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RESUMO

Neste trabalho foi construido um banco de clones com fragmentos de DNA do isolado
geografico 19 do baculovirus Spodoptera frugiperda maultiplo nucleopoliedrovirus
(SFMNPV-19). 28 clones especificos foram selecionados de forma que quase todo o
genoma viral ficasse representado nestes clones. Esta selecdo de fragmentos gendémicos
clonados formaram um arcabouco que esta sendo usado no sequenciamento completo
do genoma do SFIMNPV-19. A anélise das sequéncias das extremidades dos clones
selecionados mostrou que as ORFs do SfMNPV-19 apresentam alto grau de
similaridade com as ORFs de trés baculovirus cujo genoma completo ja foi determinado
0 Spodoptera exigua MNPV, Mamestra configurata MNPV-A e Mamestra configurata
MNPV-B. Além disso, verificamos que a maioria dos genes destes 4 baculovirus estdo
distribuidos de forma colinear. A sequéncia de uma regido de 8.5 kbp, que abrange as
ORFs de 1a 6, foi determinada e os gene da poliedrina, 1629, pk-1, Hoar, ORF 5
eODV-E56 foram identificados neste segmento do genoma viral.. Observou-se que a
ORF 5 tem alta variabilidade genética entre os baculovirus de espécies diferentes. Para
verificar se esta variabilidade existia dentro da mesma espécie foi determinada a
sequéncia desta mesma regido em dois outros isolados de SfMNPV. Os resultados
preliminares mostram que sequéncia da ORF 5 é idéntica nos diferentes isolados de
SfMNPV sugerindo que este ndo é um segmento sujeito a um maior grau de
variabilidade intraespecifica e que esta regido pode estar relacionada com a
especificidade em relagdo ao hospedeiro.

Palavras-chave: baculovirus, genoma, Spodoptera frugiperda, SSMNPV



ABSTRACT

A bank of clones was constructed with fragments of DNA of baculovirus Spodoptera
frugiperda multicapside nucleopolyhedrovius isolate 19 (SfTMNPV-19). Specific clones
had been selected of form that almost all the viral genome was represented in these
clones. These selected clones used in the complete sequencing of the genome of the
SfMNPV-19. The analysis of the sequences of the selected extremities of clones
showed that the ORFs of the STMNPV-19 presents high degree of similarity with the
ORFs of three baculovirus whose complete genome was already determined the
Spodoptera exigua MNPV, Mamestra configurata MNPV-A and Mamestra configurata
MNPV-B. Moreover, it was observed that the majority of genes of these four
baculovirus is distributed of form to colinear. The sequence of a region of 8.5 kbp, that
it encloses the ORFs of 1a 6, was determined and the genes of the poliedrina, 1629, pk-
1, Hoar, 5 ORF eODV-E56 had been identified in this segment of the viral genome. It
was observed that the ORF5 has high genetic variability betwen baculovirus of Group
I1. It raised the possibility of this region that also can present high genetic variability
betwen different isolated geografic of the SFTMNPV. To verify this hypothesis was the
sequence of this same region in two others isolated of SFTMNPV. The results show that
the sequence of ORF 5 is identical in differents isolates of STMNPV suggesting that this
is not a segment subject to a higher degree of variability intraspecific.

Keywords: baculovirus, genome, Spodoptera frugiperda, STMNPV
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1 INTRODUCAO

1.1 Classificagao e estrutura viral

A familia Baculoviridae €é formada por virus que infectam insetos,
principalmente da Ordem Lepiddptera (O'REILLY et al., 1992). Membros desta familia
sdo caracterizados morfologicamente por possuir um ou varios nucleocapsideos em
forma de bastdo envoltos por uma membrana e imersos em uma matriz protéica
cristalina  (corpo de oclusdo). Esta familia compreende dois géneros:
Nucleopoliedrovirus e Granulovirus (VOLKMAN et al., 1995) .

Nos nucleopoliedrovirus (NPV) o corpo de oclusdo (OB) mede entre 1 e 15 um
de diametro, € denominado poliedro e envolve varios virions. O poliedro é constituido
principalmente pela poliedrina, uma proteina com peso molecular em torno de 30.000
daltons (SUMMERS et al., 1980) e corresponde a cerca de 95% do contetdo protéico
do poliedro (MARUNIAK, 1986) (Figuras 1 e 2). Podemos encontrar
nucleopoliedrovirus simples (SNPV) que apresenta apenas um nucleocapsideo por
envelope e nucleopoliedrovirus multiplo (MNPV) que apresenta varios nucleocapsideos
por envelope. Nos granulovirus (GV) o corpo de oclusdo mede entre 400 a 600 nm de
didmetro e é denominado granulo, constituido principalmente por uma proteina, a
granulina, e envolve apenas um virion (FAUQUET et al., 2004; RIBEIRO et al., 1998;
SOUZA et al., 2002).

A nomenclatura das espécies de baculovirus inicia-se com o nome cientifico do
hospedeiro do qual o virus foi isolado pela primeira vez, seguido do género

granulovirus o (GV) ou nucleopoliedrovirus (NPV). No caso dos NPVs, a denominagéo



multiple ou single antecede o género do baculovirus, maltiplo nucleopoliedrovirus
(MNPV) ou single nucleopoliedrovirus (SNPV),de acordo com os critérios citados
acima.

Estudos baseados na analise filogenética da sequiéncia de aminoacidos da
poliedrina codificada e, posteriormente, com produtos de em outros genes, dividiram os
NPVs em dois grupos (NPVs | e NPVs Il) (ZANOTTO et al., 1993). Observou-se 0
agrupamento de Autographa californica MNPV (AcMNPV), Bombix mori MNPV
(BMMNPV), Bombix mori SNPV (BmSNPV), Orgya pseudotsugata MNPV
(OpMNPV), Anticarsia gemmatalis AQMNPV (AgMNPV), e possivelmente Galleria
mellonela MNPV (GmMNPV) formando o Grupo I. Grupo Il inclui Mamestra
brassicae MNPV (MbMNPV), Panolis flammea MNPV (PfMNPV), Spodoptera
frugiperda MNPV, Spodoptera exigua MNPV (SeMNPV) e Orgya pseudotsugata
SNPV (OpSNPV) (Figura 3).

Bulach et al., (1999) analisando a filogenia do gene da poliedrina e do gene da
DNA polimerase propuseram a subdivisdo do Grupo Il em trés subgrupos (A, B e C).
O Subgrupo 11-A inclui os baculovirus Mamestra brassicae MNPV (MbMNPV),
Mamestra configurata MNPV (MacoMNPV), Panolis flammea MNPV (PfMNPV),
Spodoptera exigua MNPV, SpltNPV (Isolado da india), Spodoptera frugiperda MNPV
(SFMNPV). O Subgrupo II-B inclui os baculovirus Spodoptera littoralis NPV
(SpliNPV), Spodoptera litura NPV (SpltNPV) (lIsolado do Japéo), Spodoptera litura
NPV (SpItNPV) (Isolado Queensland). Os baculovirus Orgya pseudotsugata SNPV
(OpSNPV), OranNPV (tipo S) e Buzura suppressaria NPV (BusuNPV) (tipo S) formam

0 Subgrupo I1-C (BULACH et al., 1999).



Estudo mais recente, envolvendo a analise de genomas completos de 13
baculovirus mostram uma grande divergéncia entre NPVs que infectam lepidopteros e

dipteros, sugerindo uma revisdo da classificacdo da familia (HERNIOU et al., 2003).

Figura 1: Divisdo de géneros da familia Baculoviridae - Granulovirus (a esquerda): apenas um
nucleocapsideo dentro do envelope; Nucleopoliedrovirus (a direita): varios nucleocapsideos dentro de um
Gnico envelope. (Fonte: Dr Hans Ackermann, 2005)



Figura 2: Nucleopoliedrovirus. A) Poliedro contento virus envelopados no seu interior; B) Envelope
viral contendo diversos nucleocapsideos no seu interior; C) Nucleocapsideo. (Fonte: Dr. Bryony Bonning,
2005)
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1.2 Especificidade ao hospedeiro

O processo que determina a especificidade dos baculovirus em relacdo ao
hospedeiro ainda é pouco conhecido. Estudos utilizando linhagens de células de insetos
tém sido realizados, mostrando que essas linhagens apresentam susceptibilidade
variavel quanto a permissividade para replicacdo viral, sendo que varios genes virais
podem estar envolvidos neste processo (EVANS et al., 1999; HAAS-STAPLETON et
al., 2005; YANASE et al., 1998).

Algumas espécies de baculovirus apresentam um Unico hospedeiro outras
espécies como por exemplo Mamestra brassicae nucleopoliedrovirus (MbNPV) infecta
espécies em quatro familias de lepidopteros e Autographa californica multiplo
nucleopoliedrovirus (AcMNPV) possui mais de 32 hospedeiros (CORY e MYERS,
2003).

A suscetibilidade de larvas e linhagens celulares dos baculovirus Autographa
californica MNPV (AcMNPV) e Spodoptera frugiperda MNPV (SfMNPV) tem sido
descrita, estudos com esse virus tém sido realizados, na maioria, com linhagens
celulares e larvas de Spodoptera frugiperda e Trichoplusia ni (DANYLUK e
MARUNIAK, 1987; HINK, 1970; YANASE, et al., 1998; HAAS-STAPLETON et al.,
2005). Estudos realizados por Danyluk e Maruniak (1987) com os baculovirus
AcCMNPV e STMNPV infectando linhagens celulares e larvas de Spodoptera frugiperda
e Trichoplusia ni mostraram que todas as linhagens celulares e larvas derivadas destas
espécies foram suscetiveis ao baculovirus ACMNPV. Por outro lado, linhagens celulares
e larvas de Trichoplusia ni ndo foram suscetiveis ao baculovirus SFTMNPV. Yanase et
al., (1998) estudaram linhagens celulares de Spodoptera frugiperda e Spodoptera

exigua infectadas com o baculovirus AcCMNPV e Spodoptera exigua MNPV



(SeMNPV), O baculovirus AcCMNPV se replicou nas duas linhagens celulares, em
contrate, o baculovirus SeMNPV se replicou eficientemente somente na linhagem
celular de S. exigua. Simoén et al., (2004) estudaram os baculovirus Spodoptera exigua
MNPV (SeMNPV), Spodoptera littoralis MNPV (SpliMNPV) e STMNPV por serem
geneticamente similares e diferentes na especificidade em relacdo ao hospedeiro. A
infeccdo para cada um dos trés baculovirus se deu em larvas de S. exigua, S. frugiperda
e S. littoralis e a infeccdo com STMNPV e SpliMNPV foi letal a todos os hospedeiros.
A infeccdo com SeMNPV foi letal mas as larvas ndo se desintegraram e a expressao dos

genes foi mais lenta.

1.3 Ciclo de infec¢éo

O ciclo infectivo dos baculovirus inicia-se com a ingestdo do alimento
contaminado com poliedros ou granulos. No ambiente alcalino do intestino médio da
larva do inseto os corpos de oclusdo sdo dissolvidos liberando os virions que entram nas
células epiteliais por meio de fusdo mediada por receptores (HORTON e BURRAND,
1993). Apds serem liberados no citoplasma, os nucleocapsideos séo transportados para
0 nucleo da célula onde os genes virais sdo transcritos e o genoma replicado. Na
infeccdo viral, sdo produzidos dois tipos de virions com genomas idénticos, porém
diferentes em aspectos como: morfologia, infectividade e mecanismo de entrada em
células (RIBEIRO et al, 1998). Na fase inicial da infeccdo, o DNA viral é encapsulado
no nucleo e conduzido & membrana plasmatica, onde encontra uma proteina viral
conhecida como GP64, e com esta abandona a célula por brotamento (WHITFORD et
al., 1989; ZHANG, et al. 2003). Estes virions liberados por brotamento sdo chamados

de “budded virus” (BVs) ou virus extracelulares. Os BVs atingem a hemolinfa e o



sistema traqueal do inseto que servem de via de contaminagdo para outros tecidos do
inseto (RIBEIRO et al, 1998).

