas 10 ¢ 11 mostram os resultados da concentragdo letal média e os
respectivos intervalos de confianga (95%) calculados usando o programa de andlise de
Probit. Observa-se que larvas tratadas com diferentes concentragdes dos clones AgL do
grupo A nao houve grandes variagdes na CLs, ficando a menor com clone Agl-06 com
894 PIB/ml e a maior a do clone Agl-16 com 1301 PIB/ml (Tabela 10). Enquanto que
os clones do grupo B apresentaram concentragdes letais (CLsy) bastante diferentes,
variando de 75 PIB/ml (clone AgMNPV79-01) a 463 PIB/ml (clone AgMNPV79-02), o
que corresponde afirmar que o primeiro ¢ capaz de matar 50% da populacdo com uma
concentracdo viral cerca de 6x menor do que o segundo clone. Portanto, o clone
AgMNPV79-01 constitui-se como o mais virulento dentre os avaliados (Tabela 11). Os
virus AgMNPV-79 ¢ AgMNPV-2D tiveram suas CLs, muito proximas, ndo havendo

diferenca significativa entre eles.
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Tabela 20: Concentraciio letal média (CLs)) dos clones virais (grupo A) em larvas de
Anticarsia gemmatalis (método de Probit).

Virus* (PI}(; /Irg(l))** Limites Fiduciais (95%) SLOPE e
AgMNPV-79 414 323 -522 1.62 8.39
AgMNPV-2D 616 468 — 826 1.30 5.16

Agl-06 894 689 — 1185 1.40 2.31

AgL-16 1301 1003 — 1740 1.61 9.24

AglL-34 1061 772 —1516 1.10 5.09

AgL-37 995 576 —2011 1.70 12.46

*Concentracdes utilizadas para cada clone viral: 20, 60, 180, 540, 1600 e 4860 PIB/ml ¢ H,O
**CLso: Concentragdo de poliedros necessaria para matar 50% da populagéo de larvas em teste.

Tabela 11: Concentracio letal média (CLs) dos clones virais (grupo B) em larvas de
Anticarsia gemmatalis (método de Probit).

Virus* (PIIS/IIEIO)** Limites Fiduciais (95%)  SLOPE X
AgMNPV-79 551 232~ 1093 1.61 18.18
AgMNPV-2D 432 262 - 854 2.16 14.15

AgMNPV79-01 75 38— 124 1.63 9.77
AgMNPV79-02 463 352614 1.27 8.83
AgMNPV79-03 151 69 - 277 171 16.07
AgMNPV79-04 277 147 - 503 1.59 13.19

*Concentracdes utilizadas para cada clone viral: 20, 60, 180, 540, 1600 e 4860 PIB/ml ¢ H,O
**CLso: Concentragdo de poliedros necessaria para matar 50% da populagéo de larvas em teste.
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4.5.2. Tempo Letal Médio (TLs)

As TLso dos clones do grupo A, determinadas em relacdo a concentragdo de
540PIB/ml, variaram de 10,28 a 11,55 dias, enquanto que na mais alta concentragdo
(4860 PIB/ml) foi de 8,04 a 8,29 dias, o que representa uma reducgdo de cerca de 2 dias
no tempo necessario para que 50% da populacdo de insetos testados morram (Tabela
12). Ja no grupo B (Tabela 13) ha uma notavel diferenca em relagdo a concentragdo de
540PIB/ml do clone Ag79-01 que precisou de ~7 dias para matar 50%da populagao.
Essa média foi a menor em relacdo aos clones desse grupo e também em relagdo ao
selvagem que precisou de ~10 dias para matar as larvas testadas nessa concentracao.

Na maior concentracdo usada (4860 PIB/ml), essa redugdo torna-se ainda mais
notavel, quando se compara as TLs, dos clones dos grupos A e B com as TLs, do virus
selvagem Ag79 (6,15 e 6,81dias), que juntamente com a do clone Ag79-01 de 6,31 dias,
se apresentam como os mais eficazes por matar mais rapidamente as larvas testadas
sendo portanto, considerados, com base no tempo letal (TLs,), os mais patogénicos dos

testados nos bioensaios (tabelas 12 e 13).
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Tabela 12: Tempo letal médio (TLso) dos clones virais (Grupo A) em larvas de Anticarsia
gemmatalis (método de Probit).

. Concentracio TLso * .. c1 .. o 2
Virus (PIB/mlI) (dias) Limites Fiduciais (95%) SLOPE X
540 10,32 9,44 - 11,72 9,01 17,83
AgMNPV-79 4860 6,81 6,38 — 7,4 36,2 29,2
540 10,28 9,5-11,6 12.12 23,61
AgMNPV-2D 4860 8,29 7,71 -9,10 13,00 28,07
540 11,5 10,82 -12,5 8,04 9,8
AglL-06 4860 8,04 7,58 — 8,61 12,79 10,00
540 11,38 10,32 - 13,53 10,33 18,93
AgL-16 4860 8,22 7,56 — 9,24 13,14 38,71
540 11,55 10,5 -13,67 10,2 15,93
Agl-34 4860 8,19 7,52 -9,22 13,24 40,17
540 11,44 10,88 — 12,25 10,54 11,6
AgL-37 4860 8,14 7,59 - 8,91 13,57 28,05

*TLso: Média de tempo em dias necessarios para matar 50% da populacio de larvas em
teste.