Na fase mais adiantada da infeccéo, os virions produzidos sdo envelopados no
nicleo e envolvidos pela proteina poliedrina (NPVs) ou granulina (GVs), que
polimerizam no nacleo formando os corpos de oclusdo (OB). A ocluséo dos virus em
uma matriz protéica é um processo importante para garantir protegdo as particulas
infectivas na transmissdo do virus de inseto no ambiente (ROHRMANN, 1986). Assim
como os esporos de bactérias ou fungos, as oclusdes virais permitem aos baculovirus
resistirem a condicbes ambientais fora do hospedeiro por longos periodos
(ROHRMANN, 1986), exceto em condi¢cbes de pH altamente alcalino, como
encontrado no intestino médio das lagartas (aproximadamente 11) (RIBEIRO et al.,
1998).

Algumas proteinas estruturais tem sido identificadas como exclusivas dos virus
derivados dos OBs (MA et al., 1993). Entre elas temos as proteinas gp41, considerada a
principal glicoproteina dos OBs, ODV-25, ODV-E66, ODV-E56, ODV-E18, ODV-E35 e
ODV-EC27 (HAYAKAWA et al., 2000; WHITFORD e FAULKNER, 1992). A
proteina P74 foi identificada como essencial para a infectividade dos OBs (HAAS-
STAPLETON et al., 2004). Os virions derivados dos corpos de ocluséo liberados no
limen do intestino aderem as microvilosidades do epitélio e entram no nucleo pela
fusdo do envelope viral com a membrana plasmética, o que foi demonstrado como
sendo mediado pela proteina P74 que se liga a um receptor especifico da célula

hospedeira (HAAS-STAPLETON et al., 2004).



Estudos mostram que P87capsid, VP39 e VP1054 sdo proteinas estruturais
comuns em BVs e OBs requeridas para a formagdo do nucleocapsideo (LU et al., 2002;
LU e CARTENS, 1992; OLSZEWSKI e MILLER, 1997).

Na fase tardia da infeccdo celular as proteinas quitinase e a catepsina sao
secretadas e acumulam-se na larva hospedeira & medida que a infeccdo progride
(HAWTIN et al., 1995). Elas agem, provavelmente, na dissolu¢do dos tecidos do
inseto, e em particular da cuticula larval, que se rompe ap6s a morte do hospedeiro,
liberando os poliedros (HAWTIN et al., 1997). Andlises filogenéticas sugerem que 0s
baculovirus adquiriram o gene da quitinase de uma bactéria, Serratia marcescens,
através de transferéncia horizontal do gene. (HAWTIN et al., 1995).

Lagartas doentes apresentam sintomas como perda de apetite, parada no
desenvolvimento larval, geotropismo negativo, mudanga na coloracdo das lagartas, que
se tornam cor de creme, e na textura do tegumento, que se torna fragil (RIBEIRO et al.,
1998; VOLKMAN e KEDDIE, 1990). No final do processo infectivo o corpo do inseto
geralmente se rompe liberando grande quantidade de corpos de oclusdo no ambiente,

servindo como indculo para a transmissdo (FUXA, 1991; MOSCARDI, 1999).
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1.4 Fases da expressao génica

Estudos com AcMNPV mostraram que a expressao dos genes virais se sucedem
em cascata onde 0s genes expressos em uma fase regulam a expressdo de genes das
fases seguintes (MILLER, 1997; RIBEIRO et al., 1998). A expressdo dos genes pode
ocorrer de uma forma intensa ou mais moderada dependendo do tipo de regulagdo
comandada pela regido promotora que também determina a fase que ocorrera a
transcricdo (MILLER, 1997).

A expressdo génica pode ser dividida em duas fases: a fase precoce que ocorre
antes da replicacéo e a fase tardia que se inicia com a duplicacdo viral (MILLER, 1997).

Na fase precoce 0s genes sdo expressos por voltade 2 a 7 h p. i., sendo que parte
destes genes ndo necessita da sintese prévia de produtos virais para a sua expressao.
Esta fase é subdividida em fase precoce imediata (immediate early phase) e fase

precoce atrasada (delayed early phase) (RIBEIRO et al., 1998). Genes expressos nesta



fase sdo transcritos por uma RNA polimerase do hospedeiro, a RNA polimerase |1, e sdo
importantes para ativagdo e potenciacdo da expressdo de diversos genes virais
necessarios para o estabelecimento da infeccdo (FRIESEN e MILLER, 1985;
GUARINO et al., 1998; HUH e WEAVER, 1990). Na fase precoce os baculovirus
conseguem controlar a resposta de morte celular das células infectadas sintetizando
proteinas inibidoras da apoptose. As proteinas IAP e P35 conseguem inibir o processo
apoptético celular impedindo a ativacdo das caspases, tornando-se essenciais para 0
processo de infecgdo e multiplicagdo viral (CASTRO et al., 1999; CLEM e MILLER,
1993; MANJI et al. 1997). Os baculovirus codificam também uma proteina,
Ecdisteroide UDP-Glicosil Transferase (EGT), que inativa o hormdénio da muda do
inseto, desta forma os insetos infectados se mantém mais tempo na fase de larva,
mantendo o fornecimento de produtos metabdlitos para a replicacdo do virus (FLIPSEN
et al., 1995; TUMILASCI et al., 2003).

A fase tardia é subdividida em fase tardia (late) e fase muito tardia (very late)
(RIBEIRO et al., 1998). Nesta fase temos os genes tardios (late genes), transcritos entre
6 e 24 hp.i., eosgenes tardios hiperexpressos (hyperexpressed late genes), que ocorre
a partir de 18 h p. i. at¢ 72 h p. i.,, quando a celula é lisada (RIBEIRO, 1998;
ROHRMANN, 1992).

Durante a fase tardia aparece uma RNA polimerase que pode ser diferenciada
por cromatografia da RNA polimerase Il (YANG et al., 1991). Uma caracteristica
marcante da expressdo de genes da fase tardia € a resisténcia a a-amanitina, um inibidor
da RNA polimerase 1l (HUH e WEAVER, 1990). Esta fase também ¢é caracterizada pela
inibicdo da expressdo génica do hospedeiro, ocorrendo a expressao de genes estruturais

para a montagem de particulas. Genes expressos nesta fase da infec¢do apresentam com



frequiéncia na sua regido promotora uma sequéncia conservada (“motif”)
pentanucleotidica (A/T/G)TAAG (MORRIS e MILLER, 1994; XING et al., 2005).

Os genes tardios hiperexpressos séo fortemente expressos no final da infecgéo
quando ocorre a sintese de poliedrina e producdo dos corpos de oclusdo. A poliedrina é
o principal componente do corpo de oclusdo. Outra proteina sintetizada nesta fase é a
P10. Estruturas fibrilares formadas pela proteina viral P10 podem estar relacionadas
com a desintegracdo celular (FAKTOR et al., 1997). Estudos mostram que a partir

dessa fase ha um bloqueio na sintese de proteinas celulares (CASTRO et al., 1999).

1.5 Baculovirus como vetor de expressao

O maior conhecimento do genoma de baculovirus permitiu sua manipulacao
genética. Dentre as vantagens para a utilizacdo de baculovirus como vetores de
expressdo estdo a existéncia de promotores fortemente ativos durante a fase tardia da
infeccdo néo interferindo no ciclo viral, simplicidade de manipulagéo e a expressdo
adequada de proteinas exdgenas em um ambiente eucarioto. Esse sistema permite a
clonagem de grandes insercdes, sendo possivel a clonagem de fragmentos de DNA de
até 15.000 pares de base (O'REILLY etal., 1992).

Baculovirus recombinantes podem ser construidos com a inser¢cdo de um ou
mais genes de interesse no lugar de um gene n&o-essencial para replicagdo, sob
comando de um promotor viral forte. A expressdo dos genes de interesse ocorre
mediante infeccdo de uma linhagem de células de inseto permissiva ao virus
recombinante. Durante a infeccdo viral, por recombinacdo homologa, o gene original no

virus é substituido pelo gene de interesse contido no plasmideo.



1.6 Uso de baculovirus no controle de pragas no Brasil

Desde o comego da década de 80 o baculovirus AgMNPV vem sendo utilizado
como agente para controle biolégico da lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis),
principal inseto praga da cultura da soja no Brasil, cerca de 2 milhdes de hectares de
soja sdo tratados anualmente com um bioinseticida a base do baculovirus Anticarsia
gemmatalis MNPV (AgMNPV) (MOSCARDI et al., 2002).

Ainda na década de 80 um virus patogénico ao mandarova (Erinnyis ello
granulovirus) foi utilizado em programa de controle dessa praga. Esse programa foi
implantado pela Empresa de Pesquisa Agropecuéaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri), sendo o bioinseticida entdo denominado “Baculovirus erinnyis” (SOUZA et
al., 2006).Varios baculovirus no Brasil estdo sendo utilizados no controle de pragas,
entre eles o virus Spodoptera exigua MNPV (SeMNPV), utilizado no controle de pragas
de hortaligas e plantas ornamentais nos EUA, Europa, Tailandia. (SOUZA et al., 2002).

Outro baculovirus que tem grande potencial de utilizacdo no Brasil é o
baculovirus Spodoptera frugiperda multiplo Nucleopoliedrovirus (SfMNPV). O
SfMNPV infecta Spodoptera frugiperda, um lepiddptero que além de ser a principal
praga da cultura de milho no Brasil também é uma importante praga do sorgo, do trigo
e do arroz (GOMEZ et al., 1999). Mais recentemente, a preocupagdo com a Spodoptera
frugiperda se acentuou devido a ocorréncia de resisténcia a pesticidas (CRUZ, 2002).

Uma limitacdo no uso do baculovirus no controle de pragas agricolas é seu modo
de acdo lento, larvas infectadas continuam vivas e se alimentando pelo menos 2 a 4 dias
apo6s a infeccdo (RIBEIRO et al., 1998) Por esse motivo, estratégias estdo sendo

estudadas a fim de aumentar sua eficiéncia no controle de pragas.



1.7 Melhoramento genético de Baculovirus

Baculovirus geneticamente modificados ja foram construidos com intuito de
melhorar capacidade de controle de pragas agricolas. Diversas modificagdes foram
feitas para o baculovirus tipo ACMNPV. Por exemplo, Chang et al., (2003) construiram
um baculovirus que produziam corpos de oclusdo que continham toxina de insetos
retirada de Bacillus thuringiensis, aumentando a infectividade do baculovirus. Mcintosh
et al., (2004) demonstraram que a insercdo de proteinas fluorescentes no genoma viral
protegeu os baculovirus dos efeitos da luz ultravioleta. Flipsen et al., (1995) mostraram
que a inativacdo do gene EGT resultou em baculovirus mais patogénicos. Esse virus
alterado foi aprovado nos Estados Unidos pela “U.S. Environmental Protection Agency”
para ser utilizado no campo em carater experimental (CASTRO, 2005).

No Brasil, Pinedo et al., (2003) construiram um baculovirus AgMNPV
recombinante que apresenta-se mais letal ao inseto hospedeiro, possuindo o gene EGT
inativo. O gene EGT codifica uma enzima que inibi o horménio ecdisona, responsavel
pela muda do inseto. Durante a infeccdo de larvas com o virus melhorado
geneticamente, o hormonio ecdisona do inseto ndo é inativado, desta forma as lagartas
mudam de estadio mais rapidamente do que as infectadas pelo virus selvagem e o dano

que causam as plantas atacadas é menor, pois alimentam-se menos.

1.8 Lagarta do cartucho do milho Spodoptera frugiperda (Lepidoptera,

Noctuidae)

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda é uma das principais

pragas da cultura do milho, podendo causar danos de até 34% no rendimento de gréos.



(VALICENTE e CRUZ 1991; CRUZ 1995). No Brasil, S. frugiperda ataca amendoim,
algodao e diversas gramineas cultivadas (CRUZ, 2002; SALVADORI e RUMIATTO,
1982), incluindo o trigo cujas plantas consome cerca de 131,5 cm?® de érea foliar para
completar a sua fase larval (SALVADORI e RUMIATTO, 1982).

O dano é causado pela lagarta que, no inicio, apenas raspa a folha, mas quando
desenvolvida perfura a folha danificando-a por completo e destruindo o cartucho
(CRUZ, 1995). A duracdo do periodo larval é de 12 a 30 dias, findo o qual a lagarta
mede aproximadamente 50 mm de comprimento. Sua coloragéo varia de pardo escura,
verde até quase preta (SILVIE et al., 2001). Devido ao canibalismo é comum encontrar
apenas uma lagarta desenvolvida por cartucho.

Quando completamente desenvolvida, a lagarta sai do cartucho e penetra no
solo, onde se transforma em pupa. O adulto € uma mariposa que tem em torno de 25 nm
de comprimento e cerca de 35 nm de envergadura e possui longevidade de cerca de 12

dias (SILVIE et al., 2001).

1.9 Spodoptera frugiperda multiplo nucleopoliedrovirus (STMNPV)

A utilizacdo de inseticidas quimicos tem sido o principal método de controle
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), porém, seu uso indiscriminado e incorreto
tem diminuido sua eficiéncia, principalmente devido ao surgimento de populacdes de
insetos resistentes e contaminagéo dos agricultores e do ambiente (CRUZ, 2002).

Entre os agentes de controle bioldgico de S. frugiperda o baculovirus
Spodoptera frugiperda maltiplo nucleopoliedrovirus (SFMNPV) mostra potencial para
ser usado como um bioinseticida. A utilizagdo do STMNPV no controle de S. frugiperda

tem sido investigada principalmente no Brasil e na América central (ESCRIBANO et



al.,, 1999; VALICENTE E CRUZ, 1991). Em estudo recente observou-se que varios
isolados geograficos do baculovirus STMNPV possuem diferencas bioldgicas e que um
isolado da regido de Sertaneja, Parand, chamado de isolado 19 (SfMNPV-19) mostrou a
maior viruléncia contra larvas de S. frugiperda (BARRETO et al., 2005; GOMEZ et al,
1999).

A ocorréncia de SfMNPV em vaérias localidades e a analise destes isolados
geogréficos com enzimas de restricdo mostrou a existéncia de isolados geogréaficos
STMNPV geneticamente distintos (LOH et al.,1982; MARUNIAK et al., 1984).

Uma limitacdo no uso de SFIMNPV como bioinseticida é a producédo do virus em
larga escala pois o corpo das lagartas infectadas é facilmente dissolvido. Com isso 0s
virus produzidos misturam-se na dieta causando dificuldades para a purificacdo dos

poliedros virais.

1.10 Sequenciamento do genoma dos baculovirus

O genoma dos baculovirus é composto por uma molécula de DNA, fita dupla,
circular cujo tamanho varia de 80 a 180 Kb nas diferentes espécies virais, as analises do
genoma sugerem que 100-200 proteinas podem ser codificadas (FAUQUET et al.,
2004).

O maior conhecimento do genoma dos baculovirus pode abrir novas
possibilidades de se aumentar a utilizacdo e a eficiéncia do virus como vetor de
proteinas exdgenas e bioinsetida. A construcdo dos mapas genéticos sera apenas o inicio
de um processo que deverd identificar todos os genes, conhecer suas funcGes e as

proteinas que eles codificam.



O primeiro baculovirus a ser totalmente sequenciado foi o baculovirus
Autographa californica mdaltiplo nucleopoliedrovirus (AcMNPV), intensamente
estudado e espécie tipo dos baculovirus (AYRES et al., 1994). O primeiro baculovirus a
ser sequenciado no Brasil foi o baculovirus Anticarsia gemmatalis MNPV (OLIVEIRA
et al., 2006), sequenciado no Laboratorio de Evolucdo Molecular e Bioinformatica
(Lemb), da Universidade de Sao Paulo (USP) e no Laboratdrio de Virologia Molecular,
da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC).

Atualmente, existem sete genomas de granulovirus e 23 de nucleopoliedrovirus
disponiveis no GenBank (NCBI, 2006). Os genomas recém seqlenciados sao
comparados com sequéncias disponiveis no GenBank. Essa comparacdo busca
sequéncias semelhantes mostrando a existéncia de genes compartilhados, bem como o
grau de similaridade entre esses genes, entre outras comparagoes.

O maior genoma de um baculovirus ja seqlenciado até o momento é do
granulovirus Xestia c-nigrum granulovirus (XcGV) que possui 178.733 pares de base
(HAYAKAWA et al., 1999). O maior genoma de um nucleopoliedrovirus seqlienciado
até o momento é o do Lymantria dispar maltiplo nucleopoliedrovirus (LdAMNPV) que
possui 161.046 pares de bases (KUZIO et al., 1999).

Herniou et al., (2003) comparou o genoma de 13 baculovirus dividido em quatro
grandes grupos (GVs, NPVs I, NPVs Il e NPVs que infectam dipteros) e observou que
existe 30 genes que estdo presentes nos 13 genomas (Tabela 1). Esse grupo de genes foi
chamado de genes “cerne” e estdo divididos em genes que codificam proteinas
estruturais e ndo-estruturais (HERNIOU et al., 2003). As proteinas ndo-estruturais estao
envolvidas no metabolismo de nucleotideos, replicacdo do DNA viral, regulacdo da

expressdo génica, inibidores de apoptose, genes auxiliares (IJKEL et al., 1999; LI, Q. et



al.,2002). As proteinas estruturais participam de uma série de funcles tais como
ligacdo do virion na superficie celular, penetragdo, descapsidacdo e aquisi¢do do
envelope viral (HAYAKAWA et al., 2000; IJKEL et al.,, 1999; LI, Q. et al.,2002;
ROHRMANN, 1992). Apesar da poliedrina ser altamente conservada entre 0s
baculovirus, ela ndo estd presente nos genes ‘cerne” pois esta proteina ndo é codificada

por baculovirus que infectam dipteros (AFONSO et al.,2001; HERNIOU et al., 2003).

Tabela 1: Relagdo dos genes presentes nos 13 genomas de baculovirus (HERNIOU et al., 2003)

Funcéao da proteinas Genes presentes em todos os baculovirus

codificadas

Replicagéo Lef-1 (ac14), lef-2 (ac6), dnapol (ac65), helicase (ac95)

Transcrigdo P47 (ac40), lef-8 (ac80), lef-9 (ac62), vIf-1 (ac77), lef-4 (ac90),
lef-5 (ac99)

Estrutural ac23 (1d130), gp4l (ac80), odv-ec27 (acl44), odv-e56 (acl48),
p6.9 (ac100), p74 (ac138), vp91/p95 (ac83), vp39 (ac89), vpl054
(ac54)

Auxiliar Alk-exo (ac133)

desconhecida 38K (ac98), ac22, ac68, ac81, ac92, ac96, ac109, ac115, ac142




Tabela 2: Genoma dos Baculovirus

Virus Classificagdo Tamanho N° provavel de Referéncia
(bp) genes
Autographa NPV-I Lepidopt. 133.894 153 AYRES et al., 1994
californica MNPV
Epiphyas NPV-I Lepidopt. 118.584 136 HYINC et al., 2002
postvittana NPV
Anticarsia NPV-I Lepidopt. 133.000 OLIVEIRA et al.,
gemmatalis MNPV 2006
Spodoptera exigua NPV-II Lepidopt. 135.611 139 IJKEL et al., 1999
MNPV
Lymantria NPV-II Lepidopt. 161.046 163 KUZIO et al., 1999
disparMNPV
Mamestra NPV-II Lepidopt. 155.600 169 LI, Q. etal, 2002
configurata MNPV-
A
Mamestra NPV-II Lepidopt 158.482 167 LI, L. etal., 2002
configurata MNPV-
B
Cydia pomonella GV Lepidoptera 123.500 143 LUQUE et al., 2001
GV
Culex Nigripalpus NPV Diptera 108.252 109 AFONSO et al.,
NPV 2001
Neodiprion sertifer NPV Hymenoptera 86.462 90 MARUNIAK et al.,
NPV 2004

Nota: Classificacdo, tamanho do genoma e ndmero provavel de genes de alguns principais baculovirus
cujo genoma ja foi seqiienciado e esta disponivel no GenBank (NCBI).

1.11 Variabilidade genética em baculovirus

Em baculovirus a recombinacdo genética é um importante mecanismo que

aumenta a diversidade genética e confere ao virus uma maior adaptabilidade a

mudancas ambientais (CORY et al., 2005). Muitas diferengas de infectividade dos virus

podem estar associadas com pequenas mudancas na composi¢do genética devido a erros

na replicagéo (ESCRIBANO et al., 1999).



Heldens et al., (1996) estudaram um isolado americano de SeMNPV e ap0s a
analise com enzimas de restricdo dos virus gerados pela passagem da espécie selvagem
em cultura de célula de inseto, obtiveram um virus mutante. Este baculovirus mutante,
que apresentou delecdo de aproximadamente 20 kbp, ndo foi capaz de infectar larvas de
S. exigua (HELDENS et al., 1996).

A andlise de isolados de MacoMNPV com enzimas de restricdo revelou alta
variabilidade genética da espécie. Li, L. et al., (2002) analisaram 0 genoma de duas
espécies de baculovirus isolados de Mamestra configurata e observaram que esses virus
sdo relativamente proximos, mas evoluiram em duas espécies separadas, MacoMNPV-
A e MacoMNPV-B. O baculovirus MacoMNPV-B se mostrou 3422 pb maior que
MacoMNPV-A (LI, L. et al., 2002). Li et al., (2005) investigaram as diferengas
genéticas entre dois variantes de MacoNPV-A, v90/2 e v90/4. O genoma de MacoNPV-
A v90/4 foi menor 1404 bp do que MacoNPV-A v90/2. O variante MacoNPV-A v90/4
apresentou reduzida viruléncia no controle do inseto hospedeiro (LI et al., 2005).

Maruniak et al., (1984) obtiveram sete variantes de STMNPV apds a passagem
deste virus em celulas de inseto em cultura e analise do DNA viral com as enzimas de
restricdo EcoRI e Hindlll. As diferengas entre os variantes, quando comparados com a
espécie designada como o isolado clonal SFTMNPV-2, se concentraram em quatro
regides do mapa fisico de SFTMNPV nas quais foram observadas inser¢cdes ou delecdes
de nucleotideos (MARUNIAK et al., 1984).

Escribano et al., (1999) investigaram o perfil eletroforético gerado com enzimas
de restricdo de DNA obtido de quatro isolados americanos de SfMNPV (Florida,
Lousina, Argentina e Nicardgua). As andlises indicaram que os quatro isolados sdo

geneticamente similares, entretanto o isolado da Nicardgua mostrou algumas variacoes



guando comparados com o0s outros isolados. Em testes biolégicos, o isolado da
Nicaragua apresentou maior viruléncia indicando que pequenas diferengas genéticas
podem ter consequiéncias bioldgicas significativas (ESCRIBANO et al., 1999).

Simon et al., (2004) obtiveram 9 gendtipos diferentes a partir de  STMNPV
isolado na Nicardgua. Alguns destes variantes apresentaram delecfes de alguns genes
guando comparados com a espécie selvagem e possuiam maior eficiéncia no controle

das lagartas.