Tabela 13: Tempo letal médio (TLsy) dos clones virais (Grupo B) em larvas de Anticarsia
gemmatalis (método de Probit).

Concentracio TLso* Limites Fiduciais 2

Virus (PIB/ml) (dias) (95%) SLOPE X

540 10,09 9,26 — 11,39 9,2 18,70

AgMNPV-79 4860 6,14 5,83 - 6,52 15,53 13,61
540 9,91 9,54 —10,35 10,0 9,55

AgMNPV-2D 4860 7,28 6,83 —7,92 17,28 26,39
540 7,57 7,13-8,16 15,7 22,08

Ag79-01 4860 6,31 6,14 — 6,49 16,20 5,27
540 10,81 10,28 — 11,51 8,6 10,6

Ag79-02 4860 7,50 7,08 — 8,08 16,09 21,39
540 8,95 8,29 — 9,87 11,0 23,86

540 8,89 8,61 —9,21 11,4 12,03

*TLso: Média de tempo em dias necessarios para matar 50% da populacio de larvas em
teste.
**Valores ndo obtidos.
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4.5.3. Tempo Médio de Morte (TM)

Em relagdo ao Tempo Médio de Morte (TM), o virus Ag79 (Tabela 14), levou
cerca de 8 dias para matar metade das larvas do ensaio em uma concentracdo de 540
PIB/ml, e cerca de 7 dias para matar todas as lagartas em teste na concentragao de 4860
PIB/ml. Com excecdo do gendtipo Agl-37 que apresentou TM de ~9 e 8 dias, os
gendtipos na concentracdo mais baixa avaliada apresentaram ~8 dias com uma
mortalidade de ~35% e TM de ~7 a 8 dias com mortalidade com cerca de 80% para a

concentracdo mais alta avaliada.

Tabela 14: Tempo médio de morte (TM) dos clones virais (Grupo A) em larvas de Anticarsia
gemmatalis (método de Probit).

. Concentragio Numero de . 0 Tempo médio de
Virus (PIB/ml) larvas mortas  Mortalidade (%) morte (dias)

540 30 50 8,43

AgMNPV-79 4860 60 100 7,72
540 33 55 8,91

AgMNPV-2D 4860 51 85 8,22
540 21 35 8,52

Agl-06 4860 53 88,3 8,09
540 21 35 8,67

Agl-16 4860 47 78,3 7,87
540 21 35 8,90

Agl-34 4860 49 81,6 7,98
540 22 36,6 9,14

Agl-37 4860 50 83,3 8,00

Ja no grupo B (Tabela 15) o clone que apresentou um TM mais baixo (6,8 dias)

foi o genotipo Ag79-01 em ambas as concentragcdes. A mortalidade apresentada na
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concentracdo de 540PIB/ml foi de 93,3% com um TM de 7,8 dias. Na concentragdo de

4860PIB/ml foi de 100% se igualando ao selvagem Ag-79 que obteve TM e taxa de

mortalidade semelhantes para a concentragdo mais alta (6,7 dias e 100%,

respectivamente). O genotipo Ag79-02 foi o que obteve um TM mais alto na

concentracdo mais alta testada (~8 dias) e taxa de mortalidade mais baixa (91,6%). O

genotipo Ag79-01 foi o virus que obteve melhores resultados em relagdo aos parametros

testados, apresentado maior viruléncia.

Tabela 15: Tempo médio de morte (TM) dos clones virais (Grupo B) em larvas de
Anticarsia gemmatalis (método de Probit).

; Concentracio Numero de . o Tempo médio de morte
Virus (PIB/ml) larvas mortas Mortalidade (%) (dias)
540 29 48,3 8,14
AgMNPV-79 4860 60 100 6,72
540 37 61,6 8,97
AgMNPV-2D 4860 58 96,6 7,59
540 56 93,3 7,84
AgMNPV79-01 4860 60 100 6,87
540 25 41,6 8,48
AgMNPV79-02 4860 55 916 7,76
540 44 73,3 8,32
AgMNPV79-03 4860 60 100 7,58
540 46 76,6 8,57
AgMNPV79-04 4860 60 100 7,75
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4.7. Identificacdo da ORF do gene pif-3 de AgMNPV

Em trabalho publicado (Oliveira et al., 2006) sobre o seqlienciamento completo
do genoma de virus AgMNPV-2D, o gene pif-3 ndo ¢é relatado. Portanto, para
identificacdo da ORF correspondente ao gene pif-3 do virus AgMNPV, a seqiiéncia
nucleotidica do gene pif-3 (ORF 115) do virus AcMNPV foi obtida no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e em seguida realizada uma andlise de BLASTx com o
genoma do virus AgMNPV.