2 OBJETIVOS

Com o objetivo de se conhecer melhor o genoma de SFTMNPV-19 foi construido
neste trabalho um banco de clones com fragmentos de DNA do SfMNPV-19. O
sequenciamento das extremidades destes clones serviu para montagem de um arcabougo
que esta servindo para o seqlienciamento completo do genoma de SfMNPV-19. A
seqiiéncia completa das seis primeiras ORFs foi determinada e a regido de alta
variabilidade localizada na ORF 5 foi comparada com outros isolados geograficos de
SfMNPV.

O maior conhecimento do genoma deste baculovirus, a identificacdo todos os
seus genes, suas funcgdes e as proteinas que eles codificam servira de ferramenta para

desenvolver estratégias que visam aumentar a eficiéncia deste virus como bioinsetida.



3 METODOLOGIA

3.1 Extracdo do DNA viral

Os poliedros de SfMNPV-19 foram obtidos de um extrato bruto de larvas
infectadas fornecido pelo Dr. Fernando Valicente do Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo (Embrapa; Sete Lagoas, MG). O procedimento utilizado para extragdo
de DNA viral a partir de poliedros foi uma adaptacdo do método de O'Reilly et al., 1992

(Anexo A).

3.2 Preparo do vetor

Utilizou-se o plasmideo pGEM 3Z(+) como vetor. Este plasmideo possui 0 gene
AMP', que confere resisténcia ao antibiético ampicilina, as bactérias que possuem este
plasmideo sdo capazes de sobreviver em um meio de cultura contendo ampicilina. Este
plasmideo também possui 0 gene LacZ que codifica a f~galactosidase. Dentro da regido
do gene LacZ existem sitios Unicos de reconhecimento de enzimas de restricdo (Figura
5).

Os plasmideos pGEM 3Z(+) foram linearizados com as enzimas de restri¢do
Bglll, HindlIl, Kpnl, Pstl, Sall separadamente, e tratados com a enzima fosfatase (Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase- CIAP) de acordo com as instruges do fabricante
(Invitrogem). Esta enzima tem a funcéo de remover o grupo 5-fosfato das extremidades

evitando o reanelamento. Apo6s tratamento com a CIAP, os plasmideos foram



submetidos a eletroforese em gel de agarose (1%), recortados do gel e purificados com

o Kit GFX (Amersham).

Figura 6: pPGEM 3Z - Representacéo circular do mapa fisico do vetor pPGEM 3Z contendo 3.197bp
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(Fonte: Promega, 2005)

3.3 Construcao de Bibliotecas Genomicas

O DNA viral foi digerido com as enzimas de restricdo Bglll, EcoRV, Hincll,
Hindlll, Kpnl, Pstl, Sall, separadamente, e foi submetido a dupla digestdo com as
enzimas BamHI e Bglll de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante. O
objetivo da dupla digestdo foi reduzir o tamanho dos fragmetos obtidos com as enzimas
BamHI e Bglll, facilitando a clonagem. A enzimas de restricdio Hincll e EcoRV
produzem terminagbes ‘“cegas”, por essa razdo os fragmentos gerados com estas

enzimas podem ser clonados em plasmideos linearizados com outra enzima. Apds a



digestdo o DNA foi purificado com Kit Omega (Omega Bio-Tec) seguindo as
instrucdes do fabricante. Para reagdo de ligacdo, utilizou-se a enzima T4 ligase
(Invitrogen). A quantidade do DNA viral e do DNA plasmidial foi estimada por
visualizacdo das bandas resultantes da eletroforese em geéis de agarose (0,8%). Apds a
ligacdo, bactérias competentes (Escherichia coli, DH5a) foram transformadas com o
material ligado seguindo o método de choque térmico (SAMBROOK, 1999). O material
foi inoculado em placas com agar LB contendo ampicilina, o indutor IPTG (isopropil
tio-pB-D-galactosideo) e o composto cromogénico X-gal (5-bromo-4 — cloro-3-indolil-3-
D-galactosideo) que possibilita diferenciar colonias nas quais o plasmideo reanelou
(coloracéo azul) daquelas que possuem fragmentos inseridos nos plasmideos (coloragdo
branca). Bactérias provenientes das coldnias com coloracdo branca foram multiplicadas
em meio LB liquido contendo ampicilina e cultivadas 16 horas a 37° C com agitacdo
constante. O DNA plasmidial destes clones foi extraido pelo método de extracdo

alcalina (BIRNBOIM & DOLY, 1979).

3.4 Analise dos clones das bibliotecas

O DNA plasmidial recombinante das bibliotecas Bglll, Hincll, Hindlll, Kpnl,
Pstl, Sall e com a dupla digestdo BamHI/Bglll foi digerido com enzima de restricdo.
Apos a digestdo, o material foi submetido a eletroforese em gel de agarose (0,8%) para

estimativa da quantidade de DNA a ser usada na reagdo de sequenciamento.



3.5 Sequienciamento das Bibliotecas Genomicas

A sequiéncia das extremidades dos clones selecionados das bibliotecas Bglll,
EcoRV, Hincll, Hindlll, Kpnl, Pstl, Sall e BamHI/Bglll foi determinada com os
primers universais T7 e SP6. Os primers utilizados se encontram no plasmideo, na
regido que flanqueia o fragmento clonado (Figura 5). O seqlienciamento foi realizado
segundo o método de interrupgdo de cadeia (SANGER et al., 1977) utilizando-se o kit
BigDye v.3 (Applied Biosystems). Ap6s a reagdo, o material foi analisado no
equipamento de seqlienciamento automatico ABI Prism 377 Sequencer (Applied
Biosystems) do Laboratorio de Virologia Molecular, Universidade de Mogi da Cruzes

(UMC).

3.6 Analise das sequéncias

As seqliéncias obtidas foram inicialmente analisadas no programa Codon Code
Aligner (CodonCode Corporation). Este programa utiliza o sistema Phed/Pharp para
aferir a qualidade de cada base seqiienciada e tem a capacidade de remover tanto as
sequéncias provenientes do vetor assim como as seqiiéncias de baixa qualidade, um
processo chamado de "trimagem™. Apds passarem pela trimagem, as seqiiéncias obtidas
dos clones foram submetidas a analise pelo programa Blast (ALTSCHUL et al., 1990)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) que vasculhou o banco de dados Genbank a procura de
ORFs com similaridade aquelas encontradas nos clones sequenciados. Para melhor
analise das proteinas putativas de STMNPV-19 foi utilizado o programa CLUSTAL 1.83
(http://align.genome.jp) que fez o pareamento dos aminoécidos das proteinas putativas

de SFMNPV-19 com sequiéncias de outros baculovirus disponiveis no Genbank.



3.7 Sequienciamento completo da regido das seis primeiras ORFs

Para fechar as gaps da regido das seis primeiras ORFs clones que abrangem essa
regido foram selecionados e primers internos foram desenhados. O sequenciamento e

andlise da regido foram feitos como descrito na secéo 3.5 e 3.6

Tabela 03: Primers desenhados para sequenciar as regides internas dos clones Pstl 4 e Pstl 43

Clones primer posi¢do dir
Pstl 4 CCTCCACCTCCTCCTCCT 1389 «
Pstl 4 CGCAACTCAAAAACATGGTG 2213 «—
Pstl 4 CTATGCAACCTCCTCCTTCG 3123 «—
Pstl 4 GTCGAAACTAACGCGGACAC 3646 «—
Pstl 4 CGCCAGACATGAAAACAATAG 4119 «—
Pstl 43 TCGTTCTTTGTTCTGTCCATC 4668 «—
Pstl 43 CCTCTTATCGCGGATGTATG 4863 —
Pstl 43 GCAAACGAGCACATCAACTC 5400 -
Pstl 43 AACTTACAGATGCCGTCGAG 6145 —
Pstl 43 CTGTACCTGCGGGAAATAATC 6892 -

Nota: Descrigdo da sequiéncia, posicdo e direcdo dos primers desenhados para sequenciar a regido interna
dos clones Pstl 4 e Pstl 43.

3.8 Fechamento de Gaps

Para regifes que ndo estiverem presentes no conjunto de clones selecionados
para a constru¢cdo do arcabouco do genoma viral, varios clones das bibliotecas
gendmicas construidas serdo utilizados como fita molde para o desenho de primers.
Essas regibes serdo sintetizadas através de PCR. O sequenciamento e analise das

amostras de PCR seréo realizados de acordo com o procedimento descrito acima.



3.9 Anélise da ORF 5

A regido que corresponde a ORF 5 possui alta variabilidade genética ente 0s
baculovirus do Grupo Il, Subgrupo A. Para verificar se esta variabilidade genética
ocorre dentro da espécie primers especificos foram desenhados (Primer 1: 5’
CCTCTTATCGCGGATGTATG 3’; Primer 2: 5> TTGTTGGTGGGTGTGTTACC 3’)
para sintetizar um fragmento que abrange a regido da ORF 5 através de PCR (Reacdo
de Polimerase em Cadeia). Até o0 momento o0 isolado geogréafico proveniente da
Guatemala e o variante STIMNPV-2 foram utilizados nesta analise. Apds a reagdo de
PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (0.8%) para
confirmar a sintese do fragmento. Os dois amplicons obtidos foram purificados com o

kit Omega e sequenciados como descrito na se¢do 3.5.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Construcéo do arcabouco do genoma de SFTMNPV-19

Um dos objetivos deste trabalho foi a construcdo de uma biblioteca genémica
para 0 sequenciamento do SfMNPV-19. Esta biblioteca formou um arcabouco
contendo clones com fragmentos de todo o genoma viral a partir dos quais o
sequenciamento esta realizado. Para este fim, um total de oito bibliotecas gendmicas
foram construidas utilizando-se DNA viral digerido com as enzimas de restri¢cdo Bglll,
EcoRV, Hincll, Hindlll, Kpnl, Pstl, Sall e dupla digestdo com BamHI e Bglll. Como
varios dos clones obtidos possuiam o mesmo segmento de DNA, foi utilizado um
procedimento para selecionar clones Unicos para cada uma destas bibliotecas. Para
realizar esta selecdo, os clones de cada biblioteca foram digeridos por enzimas de
restricdo e analisados em géis de eletroforese (dados ndo apresentados). A andlise
eletroforética dos clones digeridos possibilitou a selecdo de alguns clones Unicos
(aqueles que apresentaram tamanho diferente de todos os demais). Por outro lado, varios
clones de uma mesma biblioteca contém fragmentos que ndo puderam ser diferenciados
pelo tamanho do inserto. A selecdo destes ultimos clones foi realizada pelo
sequenciamento de suas extremidades. As sequiéncias das extremidades dos fragmentos
foram obtidas e comparadas com as sequéncias disponiveis no Genbank utilizando o
programa BlastX (ALTSCHUL et al., 1990), disponivel no site www.ncbi.nlm.nih.gov.
O programa BlastX (ALTSCHUL et al., 1990) traduz a seqiiéncia de DNA submetida e
realiza uma triagem no banco de dados visando identificar proteinas, ou segmentos de

proteinas, que apresentem similaridade a proteina putativa que esta sendo analisada.



Esta analise possibilitou a identificacdo dos genes localizados nas extremidades dos
clones das bibliotecas e a selecdo de novos clones Unicos. Desta forma 60 clones
contendo diferentes segmentos do genoma viral foram selecionados (Tabela 4) (Figuras
7al3).

As ORFs localizadas nas extremidades dos clones do STMNPV-19 apresentaram
alto grau de similaridade com ORFs de trés baculovirus cujo genoma completo ja foi
determinado, o Spodoptera exigua MNPV (SeMNPV) (IJKEL et al., 1999), o Mamestra
configurata MNPV-A (MacoMNPV-A) (Li, Q. et al., 2002) e 0 Mamestra configurata
MNPV-B (MacoMNPV-B) (Li, L. et al., 2002). Com as andlises dos clones logo foi
possivel confirmar que os genes dos baculovirus STMNPV-19, SeMNPV, MacoMNPV-
A e MacoMNPV-B estdo distribuidos de forma colinear, ou seja, a localizagdo da
maioria dos genes é equivalente (Tabela 5). A alta similaridade entre os genomas destes
virus ja havia sido sugerida ap6s o sequenciamento e a analise de uma regido de 5.1 kb
de SfMNPV isolado de Sete Lagoas-MG (TUMILASCI et al.,2002). Mais
recentemente, Simén et al., (2005) mostraram similaridade e colinearidade de um
isolado de STMNPYV da Nicaragua com baculovirus do Subgrupo 11-A.

Como o genoma do SFTMNPV-19 ¢ colinear com genomas de outros baculovirus
do grupo |1, subgrupo A, foi possivel fazer uma selecdo de clones contendo segmentos
que, quando sobrepostos, representam quase todo o genoma viral. Esta selecdo
possibilitou a montagem de um arcabouco do genoma contendo 28 clones selecionados
das vérias bibliotecas genémicas construidas (Tabela 4). Os clones que formam o
arcabouco construido para o sequenciamento do genoma viral apresentam, nas suas
extremidades, segmentos de 45 genes putativos (Tabela 5) que codificam proteinas com

funcGes estruturais e ndo estruturais (Tabela 6). A distribuicdo destes genes no genoma



(Tabela 5) mostra que genes que codificam proteinas estruturais e ndo estruturais estdo
espalhados pelo genoma e sdo codificados nas duas fitas do DNA viral. Esta auséncia

de organizacgdo génica por funcdo € tipica dos baculovirus.

Tabela 4: Namero de clones Unicos das bibliotecas Bglll, EcoRV, Hincll, Hindl11, Kpnl, Pstl, Sall e
BamHI/Bglll e nimero de clones selecionados para construgao do arcabougo de SFMNPV-19.

Bibliotecas Clones Unicos Clones selecionados
Bolll 3 1
EcoRV 11 5
Hincll 12 1
Hindlll 9 8
Kpnl 7
Pstl 8 7
Sall 2 2
BamHI/Bgll| 8 1
Total 60 28

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose (0,8%) dos clones Unicos da biblioteca Hindlll digeridos
com a enzima de restricdo Hindlll. Canaleta 1e 11: Padrdo; Canaletas 2 a 10: clones 29, 10, 16, 19, 33,
7,22, 26, 8.



Figura 8: Eletroforese em gel de agarose (0,8%0) dos clones Unicos da biblioteca Pstl digeridos com
a enzima de restricéo Pstl. Canaleta 1: Padrdo; Canaletas 2 a 10: clones 7, 43, 4, 18, 44, 2, 5, 3, 52.

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose (0,8%) dos clones Unicos da biblioteca Kpnl digeridos com
a enzima de restri¢do Kpntl. Canaleta 1: Padrdo; Canaletas 2 a 8: clones 27, 41, 38, 3, 12, 2, 5.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose (0,8%) dos clones Unicos da biblioteca Bglll. Canaleta 1:
Padrdo; Canaletas 2 a 4: clones 2, 4, 6.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose (0,8%0) dos clones Unicos da biblioteca ECORV. Canaleta 1:
Padrdo; Canaletas 2 a 12: clones 1, 8, 6, 11, 14, 15,16, 18, 27, 37, 57.
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose (0,8%) dos clones Unicos da biblioteca Hincll. Canaletas
13 e 14: Padrdo; Canaletas 1 a 12 e 15 a 18: clones 1, 3, 6, 9, 11, 15, 16, 22, 27, 26, 40, 46.
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose (0,8%b) dos clones Unicos da biblioteca construida com
dupla digestdo BamH]I/ Bglll. Canaleta 1: Padrdo; Canaletas 2 a 9: clones 1, 2, 5, 8, 10, 11, 14, 15, 16.

Tabela 05 — Sequenciamento das extremidades dos clones selecionados para construcdo do
arcabouco genémico de SFIMNPV-19 e ORFs similares dos baculovirus SeMNPV, MacoMNPV-A e

MacoMNPV-B.

Similaridade (%)

Clones Primers proteina SeMNPV  MacoMNPV-A MacoMNPV-B
4Pstl SP6 poliedrina 1 1 1
4 Pstl T7 HOAR 4 4 4

43 Pstl T7 hypothetical protein - - -
43 Pstl SP6 Envelope fusion protein 8 9 8
7 Pstl SP6 Envelope protein 8 9 8
7 Pstl T7 cathepsin 16 33 28
18 Pstl T7 Cathepsin 16 33 28

ecdysteroid UDP-

18 Pstl SP6 glucosyltransferase 27 39 33
2 Pstl T7 hypothetical protein 28 40 35
2 Pstl SP6 hypothetical protein 30 42 37

16 Sall T7 - 31




16 Sall

39 Sall
39 Sall

46 Hincll
46 Hincll

4 Bglll
4 Byl
15 BamHI/BgllI
15 BamHI/Bglll
38 EcoRV
38 EcoRV
33 Hindlll
33 Hindlll
6 EcORV
6 EcoRV
10 HindlIl
10 HindllI
25 HindlIll
25 HindlIll
5 Pstl
5 Pstl
16 Hindlll
16 HindllIl
8 EcORV
8 EcoRV
26 Hinc I
26 Hinc Il

18 EcoRV
18 EcoRV

11 EcoRV
11 EcoRV

19 Hindlll

SP6

T7
SP6

T7
SP6

T7
SP6
SP6

T7
SP6

T7
SP6

T7

T7
SP6

T7
SP6

T7
SP6
SP6

T7

T7
SP6

T7
SP6
SP6

T7

T7
SP6

T7
SP6

SP6

Alkaline exonuclease
GAP 41 a 43
hypothetical protein
hypothetical protein
GAP 44 A 47
Lef-6
Lef-6
GAP 47 A 52
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
p13-like protein
ODV-E66
p87capsid
p87capsid
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
helicase
lef-4
Lef-4
hypothetical protein
VP39
glycoprotein 41kD
glycoprotein 41kD
hypothetical protein
p26
desmoplakin
desmoplakin
DNA polymerase
GAP 93 A 99
P94-like protein
hypothetical protein
GAP 100 A 103
hypothetical protein
vp1054 virion protein
GAP 105 A 109
hypothetical protein

41

43
44

47
47

52
54
54
56
57
61
61
68
69
69
70
74
74
79
75
80
80
90
87
92
92
93

99
100

103
105

109

54

56
57

62
62

72
72

78
81
82
88
92
92
93
98
98
103
99
104
104
112
109
114
114
115

126
128

131
133

138

47

50
51

61
61

71
71
28
7
82
81
87
91
91
91
97
97
102
98
103
103
111
108
113
113
114

125
127

130
132

137




19 Hindlll T7 lef-8 112 141 140

22 HindlIll T7 ODV-E66 113 143 142

22 HindlIll SP6 putative P47-like protein 115 145 144
GAP 115 A 118

3 Pstl T7 hypothetical protein 118 148 147

3 Pstl SP6 39K/pp31 120 150 149
GAP 120 A 125

153

40 Hincll T7 hypothetical protein 125 154
40 Hincll SP6 hypothetical protein 125 154 153

GAP 125 A 127

3 Hincll T7 Lef-6 127 156 155
3 Hincll SP6 Lef-6 127 156 155
GAP 127 A 131
29 HindlIlI T7 p74 131 160 159
29 Hindlll SP6 ie0 138 168 167
ribonucleotide reductase
7 Hindlll T7 large subunit (rrl) 139
7 Hindlll SP6 orf1629 2 2 2

Nota: Os primers utilizados para sequenciamento das extremidades dos clones foram os primers
universais T7 e SP6. As sequéncias obtidas foram analisadas no programa Blast (ALTSCHUL et al.,
1990) que identificou ORFs similares nos baculovirus Spodoptera exigua maltiplo Nucleopoliedrovirus
(SeMNPV), Mamestra configurata mdltiplo Nucleopoliedrovirus-A (MacoMNPV-A) e Mamestra
configurata multiplo Nucleopoliedrovirus-B (MacoMNPV-B).

Tabela 6: Fungédo das proteinas codificadas por ORFs localizadas nas extremidades dos clones de
SfMNPV-19

Funcéo Proteina
Proteinas ligagdo do virion na Polh, envelope protein, ODV-E66, p87,
estruturais superficie celular, glycoprotein 41kD, vp1054, vp39, p74,
penetracdo, aquisicéo do orf1629

envelope viral

Proteinas ndo Metabolismo de Ribonucleotide reductase large subunit-1
estruturais nucleotideos
Replicagdo dnapol, alkaline exonuclease, helicase
Expressdo viral lef-4, lef-8, p47, lef-6, 39k e ie-0

Auxiliares Catepsina e EGT




Dos nove genes que codificam proteinas estruturais identificados no genoma do
SfMNPV-19 (Tabela 6), os genes da poliedrina, glycoprotein 41kD, ODV-E66 e P74,
codificam proteinas encontradas exclusivamente nos virus oclusos (Ma et al., 1993).
Dentre este grupo de genes, chama a atengdo o fato de duas copias do ODV-E66 ter sido
encontras (Tabela 5). A presenga de duas clpias deste gene parece ser uma
caracteristica dos baculovirus que formam o subgrupo A do grupo Il NPV, ja que o
mesmo foi verificado nos outros membros do subgrupo (IJKEL et al., 1999; LI, L et
al., 2002; LI, Q et al., 2002)). O gene ODV-E66 codifica uma proteina envolvida na
formacéo do envelope do virus oclusos (OBs) (HONG, et al., 1997). Ainda ndo foi
investigado qual a importancia de duas copias deste gene e nem se ambos sdo ativos.

A poliedrina é o principal componente do corpo de oclusdo. Esta proteina foi
totalmente seqlienciada neste trabalho. Vérios aspectos da poliedrina do SFTMNPV-19
serdo discutidos na secéo 4.3. A fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica foi
demonstrado como sendo mediado pela proteina P74 que se liga a um receptor
especifico da célula hospedeira (HAAS-STAPLETON et al., 2004). Pan et al., (2005)
caracterizaram em Spodoptera litura MNPV a proteina glycoprotein 41kD a que esta
associada com o envelope dos OBs (PAN et al., 2005).

Outros trés genes de proteinas estruturais identificados em SfMNPV-19
codificam P87capsid, VP39 e VP1054. Estas proteinas sdo requeridas para a formacao
do nucleocapsideo e estdo presentes tanto nos virus oclusos quanto nos “budded virus”

(LU etal., 2002; LU E CARTENS, 1992; OLSZEWSKI E MILLER, 1997).



Um total de doze genes que codificam proteinas ndo estruturais foi identificado
(Tabela 6). Conforme indicado na tabela 6, estes genes codificam proteinas cuja fungédo
esta ligada ao metabolismo de nucleotideos, a replicacdo do genoma viral e a expressao
de genes virais. Além de genes envolvidos diretamente nas funcbes ligada aos
processos de multiplicacdo viral, genes que codificam proteinas cuja fungdo é
classificada como auxiliar também foram identificados (Tabela 6).