Na andlise do alinhamento (Figura 17), a ORF 114 de AgMNPV apresentou
similaridade com a seqiiéncia protéica de PIF-3 ja relatada para outros baculovirus. A
seqiiéncia apresenta regides de dominios conservados (Figura 17, regides em vermelho)

que estdo presentes na seqiiéncia protéica de outros virus.
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Figura 17: Alinhamento da seqiiéncia protéica da ORF 114 de AgMNPV com seqiiéncias
de PIF-3 ja conhecidas. As setas apontam a seqiiéncia relativa a ORF 114 de AgMNPV. Figura

retirada do site: www.ncbi.nlm.nih.gov
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A ORF 114 apresenta 83% de similaridade e 67% de identidade com relacdo a
PIF-3 de Ac MNPV (Figura 18). Na analise de BLAST da ORF relativa ao gene pif-3 de
AgMNPYV ¢ observada uma maior similaridade de aminoacidos (94%) com a ORF do
virus CfDefNPV. Similaridades nas regides da ORF 114 de AgMNPV com a ORF 115
(pif-3) de AcMNPV sugerem que essa regido pode estar envolvida nos processos de
estabelecimento da infeccao oral.

A ORF 114 foi entdo identificada como o gene pif-3 de AgMNPV. Esse gene
possui 612 nucleotideos. Uma ORF de fun¢do ndo conhecida (agl13) esta a jusante ao

gene ¢ a ORF correspondente ao gene bro-g (ORF 115) estd situada a montante do gene

Pif-3.

>r-ref|YP S03505.1] [3 hypothetical protein AGNV gplld [Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus]

gl | ABT13897.1 E
Length=z203

unknown [Anticarsia gemmatalis nucleopolvyhedrowvirus]

GENE ID: 5141122 AGNV gplild |
[Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus]

hypothetical protein
{10 or fewer PubMed links)

Soore = 275 bits (V04), Expect = 9e-73, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 138/204 [67%), Positives = 170/204 (833), Gaps = 3/204 (1%
AgMNPY 1 MLNEWQILILLYIIL IVYNYTFEFVQEF ILQDAYMEINELE APPLNFTFQRNEGYDCSLN | 60
M |UQ+LILL| I+LIVY+ F+FVQ+F+ D M LPP++ |FQR4RGUDCHLN
AcMNPV 1 MPTIWOLLILLATVL IVYVSAFEFVOOF MHND - - MANMAAY APPHDLYFORDRGVDCALN | 58
AgMNPV 61 |RLPCVTDOQCRDNCVISSAANELTCODGFCHASDALVNAQAPDHL IECDPALGLVHVFSL 119
FLPCVTDQQCRDNCWI+SAA++L C+ GFCHMA++AL++AQ PD [+I+CDPALGLA +++i
AcMNPV 59  |RLPCYTDOOCRINCVIASARSOUNCELGFCNATNALIDAQPPDYVIDCDPALGLLRITAL 118
AgMNPV 120 |GGDFVVSOTCVSTYRDLYDD TETPREYLCNDGRLNMNLNTVOFSPDACDCSSGYERNLFR 179
ACMNPV GGDFVVHQTCVSTYRDLVDDTG RPYLCHDG L +HNL+T QFS DAC C+ GY+EMLFR
¢ 119 |GGDFVVAQTCVETYRDLYDDTGRTRPYLCDDGALOLNLDTTOFSADACTCAVGYDENLFR 175
AgMNPV 180 |QTALARTIPVCIPNEMANLYRENY 203
AMNPY OTALART+PVCIP| M+ LYRRVY
172 |OTALARTWPVCIPEHMSGLYRRVY 202

Figura 18: Regides de similaridade e identidade da ORF 114 de AgMNPV e a ORF 115
(pif-3) de AcMNPYV. Os quadros apontam algumas regides de similaridade entre as seqiiéncias.
Figura retirada do site: www.ncbi.nlm.nih.gov

A partir da identificacdo da ORF relativa ao gene pif-3 de AgMNPV, primers

internos foram desenhados para amplificacdo desta regido pela técnica de PCR. Todos
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os clones selecionados neste trabalho tiveram a regido amplificada (fragmento de

~488pb) como apresentado na Figura 19.

2 3 4 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20

488pb

Figura 19: Identificacdo do gene pif-3 pela técnica de PCR em clones derivados do virus
selvagem AgMNPV-79. Analise por cletroforese em gel de agarose 0,8%. Amostras: (2)
AgMNPV-79; (3) AgL-06; (4) AgL-16; (5) AgL-34; (6) AgL-37; (7) Ag79-01; (8) Ag79-02; (9)
Ag79-03; (10) Ag79-04; (11) Ag79-05; (12) Ag79-06; (13) Ag79-07; (14) Ag79-08; (15)
Ag79-09; (16) Ag79-10; (17) Ag79-11, (18) Ag79-12, (19) controle negativo (sem DNA
molde); (1) e (20) marcador DNA fago A/Pstl