O gene ribonucleotide reductase large subunit-1 (RR-1) codifica uma proteina
ndo estrutural envolvida no metabolismo de nucleotideos. Estudos mostram que a
enzima RR-1 catalisa a reducdo dos ribonucleotideos em desoxiribonucleotideos
(REICHARD, 1993). Os genes que codificam a enzima ribonucleotide reductase ndo
sdo conservados em baculovirus e ndo estdo bem caracterizados. Este gene ndo ocorre
no genoma de ACMNPV, a espécie tipo dos baculovirus (AYRES et al., 1994). Strien et
al.. (1997) analisaram a seqliéncia da proteina RR1 dos baculovirus SpliMNPV e
SeMNPV e observaram alta homologia com proteinas de Plasmodium falciparum e
Homo sapiens. A andlise filogenética da enzima RR1 destes baculovirus sugere que eles
tenham adquirido o gene RR1 de um organismo eucarioto, ja que o grau de similaridade
foi alto (STRIEN et al.,1997).

Os trés genes cujo produto estdo envolvidos na replicagdo viral, os genes da
helicase, da DNA polimerase e da alcaline exonuclease, sdo, na verdade, essenciais para
este processo e encontrados em todos 0s genomas de baculovirus. O gene da helicase
codifica uma enzima que promove a quebra das ligacbes de ponte de hidrogénio da
molécula de DNA (LU e CARSTENS, 1991). O gene da DNA polimerase foi
inicialmente identificado em AcCMNPV como um gene que codifica um polipeptideo de

114,3 kDa, expresso na fase precoce da infeccdo (TOMALSKI et al., 1988). Estudos



indicam que a exonuclease alcalina de origem viral faz parte de um sistema de reparo
que, durante a replicacdo, remove sequéncias que contenham erros (OKANO et
al.,2004).

Estudos de expressdo protéica em células infectadas com baculovirus mostram
que durante a fase tardia da infeccdo aparece uma RNA polimerase que difere por
cromatografia da RNA polimerase I, composta por 4 polipeptideos: LEF-4, LEF-8,
LEF-9 e P47. (GUARINO et al., 1998; JIN et al., 1998; YANG et al., 1991). Neste
estudo foram localizados genes de 3 componentes da RNA polimerase viral (0s genes
Lef-4, Lef-8, p4),. Nossa expectativa é que o gene do quarto componente da RNA
polimerase, o Lef-9, também esteja presente no genoma de SFTMNPV-109.

Dezoito genes, denominados lef (“late expression factors™), foram descritos
como importantes para a regulagdo da expressdo dos genes tardios (TODD et al.,
1995). O gene lef-6 localizado em SfMNPV-19 codifica uma proteina envolvida na
transcricdo de genes tardios. Em AcCMNPV lef-6 ndo € um gene essencial a replicacao,
entretanto a auséncia deste genes provocou um atraso na transcricdo de genes tardios
(LIN e BLISSARD 2002).

Alguns genes de baculovirus codificam proteinas que ndo sdo essenciais para
replicacdo dos virus e que ndo sdo encontradas em todas as espécies virais. Estas
proteinas desempenham fungdes variadas no processo infectivo e sdo classificadas como
proteinas auxiliares. Neste trabalho, dois genes que codificam proteinas auxiliares foram
identificados, os genes da catepsina e EGT. A catepsina é secretada na fase tardia da
infeccdo celular. (HAWTIN et al., 1995). Estudos indicam que ela age na dissolugdo
dos tecidos do inseto promovendo o rompimento da cuticula larval e a liberagdo dos

poliedros (HAWTIN et al., 1997). O gene Ecdisteréide UDP-Glicosil Transferase



(EGT) codifica uma proteina que inativa o horménio da muda do inseto fazendo com
que os insetos infectados se mantenham por mais tempo na fase de larva (FLIPSEN et
al., 1995; TUMILASCI et al., 2003). Estudos indicam que esta interferéncia com o
processo de desenvolvimento da larva propicia a formacdo de maior quantidade de
poliedros virais favorecendo a disseminacdo do virus na natureza (FLIPSEN et al.,
1995).

Finalmente 24 ORFs que codificam proteinas com func¢@es desconhecidas foram
localizadas (Tabela 5). Dentre estas foi identificada o p26, um gene cuja expresséao foi
investigada em AcCMNPV no qual constatou-se que ele é expresso tanto na fase precoce
como na tardia (HUH e WEAVER, 1990a). Chama a atenc¢éo o fato de duas copias do
gene p26 ser encontrada nos genomas dos outros membros do grupo Il, subgrupo A
(LI, L. et al., 2002; IJKEL et al., 1999). Por esta razdo, € provavel que com o
sequenciamento completo do genoma do SFMNPV-19 uma segunda cépia do gene p26

seja localizada.

4.2 Fechamento das Gaps

A biblioteca de fragmentos clonados ndo foi suficiente para a construgdo de um
arcabouco contendo todo o genoma do SFMNPV-19. A andlise das sequéncias das
extremidades dos fragmentos clonados (Tabela 5), indicou que 10 segmentos do
genoma nao foram incluidos nas bibliotecas). Para a obtencdo destas regifes que néao
foram clonadas, as quais foram chamadas de “gaps”, foi utilizado a técnica PCR. Para
cada um destes “gaps”, um par de oligonucletideos foram desenhados tendo por base as
sequéncias flanqueadoras. A utilizacdo destes oligonucleotideos como primers na

reacdo PCR possibilitou a sintese destes segmentos (Figura 14).



Apos a purificagdo destes amplicons, as extremidades dos mesmos foram
sequenciadas utilizando o mesmo primer da reacdo de PCR. As sequéncias obtidas
foram comparadas com as sequéncias disponiveis no Genbank utilizando o programa
Blast (ALTSCHUL et al., 1990), o que confirmou a sua localizacdo no genoma viral
(Tabela 7). Com a sintese deste conjunto de amplicons todo o genoma viral ficou
representado no conjunto formado pelos fragmentos clonados em plasmideos e

fragmentos obtidos por PCR.

1 8 A % R R i I

Figura 14: Regides obtidas por PCR que ndo estdo presentes no conjunto de clones selecionados
para construcdo do arcaboucgo do genoma viral de STMNPV-19. Canaleta 1 - Padrdo; Canaletas 2 a
11- amplicons 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8, 9, 10.

Tabela 7: Sequenciamento das extremidades das regides obtidas por PCR e ORFs similares dos
baculovirus SeMNPV, MacoMNPV-A e MacoMNPV-B.

Similaridade (%)

Amplicon Primers proteina SeMNPV  MacoMNPV-A MacoMNPV-B

GAP 41a43

1 10A Alkaline exonuclease 41 54 47

1 10B hypothetical protein 43 56 50
GAP 44 A 47

2 2A hypothetical protein 44 57 51

2 2B Calyx/pep 47 62
GAP 47 A 52

3 3A hypothetical protein 47 62

3 3B hypothetical protein 52

GAP 93 A 99




4 15A DNA polimerase 93 115 114

4 15B P94-like protein 99 126 125
GAP 100 A 103

5 11A hypothetical protein 100 128 127

5 11B hypothetical protein 103 131 130
GAP 105 A 109

6 16A Vp1054 virion protein 105 133 132

6 16B hypothetical protein 109 138 137
GAP 115 A 118

7 19A P47 115 145 144

7 19B hypothetical protein 118 148 147
GAP 120 A 125

8 12A 39K/pp31 120 150 149

8 12B hypothetical protein 125 154 153
GAP 125 A 127

13A hypothetical protein 125 154 153

9 138 lef-6 127 156 155
GAP 127 A131

10 14A lef-6 127 156 155

10 14B P74 131 160 159

4.3 Analise da regido das seis primeiras ORFs de STMNPV-19

Além de determinar a sequéncia das extremidades de 28 clones e dos 10
amplicons que compdem o arcabouco do genoma de SFTMNPV-19, um segmento de 8.5
kbp teve sua sequéncia totalmente determinada. Para o sequenciamento desta regido,
que abrange da ORF 1 a ORF 6 do STMNPV-19, os clones Pstl 4, Pstl 43 e Kpnl 5
foram selecionados (Figura 15) para servir como DNA molde de oligos desenhados para
0 procedimento de “primer-walking”. As sequéncias obtidas foram inicialmente
analisadas no programa Blast (ALTSCHUL et al., 1990). Esta analise mostrou a
posi¢do, o tamanho, a orientacdo dos genes no genoma de SFTMNPV-19 e a posi¢do

destes genes em outros baculovirus (Tabela 8).



1 Pstl 4 4 & Pst4a3 P

Figura 15: Clones selecionados para o sequenciamento da regido das seis primeiras ORFs de
SFMNPV-19. Foram selecionados os clones Pstl 4 e Pstl 43 que abrangem a regido da ORF 1 a ORF 8.
Também foi selecionado o clone Kpnl 5 que abrange a regido da ORF 3 a 7 e sobrepde a regido dos
vetores de Pstl 4 e Pstl 43.

Tabela 8: Descricdo da Regido de 8.5 kbp de SFMNPV-19 sequienciada e ORFs correspondentes nos
baculovirus Autographa californica MNPV (AcMNPV), Spodoptera exigua MNPV (SeMNPV)
Neodiprion sertifer NPV (NeseNPV), Cydia pomonela granulovirus (CpGV) e Culex nigripalpus NPV
(CuniNPV).

ORF

Proteina  posicdo dir Posicdo aa SeMNP AcMNPV NeseNPV CuniNPV CpGv

V
Poliedrina 1 N 740 246 1 8 8 1
0Orf1629 805 « 2193 462 2 9
protein 2192 — 3028 278 3 10 3
kinase 1
HOAR 3086 « 4492 468 4

ORF 5 5127 —» 6581 484 5

ODV-E56 6765 —» 7877 371 6 148 38 102 18

Nota: Nos baculovirus o gene da poliedrina é considerado como ponto de inicio do genoma viral. Foi
descrito o tamanho em aminoacidos das proteinas putativas, posicdo e orientagdo dos genes.

A regido sequenciada de STMNPV-19 abrange as ORFs de 1 a 6 e contém o0s
genes da poliedrina, ORF 1629, protein kinase-1, HOAR, ORF 5 e ODV-E56. Nos
baculovirus, é convengdo considerar o gene da poliedrina como o inicio do genoma

viral, por isto a ORF deste gene é chamada de ORF numero 1. O comeco da



representacdo do genoma do mapa fisico de STMNPV-19 foi o fragmento 4 Pstl (Tabela
8) o0 qual contém o do gene da poliedrina.

Foi analisada a similaridade das ORFs sequenciadas com ORFs de outros
baculovirus que possuem seu genoma completo disponivel no GenBank (Tabela
9). Nesta analise nota-se que os niveis de similaridade sdo maiores entre 0s genes
dos baculovirus do Subgrupo I1-A (SeMNPV, MacoMNPV-A e MacoMNPV-B),
seguida pelos genes AcCMNPV (Grupo | NPV), pelo CpGV, e finalmente pelos
NPVs que infectam espécies que ndo sdo lepidopteros (Tabela 9). Estes
resultados sdo esperados pois estdo de acordo com a proximidade filogenética
deduzida pela comparagdo de genes e genomas virais (HERNIOU et al., 2003).
O grau de proximidade filogenética se reflete ndo s6 nos niveis de conservacao
observado entre 0s genes mas também no conteddo génico. Neste aspecto chama
a atencdo o fato de que NeseNPV e CuniNPV apresentarem apenas dois e um

genes, respectivamente, dos seis genes de STMNPV analisados (Tabela 9).



Tabela 9: Similaridade da ORF 1 A ORF 6 de STMNPV-19 com ORFs de oito baculovirus.