4.6. Construcao do baculovirus recombinante vAgGFPApif-1

4.6.1. Construcio de plasmideos contendo as regidoes homologas ao gene pif-1

Na populacao de clones, analisada pela técnica de PCR, todos amplificaram um
fragmento com o tamanho esperado, relativo as regides de pif-1 e pif-2.Diante disso,
para dar continuidade ao estudo de andlise de fun¢do do gene pif-/ no baculovirus
AgMNPV, foram desenhadas estratégias para constru¢do de um virus recombinante
com interrup¢do desse gene e sua substitui¢do pelo gene reporter gfp, através de

recombinacdo homdloga.
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Para isso, foram realizadas constru¢des plasmidiais para realizagdo de troca
génica. Um par de primers foi sintetizado para amplificacdo da regido a montante ao
gene pif-1. Na extremidade 5 do fragmento up foi inserido um sitio de clivagem para a
enzima BamHI. O fragmento up de 1,5Kb (Figura 20) foi entdo purificado e clonado no
vetor pGEM-T-Easy dando origem ao plasmideo pGEMUp (Figura 21). Para
confirmagdo da orientacdo, digestdo dupla foi realizada com as enzimas: BamHI e Sacll
(Figura 22A — pogo 2) as quais liberaram o fragmento up (1,5Kb) confirmando a ligagdo
ao vetor na orientagdo correta. A inser¢do também foi confirmada por clivagens
individuais com as enzimas: BamHI (Figura 22B — poco 2) e Sacll (Figura 22B — pogo
3), que linearizaram o plasmideo originando um fragmento de 4,5Kb e EcoRI, que

liberou o inserto equivalente ao fragmento up de 1,5Kb (Figura 22B — pogo 4).

Figura 20: Amplificacdo por PCR da regiio a montante ao gene pif-1. Andlise por
eletroforese em gel de agarose 0,8%. Amostras: (1) marcador A/PstI e (2) fragmento up
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Figura 21: Esquema da clonagem do fragmento #p no vetor pGEM-T-Easy. (A) Clonagem
do fragmento de PCR com a adic¢éo do sitio de clivagem para a enzima BamHI na extremidade
3’; (B) plasmideo pGEMUp com a regido a montante (fragmento up) ao gene pif-1 inserida com
os sitios de clivagem do inserto e do vetor.
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Figura 22: Confirmacio da orientacdo e insercio do fragmento u#p clonado no vetor
pGEM-T-Easy. Analise por eletroforese em gel de agarose 0,8%. (A) Clivagem por dupla
digestdo com as enzimas BamHI e Sacll para confirmac¢do da orientagdo do fragmento, o sitio
de BamHI do fragmento esta do lado oposto ao sitio de Sacll do vetor. Amostras: (1) marcador
DNA fago MPstl, (2) DNA plasmidial de pGEMUp clivado em reagdo dupla com as enzimas
BamHI e Sacll; (B) Confirmagdo da inser¢do do fragmento up no plasmideo pGEM por
clivagem com enzimas de restrigdo. Amostras: (1) marcador 1Kb DNA Plus Ladder, (2) DNA
de pGEMUp clivado com a enzima BamHI, (3) DNA de pGEMUp clivado com a enzima Sacll,
(4) DNA de pGEMUp clivado com a enzima EcoRI.

Para liberagdo do cassete contendo o gene repdrter gfp sob controle do promotor
constitutivo hsp70, o plasmideo pUCIOGFP foi clivado com a enzima BamHI. Esse
cassete foi purificado e clonado no plasmideo pGEM Up defosforilado e clivado também
com a mesma enzima. O plasmideo originado foi o pGEMUpGFP (Figura 23). Para
verificacdo da inser¢do do cassete génico, esse plasmideo foi clivado com as enzimas:
BamHI (Figura 24 — poco 2), que liberou um fragmento de 1,8Kb referente ao cassete;
EcoRlI (Figura 24 — poco 4), que liberou um fragmento de 3,3Kb referente ao cassete
génico/fragmento up; e Pstl (Figura 24 — pogo 3) que somente linearizou o plasmideo

gerando um fragmento de 6,3Kb.
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Figura 23: Esquema da construcio do plasmideo pGEMUpGFP. Clonagem do cassete
génico com o gene gfp no plasmideo pGEMUp. (A) Eletroforese em gel de agarose 0,8%.
Amostras: (1) marcador DNA fago A/Pstl; (2) fragmento relativo ao cassete génico purificado
contendo o promotor /Asp70 e o gene gfp; (B) Clonagem do cassete génico no plasmideo
pGEMUp, ambos clivados com a enzima de restricio BamHI; (C) Plasmideo pPGEMUpGFP e os
sitios de clivagem dos insertos e do vetor.
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Figura 24: Confirmacéo da clonagem do cassete génico /sp70/gfp no plasmideo pGEMUp.
Analise por eletroforese em gel de agarose 0,8%. Amostras: (1) marcador 1Kb DNA Plus
Ladder; (2) DNA de pGEMUpGFP clivado com a enzima BamHI; (3) DNA de pGEMUpGFP
clivado com a enzima Pst1; (4) DNA de pGEMUpGEFP clivado com a enzima EcoRI.

Para a regido a jusante ao gene pif-/ um par de primers foi sintetizado de forma
que em ambas as extremidades do fragmento foram inseridos sitios de clivagem para a
enzima Pstl. O fragmento obtido de 1,6Kb (Figura 25) foi purificado e clonado no vetor
pGEM-T-Easy originando o plasmideo pGEMDw (Figura 26). A confirmacgido da
insercdo do fragmento foi feita através de clivagens com as enzimas: Pstl (Figura 27A —
poco 2) que liberou o fragmento de 1,6Kb, também utilizada para libera¢do do inserto;
EcoRI (Figura 27B — poco 4) que liberou um fragmento de 1,6Kb correspondente ao
dw, Sacll (Figura 27B — po¢o 3) a qual possui sitio de clivagem no interior do
fragmento e no plasmideo liberando um fragmento de 400pb e gerou um fragmento

visivel de 4,2Kb.
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1,6Kb

Figura 25: Amplificacio por PCR da regifio a jusante ao gene pif-1. Analise por eletroforese
em gel de agarose 0,8%. Amostras: (1) marcador A/Pstl; (2) fragmento dw.
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Figura 26: Esquema da clonagem do fragmento dw no vetor pGEM-T-Easy. (A) Clonagem
do fragmento de PCR com a adicdo de sitios de clivagem para a enzima Pstl nas duas
extremidades; (B) Plasmideo pGEMDw com a inser¢do da regido a montante (fragmento dw) ao
gene pif-1 e os sitios de clivagem do inserto e do vetor.
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Figura 27: Confirmacio da clonagem do fragmento dw clonado no vetor pGEM-T-Easy.
Analise por eletroforese em gel de agarose 0,8%. (A) Clivagem com a enzima Pszl. Amostras:
(1) marcador DNA fago A/Pstl, (2) DNA plasmidial de pPGEMDw clivado; (B) Amostras: (1)
marcador DNA fago A/Pstl, (2) DNA de pGEMDw intacto, (3) DNA de pGEMDw clivado com
a enzima Sacll, (4) DNA de pPGEMDw clivado com a enzima EcoRI.

O fragmento dw foi purificado e clonado no plasmideo pGEMUpGFP
defosforilado e linearizado com a enzima Ps7l. Essa tltima clonagem deu origem ao
plasmideo pGEMUpGFPDw (Figura 28). Esse plasmideo foi clivado com as seguintes
enzimas: Sacll (Figura 29A — poco 2) que confirmou a orientagdo correta do fragmento
dw gerando fragmentos de 4,5Kb e 3,5Kb; Pstl (Figura 29B — poco 2) a qual liberou um
fragmento correspondente ao dw (1,6Kb); e EcoRI (Figura 29B — poco 3) a qual
somente linearizou o plasmideo devido a perda do segundo sitio de restri¢do apos a

lineariza¢do do pGEMUpGFP com a enzima Pstl.
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Figura 28: Esquema da constru¢io do plasmideo pGEMUpGFPDw. Clonagem do
fragmento dw no plasmideo pGEMUpGFP. (A) Plasmideo pGEMDw e o fragmento dw liberado
através de clivagem com a enzima Pstzl. Amostras: (1) marcador DNA fago A/Pstl, (2) DNA
plasmidial clivado com Pstl; (B) Clonagem do fragmento dw no plasmideo pGEMUpGFP,
ambos clivados com a enzima de restricdo Pstl; (C) Plasmideo pGEMUpGFPDw e os sitios de
clivagem dos insertos ¢ do vetor.
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Figura 29: Confirmacido da constru¢io do plasmideo pGEMUpGFPDw. Analise por
eletroforese em gel de agarose 0,8%. (A) Clivagem com a enzima Sacll para confirmacéo da
orientacdo do fragmento dw. Amostras: (1) marcador DNA fago A/Ps?l, (2) DNA plasmidial de
pGEMUpGFPDw digerido; (B) Clivagem com as enzimas Psfl e EcoRI. Amostras: (1)
marcador DNA fago A/Pstl, (2) DNA de pGEMUpGFPDw clivado com a enzima Ps?l, (3) DNA
de pGEMDw clivado com a enzima EcoRI.

4.6.2. Transfeccio e co-transfeccio do plasmideo pGEMUpGFPDw em
células de inseto — Ensaio de interrupcio do gene pif-1 por recombinacio
homologa

O plasmideo pGEM UpGFPDw construido para interrup¢ao do gene pif-1 foi co-
transfectado, mediante presenca de lipossomos, com DNA do clone viral AgMNPV em
células de inseto Tn-5B1-4. Apos trés dias de co-transfeccdo os efeitos citopaticos das
c€lulas infectadas tornaram-se visiveis. Foram observados hipertrofia do nuicleo celular,
arredondamento das células e formagdo de corpos poliédricos. Nas células transfectadas
somente com o plasmideo pGEMUpGFPDw (Figura 30) e nas células co-transfectadas

com plasmideo juntamente com o DNA viral (Figura 31), portanto sujeitas a
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recombinacdo, foi visualizada a expressdo da proteina GFP mediante fluorescéncia em

microscopio de contraste de fase com luz UV.

Figura 30: Células Tn5B1-4 transfectadas com o plasmideo pGEMUpGFPDw. Expressio
do gene gfp em células transfectadas 72h p.t.; (A) aumento 100X; (B) aumento 320X.
Microscopia de fluorescéncia com luz UV (Filtro para comprimento de onda 395nm).
Aumentos com base nas lentes objetiva e ocular.