Similaridade %

ORF Proteina  SeMNPV Maco-A  Maco-B AcMNPV  CpGV  NeseNPV  CuniNPV
1 polh 241/246  222/246  226/246 208/242  92/153  120/233  -----
(97%) (90%) (91%)  (85%) (60%) (51%)
2 Orfl629  266/476  174/481 168/508 114/424  ----- = -==m -e-
(61) (39%) (37%)  (26%)
3 protein  195/275  141/265 148/265 114/268  91/248 - = -

kinasel  (70%)  (53%)  (55%)  (42%)  (36%)

4 HOAR  181/510  109/402 113/424 == =ecee  eeem e
(35%)  (27%)  (26%)

5 ——- — - —— e e e e

6 ODV-E56 176/266  139/266 145/266 129/264 113/274  97/267  60/212
(66%)  (52%)  (54%)  (48%)  (41%)  (36%)  (28%)

Nota: Os baculovirus que tiveram suas ORFs comparadas com ORFs de SFTMNPV-19 estéo divididos em
baculovirus que infectam lepidopteros ACMNPV, SeMNPV , MacoMNPV-A (Maco-A), MacoMNPV-B
(Maco-B) e Cydia pomonela granulovirus (CpGV); baculovirus que infecta himendptero Neodiprion
sertifer NPV (NeseNPV) e baculovirus que infecta diptero Culex nigripalpus NPV (CuniNPV).

O gene da poliedrina de SFTMNPV-19 codifica uma proteina putativa de 246
aminoacidos. Esta proteina esta presente nos corpos de oclusdo, correspondendo a
aproximadamente 95% do conteudo protéico dos poliedros (MARUNIAK, 1986).
Realizamos a analise da seqliéncia da poliedrina putativa de SfMNPV-19 com
sequéncias de outras poliedrinas disponiveis no banco de dados GenBank. A maior
similaridade foi de 97% entre as poliedrinas de SFTMNPV-19 e SeMNPV. Apesar de ser
uma proteina altamente conservada entre os baculovirus a similaridade da regido
comparada cai para 85% entre STMNPV-19 e AcCMNPV. A comparagdo da poliedrina
de SFTMNPV-19 e da granulina de CpGV mostrou uma similaridade de 60%.

Como esperado, ndo foi encontrado o gene da poliedrina no baculovirus
CuniNPV. Os baculovirus que infectam dipteros tem seu corpo de ocluséo formado por
uma proteina distinta de aproximadamente 90 kDa (PERERA et al., 2006). J& os NPVs

que infectam himendpteros conservaram o gene da poliedrina (Tabela 9).



A regido promotora do gene da poliedrina é altamente conservada nos
baculovirus (ROHRMANN, 1986). Esta regido é responsavel pela regulagdo da
expressdo dos genes e determina a fase na qual ocorre a transcricdo (MILLER, 1997).
Os genes expressos na fase tardia geralmente apresentam nos seus promotores uma
regido conservada (“motifs”) que consiste na seqiéncia pentanucleotidica (A/T/G)
TAAG (MORRIS e MILLER, 1994; XING et al., 2005). Em SfMNPV-19 a regido
promotora pentanucleotidica do gene da poliedrina (GTAAG) foi localizada a 42
nucleotideos antes do ponto de inicio da tradugdo deste gene.

O pareamento das sequiéncias de nucleotideos da regido promotora do gene da
poliedrina de SFTMNPV-19, SeMNPV e de AcMNPV, espécie tipo dos baculovirus, foi
realizado através do programa CLUSTAL 1.83 (Figura 16). Este alinhamento mostrou
que os promotores dos trés baculovirus sdo altamente conservados, especialmente na
regido localizada entre as posicoes 43 a 47 (Figura 16) onde se encontra o promotor
(G/AIT) TAAG
ST TGCGGGAAT_TAATTTTTTCCTTTCGTAAAACATTGTGAAAAAATAAATATA ][ATG

Se  TGCGGGAATT] TAATTTTTTCCTTTCGTAAAACATTGTGAAAAAATAAATATA @
Ac -GCAA-ATA TATTTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTGTAATAAAAAAACCTA ATG

**x * *Ahkkkkhk Kkk * *kkkhkkhkkikkik * **x *k* K*kk Kkhk **

Figura 16: Pareamento das sequéncias de nucleotideos da regido promotora do gene da poliedrina
dos baculovirus SFMNPV-19 (Sf), SeMNPV (Se) e AcMNPV (Ac). Os nucleotideos sublinhados
formam o aminoécido metionina, o ponto de inicio da tradugdo. A numera¢do comega com 0 primeiro
nucleotideo antes do ponto de inicio da tradugdo (ATG). As areas sombreadas s&0 0s promotores.



St —-MYTRYSYNPSLGRTYVYDNKFYKNLGSV IKNAKRKEHLALHE IEERTLDPLERYVVAE
SE —--MYTRYSYNPALGRTYVYDNKFYKNLGSVIKNAKRKEHLLQHEIEERTLDPLERYVVAE
Ac ---MPDYSYRPTIGRTYVYDNKYYKNLGSV IKNAKRKKHL IEHEEEEKHLDPLDNYMVAE
Cp MGYNKSLRYSRHDGTSCVIDNHHLKSLGAVLNDVRRKKDRIREAEYEPIIDIADQYMVTE
Ne --MPNLAQGYQTSAKSY1YDNKYYKGLGDI I NSAKKRKHDQDWEKHADERRALNGF ILPL

* K%

QJ) le
STt DPFLGPGKNQKLTLFKEIRIVKPDTMKLVVNWSGKEFLRETWTRFMEDSFP 1VNDQEIM
Se DPFLGPGKNQKLTLFKEIRIVKPDTMKLVVNWSGKEFLRETWTRFMEDSFP IVNDQE IMD
Ac DPFLGPGKNQKLTLFKEIRNVKPDTMKL IVNWSGKEFMRETWTRFVEDSFP 1VNDQEVMD
Cp DPFRGPGKNVRITLFKEIRRVHPDTMKLVCNWSGKEFLRETWTRFISEEFPITTDQEIMD
Ns DPRTGPGKHVKMVMFQEVRNIKANTMKLAINWSSKEYLREVWTTFIEDTFPINNYQEFTD

** = = * X * *kkX **k*k Kk ** Xk * *k*k *%x *

Jjo 1j0
STt VFLVINMRPTRPNRCFRFLAQHALRCDPDYVPHEVIRIVEPVYVGNNNEYRISLAKKGG
Se VFLVINMRPTRPNRCFRFLAQHALRCDPDYVPHEVIRIVEPVYVGTNNEYRISLAKKGGG
Ac  VFLVVNLRPTRPNRCYKFLAQHALRWDEDYVPHEVIRIVEPSYVGMNNEYR ISLAKKGGG
Cp LWFELQLRPMHPNRCYKFTMQYALGAHPDYVAHDVIRQQDPYYVGPNNIERINLSKKGFA
Ns VFLEIRCTPNKSNRHYRFLAQHGLRMDNDFVPCDTIRVIEPLYLEGNTVSVSLLKRDGGC

* *x * * * * * ** * * * * *
ZTO ZTO
St CPVMNLHSEYTHSFEEFINRVIWENFYKPIVYVGTDSGEEEEILLELSLVFKIKEFAPDA
Se CPVMNLHSEYTNSFEEFINRVIWENFYKPIVYVGTDSGEEEEILLELSLVFKIKEFAPDA
Ac CPIMNIHSEYTNSFESFVSRVIWENFYKPIVY IGTDSGEEEEIL1EVSLVFKVKEFAPDA

Cp FPLTCLQSVYNDNFERFFDDVLWPYFYRPLVYVGTTSAEIEEIMIEVSLLFKIKEFAPDV
Ns PVMKVRQEFNELSLDEF IDRI LWCHFHRPIVY IGTDSGEEEEVFIEASLTFI I1KEFAPEA

* * Kk K*khk KX KX KKk * Kk X R

ST PLYNGPAY
Se PLYNGPAY
Ac PLFTGPAY
Cp PLFTGPAY
Ns PFVNGPGM

* **x

Figura 17: Pareamento das seqliéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo gene da
poliedrina de SFTMNPV-19 (Sf), SeMNPV (Se), ACMNPV (Ac), CpGV (Cp) e NeSeMNPV (Ns). Os
aminoacidos foram separados de acordo com as propriedades de suas cadeias laterais (ALBERTS et al.,
1999) (Anexo B). Aminoacidos em rosa possuem cadeias laterais basicas; aminoacidos em azul possuem
cadeias laterais &cidas; aminoacidos em verde possuem cadeias laterais polares nao-carregadas;
aminoacidos em vermelho possuem cadeias laterais ndo-polares.

O pareamento das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo gene
da poliedrina de STMNPV-19 e de outros quatro baculovirus também foi realizado com

o programa CLUSTAL 1.83 (Figuras 17). A andlise do alinhamento das seqtiéncias de



aminoéacidos da poliedrina confirma que esta proteina é altamente conservada entre 0s
baculovirus. Observa-se que mesmo comparando-se a poliedrina dos NPVs de
lepidopteros com a de um NPV que infecta himenoptero (NeseNPV), muitos dos
residuos s@o idénticos. Observa-se também que, em geral, as diferencgas séo constituidas
por substituicbes nas quais um aminoacido € substituido por outro do mesmo grupo
quimico (Figura 17). O que indica que estas substituicdes ndo confiram mudancas
importantes na conformacao da proteina (FAN et al., 1996).

A ORF 2 de SfMNPV-19 corresponde ao gene ORF1629 e codifica uma
proteina putativa de 462 aminoacidos. Estudos sugerem que o produto da ORF 1629 é
uma proteina estrutural do envelope do virion ou uma proteina que ocorre na camada
intermediaria entre o envelope e o nucleocapsideo (PHAM et al., 1993). A ORF 1629
foi identificada pela primeira vez por Possee et al., (1991) analisando uma regido de 9.4
kbp de AcCMNPV. Estes pesquisadores tentaram construir um baculovirus na qual a
transcricdo da ORF 1629 seria bloqueada. A impossibilidade de se construir este
recombinante foi a primeira indicacdo de que este gene é essencial para o replicacdo
viral (POSSEE et al., 1991).

A analise da sequiéncia de aminoacidos da ORF 1629 de SFTMNPV-19 mostrou
similaridade apenas com os genes dos NPVs que infectam lepiddpteros. Os baixos
niveis de similaridade desta proteina mostram que se trata de uma proteina pouco
conservada, mesmo entre virus muito préximos filogeneticamente. Por exemplo, a
similaridade da ORF 1629 de SfTMNPV-19 com a mesma ORF de SeMNPV foi de 61%
(Tabela 9). Este valor cai para 26% quando comparagédo é feita com a ORF 1629 de
AcCMNPV. O motif GTAAG esta presente na posi¢do 13 da regido promotora da ORF

1629 de SfTMNPV-19.



A ORF 3 de SfMNPV-19 corresponde ao gene da protein kinase-1 (pk-1) e
codifica uma proteina putativa de 278 aminoacidos. Varias vias de sinalizacdo celular
sdo reguladas por fosforilagdo e desfosforilagdo de proteinas. O balango da
fosforilagdo/desfosforilagdo de proteinas € a base para o controle de diversos eventos
biolégicos como regulacdo da divisdo, diferenciacdo, desenvolvimento e morte celular,
entre outros (CARVALHEIRA et al., 2002).

As proteinas quinases sdo divididas naquelas que fosforilam proteinas com
residuos de tirosina (tirosina-quinases) e aquelas que fosforilam proteinas com residuos
de serina e treonina (serina/treonina-quinases) (SHAAN, 2003). Em SfMNPV-19 a
seqiiéncia de aminoacidos da proteina putativa pk-1 foi semelhante a quinases que
fosforilam proteinas com residuos de serina e treonina (serina/treonina-quinases). Foi
encontrada similaridade da proteina putativa pk-1 de STMNPV-19 apenas com ORFs
dos baculovirus que infectam lepidopteros (Tabela 9).