Figura 31: Células Tn5B1-4 co-transfectadas com o plasmideo pGEMUpGFPDw e DNA
do clone viral AgMNPV-2D. Expressdo do gene gfp; (A) células infectadas a partir do DNA
do virus AgMNPV-2D 72h p.i., microscopia de contraste de fase — aumento 100X; (B), (C) e
(D) células co-transfectadas, — aumentos 100X, 200X e 320X respectivamente. As fotos (A) e
(B) mostram o mesmo campo. Microscopia de fluorescéncia com luz UV (Filtro de 395nm).
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4.6.3. Purificacdo do virus recombinante vAgGFPApif-1

O sobrenadante derivado da co-transfec¢do foi coletado e utilizado para infecg¢ao
de células Tn-5B1-4. Apos trés dias de infeccdo, foi possivel visualizar a formacdo de
poliedros no interior das células, sendo que algumas destas apresentavam expressiao da
proteina GFP (Figura 32). Esse sobrenadante foi entdo submetido a purifica¢do através

da técnica de diluicdo serial em triplicata.

Figura 32: Células Tn5B1-4 infectadas com o virus recombinante vAgGFPApif-1 e com o
virus AgMNPV-2D. Confirmagio da obten¢do do virus recombinante com base na inser¢do do
cassete génico Asp70/gfp no genoma de AgMNPV-2D no locus do gene pif-1; (A) e (B) células
infectadas com virus AgMNPV-2D e recombinante vAgGFPApif-1 3d p.i. (A) Microscopia de
contraste de fase — aumento 200X. (B) Microscopia de fluorescéncia com luz UV (Filtro para
comprimento de onda 395nm).
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5. Discussao

Populagdes de baculovirus sdo geneticamente heterogéneas (Simoén et al, 2006),
conferindo uma alta variabilidade genética aos isolados derivados do campo. Sabe-se
que dentro dessas populacdes ha presenca de gendtipos mutantes, surgidos
espontaneamente, os quais apresentam delecdes em regides essenciais para a
persisténcia do virus na natureza e para sua capacidade de transmissdo via oral (Lopez-
Ferber et al., 2003; Simon et al, 2004; Simdn ef al., 2005b). Genotipos mutantes podem
apresentar auséncia de infectividade por falta de proteinas e enzimas estruturais, ou por
falta de fatores de regulagdo da replicacédo viral.

O potencial de selecdo em baculovirus esta relacionado a seus niveis de variagao
genética. Perfis de DNA viral apds andlise com endonucleases de restricio (REN) tém
revelado que baculovirus sdo bastante varidveis. Isolados virais de uma mesma espécie
de hospedeiro em diferentes regides geograficas, freqiientemente mostram diferencas
nos padrdes de REN, entretanto pouco se conhece sobre o papel ou a manutengdo desta
variacdo (Cory e Myers, 2003).

O alto nivel de variabilidade genética em baculovirus combinado com o aumento
de oportunidades de recombina¢do de fenotipos multiplo ocluidos deve predispor os
MNPV a uma faixa maior de hospedeiros. Os virus com maior espectro de hospedeiros
tendem a ser MNPV isolados de Lepidoptera (Cory e Myers, 2003). O virus Anticarsia
gemmatalis nucleopolyhedrovirus possui alta especificidade a lagarta da soja (4.
gemmatalis).

Os variantes gendtipos podem ser separados por técnicas de clonagem in vitro
(Maruniak, et al, 1984, Stiles ¢ Himmerick, 1998) ou in vivo (Mundz et al, 1998, Smith

e Crook, 1988). Sabe-se que, embora muito relacionados, os variantes genotipicos
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podem ser distinguidos uns dos outros através do polimorfismo dos fragmentos obtidos
através da clivagem com enzimas de restri¢do. Os variantes genotipicos analisados neste
trabalho foram selecionados por clonagem in vitro, utilizando-se técnicas de plaque
assay ou por diluicdo serial. A populacdo de genotipos virais do virus Anticarsia
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus mostrou ser genotipicamente heterogénea.

Os dez genotipos da populacdo analisada apresentaram variacdes em relagao aos
fragmentos obtidos através de clivagem com as enzimas Pstl e Hindlll. Dois grupos
distintos de genotipos foram identificados, aqueles selecionados por plaque assay (AgL-
06, Agl-16, Agl-34, Agl.37) e aqueles selecionados por diluicdo serial (Ag79-01,
Ag79-02, Ag79-03 e Ag79-04). Os clones do segundo grupo assemelharam-se ao
protétipo AgMNPV-2D. Os genétipos do B, em seu perfil, puderam ser agrupados pela
auséncia de um fragmento de ~3,5Kb , apds digestdo com Ps¢l e pela presenga de um
fragmento de ~3,5Kb apos clivagem com HindlIl. Os clones AgL-16 e Ag79-02, foram
os mais distintos da populagdo. Os resultados obtidos confirmam a pureza dos clones
selecionados, uma vez que nenhuma banda submolar foi detectada nos perfis de
restri¢do do DNA dos genotipos analisados, e revelam a heterogeneidade da populagéo.

A recombinagdo como possivel causa de heterogeneidade genética havia sido
relatada para o virus AgMNPV, em populacdes selvagens por Croizier e Ribeiro (1992).
Um estudo de isolados virais sazonais, coletados no campo em safras subseqiientes de
aplicacdo do virus AGMNPV em uma mesma area, durante o periodo de 1984 a 1997, foi
feita por Souza e colaboradores (2001). O perfil de restrigdo do DNA de onze isolados
virais de AgMNPV foi comparado ao indculo original aplicado em 1979 (AgMNPV-79).
Bandas submolares indicaram a presenc¢a de diferentes gendtipos em cada amostra e

alteracdes no perfil de DNA desses isolados foram observadas ao longo do tempo. Essas
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diferencas poderiam estar relacionadas a pressdo de selecdo e/ou evento de
recombinacao.

Interagdes mutualisticas permitem a efetivacdo da infec¢do em populagao natural
de baculovirus contendo mutantes defectivos incapazes de infectar o inseto hospedeiro
por via oral. Caracteristicas desse tipo estariam ligadas a delegdes nos genes de
infectividade per os, ou genes pif (Simoén et al. 2004; 2005b; 2006). Analise de restri¢do
de uma populacdo do baculovirus SEIMNPV (Lopez-Ferber et al., 2003) detectou a
presencga de genotipos com delegdes na regido do gene pif-1 e que foram incapazes de
infectar o inseto por ingestdo (Lopez-Ferber et al., 2003).

Para anélise da populagdo de genotipos de AgMNPV, primers para os genes pif-
1 e pif-2 foram desenhados com base na seqiiéncia do virus AgMNPV-2D. O DNA dos
clones foi obtido e reagdes de PCR foram feitas para investigagdo da presenca dos genes
de viruléncia. Todos os variantes genotipicos da populagdo apresentaram amplificagdo
do fragmento esperado para as determinadas regides, ndo havendo nenhum tipo de
altera¢do em relagdo ao tamanho do fragmento ou a auséncia de amplificacio.

Nos ensaios de viruléncia evidenciaram-se diferencas na patogenicidade de cada
clone viral. No entanto, o gendtipo que mais se destacou, devido a sua alta viruléncia,
foi o clone Ag79-01 que revelou uma CL50 de 75PIB/ml, sendo os parametros de
TL50, TM e taxa de mortalidade mais baixos em relagdo a todos os clones testados.

Todos os clones virais tiveram capacidade de estabelecer infec¢do primaria
quando inoculados na dieta dos insetos testados. Portanto, embora a seqiiéncia
nucleotidica dos genes pifidentificados ndo tenha sido determinada neste trabalho, esses
resultados demonstram que nido houve modificagdes genéticas que interferissem na
atuagdo das proteinas PIF nessa populagdo-teste. De acordo com a literatura, alteragdo

em qualquer um dos genes pif deveria acarretar o bloqueio da infec¢do por via oral.
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Estudos realizados com populagdes de virus defectivos tém sido relatados com o
virus SfTMNPV, um NPV do grupo II (Lopez-Ferber ef al., 2003; Simoén et al., 2004). O
virus AgMNPV ¢ um NPV do grupo I e, neste estudo, ndo foi detectada nenhuma
alteracdo nos genotipos purificados em relacdo a capacidade de infec¢do per os, ou
algum padrdo de amplificacdo dos fragmentos diferente dos esperados com os primers
desenhados para os genes pif-1 e pif-2. A populagdo do virus AgMNPV em estudo,
apesar da variabilidade encontrada e alteracdo dos fragmentos obtidos nos perfis de
restricdo dos variantes, pode ndo obedecer ao padrdo encontrado para a populacdo de
SfMNPV, a qual possui gendtipos defectivos com delecdes nas regides dos genes pif,
resultando na auséncia de infectividade oral.

Outro gene de viruléncia que teve sua funcdo recentemente estudada (Ohkawa et
al., 2005) foi o gene pif-3. Esse gene estd incluso na familia de genes pif e sua delecdo
no genoma viral ou interrup¢do da cauda hidrofébica N-terminal de sua proteina,
acarreta auséncia de infeccdo por via oral (Li et al., 2007). No entanto, no artigo
cientifico que descreve o seqiienciamento nucleotidico completo do genoma de
AgMNPV-2D, o gene pif-3 ndo se encontra relatado (Oliveira ef al, 2006). Diante disso,
ferramentas de bioinformatica foram utilizadas para busca e analise do gene pif-3 do
virus AgMNPV, com base na seqiiéncia da ORF 115 do virus AcMNPV. No resultado
da andlise de BLAST podde-se verificar que a ORF 114 de AgMNPV mostrou
homologia e um alto valor de similaridade e identidade em relacdo a seqiiéncia de
aminoacidos, o que pode ser sugerido que essa ORF corresponde ao gene pif-3. Primers
entdo foram desenhados com base na seqiiéncia da ORF Agl14 e utilizados em reagdo
de PCR com DNA dos genétipos selecionados. Da mesma forma que os resultados

obtidos para a detec¢do dos genes pif~-I e pif-2, todos os clones apresentaram

99



amplificacdo de um fragmento do tamanho esperado para a regido de pif-3 € ndo houve
nenhuma alteragdo no tamanho dos fragmentos ou auséncia de amplificacao.

Uma vez que nao foi possivel encontrar na populagdo natural de AgMNPV virus
defectivos nos genes pif, foi elaborada uma estratégia para constru¢do de um
baculovirus recombinante com dele¢do do gene pif-/. Clonagens em série no vetor
pGEM-T-Easy das regides a montante e a jusante ao gene pif-/, originaram um
plasmideo contendo as regides homologas ao gene flanqueando o gene repdrter gfp sob
regulacdo do promotor Asp70. A delegdo ocorreu através de recombinagdo homologa em
c€lulas co-transfectadas com o plasmideo pGEMUpGFPDw e o DNA do virus
AgMNPV-2D. A expressio do gene gfp foi observada utilizando-se microscopia de
fluorescéncia sob luz UV.

Células co-transfectadas apresentaram efeitos citopaticos apos trés dias poOs-
transfec¢do. Foram observadas alteragdes como hipertrofia nuclear, arredondamento
celular, presenca de corpos poliédricos no interior do nucleo e emissdo de fluorescéncia
nas células visualizadas sob luz UV, confirmando que houve a inser¢do correta do
cassete contendo o gene gfp. Em seguida, o sobrenadante dessas células contendo uma
mistura de virus do tipo selvagem AgMNPV-2D e do virus recombinante foi usado para
infeccdo de novas células. A detec¢do de fluorescéncia nessas células confirmou que
houve produgdo de virus recombinantes uma vez que somente esses virus,
diferentemente do virus selvagem, possuem a capacidade de expressar o gene gfp em
substituicdo ao gene pif-1. Nesse momento, o virus recombinante vVAgGFPApif-1 esta
em processo de purificagdo através da técnica de dilui¢do seriada.

Esse virus recombinante ¢ de relevante importincia para a continuidade do
estudo dos genes pif, principalmente o estudo da fungdo do gene pif-1. Dele¢des dos

genes de viruléncia tém sido alvo de estudos (Gutiérrez et al., 2005) como forma de
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confinamento de baculovirus recombinantes capazes de expressar proteinas heterdlogas.
Essa medida tem garantido a ineficiéncia de infectividade do virus recombinante,
embora ndo afete a expressdo do gene heterdlogo, prevenindo possiveis recombinagdes
com outros genotipos virais e excluindo a possibilidade do gene heter6logo se dispersar
na natureza. O plasmideo construido neste trabalho (pGEMUpGFPDw) demonstra ser
um importante veiculo para bloqueio da expressdo do gene pif-1, podendo contribuir,
em termos de bioseguranga, para interrupgdo deste gene durante a constru¢cdo de novos

baculovirus recombinantes.
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6. Conclusoes e Perspectivas

Na populagdo do baculovirus AgMNPV, estudada neste trabalho, pdde-se
verificar que hé variagdes entre os gendtipos. Em contraste com a literatura, ndo foram
encontrados mutantes defectivos com alteragdes nos genes pif, e a viruléncia
apresentada pelos gendtipos estudados auxilia na conclusdo de que os fragmentos
identificados durante o trabalho sdo relativos aos genes pif e que esses estdo presentes
em todos os variantes genotipicos. O clone Ag79-01 podera ser tutil como referéncia
devido a alta viruléncia apresentada nos ensaios. A populacdo de variantes genotipicos
servird também como base para estudos futuros de variabilidade em outras regides
génicas.

A ORF 114 de AgMNPV foi identificada como relativa ao gene pif-3 e seu
estudo ¢ de extrema importancia e sua fungdo ainda ndo foi bem elucidada. Anélises de
expressdo temporal dos genes pif (RT-PCR) e utilizagdo da técnica de RNA interferente
para bloqueio da tradugdo protéica, bem como o estudo da func¢do e localizagdo das
proteinas PIF devem ser realizados para auxiliar o entendimento a respeito dos genes
pif, sobre seus produtos e o seu papel durante a infec¢do do inseto.

O baculovirus vAgGFPApif-1 constitui um modelo importante no estudo inicial
da funcdo do gene pif~-1 de AgMNPV, uma vez que nio ha relatos de estudos com genes
pif desse baculovirus. Uma vez que esse gene encontra-se interrompido, poderd ser
realizado estudos de resgate da fun¢do de pif-/ e estudos de co-infec¢do do baculovirus
recombinante defectivo com gendtipos infectivos. Com esse recombinante poderdo ser
realizadas andlises de micrografia eletronica, como também analisar seu comportamento
durante a infec¢do através de inser¢des de genes pif de outras espécies de baculovirus

para em estudo aprofundado de funcéo
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Os genes pif'sao de essenciais para o estabelecimento da infec¢do oral e o estudo
desses genes pode trazer relevantes descobertas a respeito da biologia do virus, bem
como a respeito do processo de fusdo que ocorre entre as particulas ODV e as células do
intestino médio do inseto. Esse trabalho constituiu um passo inicial e importante no
estudo de genes pif do Dbaculovirus Anticarsia gemmatalis  multiple

nucleopolyhedrovirus.
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