Em estudos com o baculovirus AcCMNPV observou-se a presenca de “motifs”
similares as encontradas em genes precoces e tardios sugerindo que pk-1 é expresso
durante toda a infeccdo (GIANNOPOULOQOS et al.,, 2005). O pareamento das
seqiéncias de nucleotideos da regido promotora do gene pk-1 de SfMNPV-19,
SeMNPV e de AcCMNPV foi realizado através do programa CLUSTAL 1.83 (Figura
18). Nota-se em STMNPV-19 a presenga de uma regido promotora de genes precoces
tetranucleotidica (CAGT) localizada 96 nucleotideos antes do ponto de inicio da
traducdo. Nota-se em SeMNPV uma variagdo regido promotora de genes precoces
(CAAT). A mesma variacao foi observada por Lima et al., (2004) quando analisaram a
expressdo do gene da helicase. Em ACMNPV foi observada presenca de promotores de

genes precoces e tardios.



ST TAACACACCGCATCGAABABTTCCGTAGACACGGGTTTGGTTAATTTTTGAAAAAGATCC -60
Se TAACACACCGCATCGTACAAT TCCATCGATACGGGAGTGGTCAATTTTTGAAAAAGATCC
Ac -- —TTTTTGATAATTTGCGCTTCCG-ATCGACACGTTCAAAAAATTGATGCGCATCA

* *hkkk * *% ** *hkkk *hxk

ST ACGACATTATTCTGAGGATTTTGTAGA--AATTCATACACGGTGGTCTGCATAGT-AGCC -1
Se ACCACATTATTGTTTGGATTTTGTAAA--AAGTTTAATACGCTCTCCGTGTCTGT-CATC
Ac ATTTTGTTGTTCCTATTATTGAATAA-ATTGTACAGATTCATATCTACGATTCGTC

** KKk *kx ** * * * * * *

S ATG

Se ATG

Ac ATG

Figura 18: Pareamento das sequéncias de nucleotideos da regido promotora do gene pk-1 dos
baculovirus STIMNPV-19 (Sf), SeMNPV (Se) e AcMNPV (Ac). Os nucleotideos sublinhados formam o
aminoécido metionina, o ponto de inicio da traducdo. A numeragdo comega com o primeiro nucleotideo
antes do ponto de inicio da tradugdo (ATG). As areas sombreadas sdo 0s promotores.

O pareamento das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo gene
pk-1 de SFMNPV-19 e de outros trés baculovirus também foi realizado através do

programa CLUSTAL 1.83 (Figuras 19).

30 60
S MAKNG LTNNNNMDTTL|QE ITDFYSDLELDR-EH KTLNGRYGKLS\/\/\J
Se MMTTTTTSTANQLINIDSVVKNNDHLDSVLQELCDFYAEVKLSR-DHKLVDGKYGHVSVL
AC - MATTNATLQTLIQFYENCKNVKTRYKI INGRFGKISIL
Ccp - MNPSKSISRVAQELSKYEILKKLDESDTESYSSVYLC

120 180

ST KHKPTQKVFVKKQIKLKHYNEVEPMI HTLV\/lKKNPYY INLY-YSITTLKSHVLIMDYI KGGI
Se KHEPTQKLFLKKQIKLKHYNEIEPMVHSLMKDNRYFINLY-YSITTLKTHVLIMDFIKGG
Ac SHKPTSKLYLQKTISAHNFNADE I KVHQLMSDHPNFIK1Y-FNHGSINNQV IVMDY IDCP
Cp KKKGEHKRFVCKIVKPSTENSLEFDVHILMRNNPNF I KLHNFVFENDNGESLL IMDYVSDG

* * * * * K% *%

150 180

STt DLFELLKM----EEYLSVDETRLI IGQLCEIGLHALHKHHYVHNDI KLENVLYNR—YKQIYI
Se DLFDLLKS----EECLTVDETKLIVGQVCEGLHALHKHHFIHNDVKLENILYNR-YKQIY
Ac DLFETLQI----KGELSYQLVSNIIRQLCEALNDLHKHNFIHND IKLENVLYFEALDRVY
Cp DLFDFVKMNDTRELRLNEAACKKI I ITLVTALNDLHKNN I'VHNDVKLENLLYDRKKKRLF

E = * * *kx **kKk Khkhkkhk Xk



210 240
STt 1ADYGLCKVAGQQSCLDGTLDYYSPEKI LGIRRYDYH FDWWAVG IMAYELI TG—EHPFKGA|
Se IADYGLCKVVGQESCLDGTLDYYSPEKLAGRRYDYHFDWWAVGVLAHELLTG-QHPFK-N
Ac VCDYGLCKHENSPSVHDGTLEYFSPEKIRHYNYARSFDWYAVGVLTYKLLTGGRHPFE-K
Cp VCDYRTVENRGHTLLLRRHHSLLSPEKIRHEAYQTSFDWWAVGVVAYEILST-EYPFD-I

** E * *k*k Kkhkk **x
270 300
St DEDDSFDIEKLEER----- QQRKLVFKN RJVPANAQSF ITGMKYNLNYRLNNYNDI I KH\J

Se DHDEDMT IEKLEERQFQQLKKR IFKSNDQSKLNAQMF IVOMLKPNLNYRLHRYND I INHI

Ac  SEDEMLDLNSMKRR---QQYNDIGVLKHVRNVNARDFVYCLTRYNIDCRLTNYKQI IKHE

Cp NEDNEEEMDAIEPKDMLPLYSKPLPTIEHVSKKANDFVRRMLALD INSRLSTYDEI IKHP
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Figura 19: Pareamento das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo gene pk-1 de
SFMNPV-19 (Sf), SeMNPV (Se), AcMNPV (Ac) e CpGV (Cp). Os aminoécidos foram separados de
acordo com as propriedades de suas cadeias laterais (ALBERTS et al., 1999) (Anexo B). Aminoacidos
em rosa possuem cadeias laterais bésicas; aminodcidos em azul possuem cadeias laterais acidas;
aminoécidos em verde possuem cadeias laterais polares ndo-carregadas; aminoécidos em vermelho
possuem cadeias laterais ndo-polares.

Como esperado, a similaridade das sequéncias de aminoécidos da proteina pk-1
foi maior entre os NPVs que infectam lepidOpteros. A regido mais conservada se
localizou na posicdo 162 a 172 onde as seqliéncias sdo quase idénticas (Figura 20). Em
geral, as diferencas nas estrutura primaria sdo constituidas por substituicbes de
aminoacidos que possuem as mesmas cadeias laterais. Por exemplo, na posicdo 165 de
SfMNPV-19 e AcMNPV existe um residuo de Valina (V), na mesma posicdo em
SeMNPV e CpGV um residuo de Isoleucina (I). Outras mudangas ocorreram na posicao
170 onde em STMNPV-19 e ACMNPV existe um residuo de Valina (V), em SeMNPV

existe um residuo de Isoleucina (I) e em CpGv um residuo de Leucina (L).



Fan et al., (1996) analisaram a expressao de trés virus de AcCMNPV, com
mutacdes no gene pk-1, sensiveis a temperatura. O comportamento de virus mutante
sensivel a temperatura € semelhante ao virus selvagem quando a temperatura ambiente
esta entre 25° e 28°C. Contudo, quando a temperatura foi elevada para 33°C a expressao
de genes tardios foi alterada. As mutacdes resultaram na troca de um Gnico amino&cido
no gene pk-1. Em dois mutantes, XF4 e XF5, no aminoacido 92 o residuo de Acido
aspartico (D) foi substituido pelo residuo de Asparagina (N); em outro mutante, KT800,
na posicao 204 o residuo de Treonina (T) foi substituido por um residuo de Isoleucina
(I). Os experimentos realizados mostram que as substituicdes afetam a atividade da
proteina pk-1. Essas modificagcdes indicaram diferencas na expressdo do gene muito
tardio p10 quando em condicGes de temperatura ndo permissiva ao virus, sugerindo que
0 gene pk-1 esteja envolvido na regulagédo da expressao desse gene (FAN et al., 1996).
Nessas posicdes em STIMNPV-19 existem os mesmos residuos de Acido aspartico (D) e
de Treonina (T), respectivamente.

As proteinas quinases estdo amplamente distribuidas na natureza e tém sido
encontradas em animais, vegetais e microorganismos (AOYAMA et al., 2003). Os
resultados da analises Blast, revelou que, entre as quinases de eucariotos, a pk-1 de
Aedes aegypti foi a que apresentou maior similaridade com a pk-1 do SFTMNPV-19.
O pareamento destas duas seqiiéncias de aminoacidos destas duas proteinas foi
realizado com o programa CLUSTAL 1.83 (Figuras 20). O grau de similaridade néo foi

alto entre o baculovirus STMNPV-19 e Aedes aegypti.
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Figura 20: Pareamento das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo gene pk-1 de
STMNPV-19 (Sf) e Aedes aegypti (Aa). Os aminoacidos foram separados de acordo com as propriedades
de suas cadeias laterais (ALBERTS et al., 1999) (Anexo B). Aminoacidos em rosa possuem cadeias
laterais basicas; aminoacidos em azul possuem cadeias laterais &cidas; aminoacidos em verde possuem
cadeias laterais polares ndo-carregadas; aminoacidos em vermelho possuem cadeias laterais ndo-polares.

A ORF4 de SFTMNPV-19 corresponde ao gene HOAR que codifica uma proteina
putativa de 468 aminoacidos. Le et al., (1997) localizaram o gene HOAR em
Helicoverpa zea SNPV (HzSNPV). Este gene ainda ndo estd bem caracterizado. Foi
observada similaridade da regido sequenciada da proteina HOAR com ORFs dos

baculovirus do Grupo II.



A ORF 6 de SfMNPV- 19 corresponde a0 gene ODV-E56 codifica uma
proteina putativa de 265 aminoacidos. O produto do gene ODV-E56 é uma proteina de
aproximadamente 56 kDa, que faz parte do envelope dos virus oclusos (BRAUNAGEL
etal., 1996; MA et al., 1993).

O gene ODV-E56 pertence ao grupo de genes “cerne” pois esta presente em
todos os baculovirus (Tabela 9). O grau de conservacdo deste genes entre 0S
baculovirus € relativamente baixo ja que mesmo entre membros do subgrupo II/A, a
similaridade ficou abaixo de 70%. No outro extremo, observou-se apenas 28% de
similaridade entre o0 ODV-E56 de STMNPV e de CuniNPV (Tabela 9).

Braunagel et al., (1996) detectaram a proteina ODV-E56 de AcMNPV sendo
expressa 36 horas p.i., mostrando ser esse um gene tardio. Neste mesmo estudo foi
localizada uma regido promotora pentanucleotidica “ATAAG” (BRAUNAGEL et al.,
1996). O pareamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido promotora do gene
ODV-E56 de STMNPV-19 e SeMNPV foi realizado através do programa CLUSTAL
1.83 (Figura 21). A sequéncia de nucleotideos da regido promotora do gene ODV-E56
se mostrou altamente conservada entre os baculovirus STMNPV-19 e SeMNPV com

destaque para as regides sombreadas onde se encontra 0 motif G TAAG (Figura 21).

ST TATATATTATTGRAAGTTTGTTATTAAAATTTAATAAATACTTTTAACTCAACAAACATG -1
Se TGTACATATTTEIAAGTTTAT-ATTAAA-CTCAACACACACACACTATACAATG------

* KKk Kk *xKkxk * Khkhk * ** Kk K* K*Xx * E =

Figura 21: Pareamento das sequiéncias de nucleotideos da regido promotora do gene ODV-E56 dos
baculovirus SIMNPV-19 (Sf), SeMNPV (Se) e AcMNPV (Ac). Os nucleotideos sublinhados formam o
aminoacido metionina, o ponto de inicio da tradugdo. A numeragdo comega com o primeiro nucleotideo
antes do ponto de inicio da tradugdo (ATG). As areas sombreadas s&o 0s promotores.

O pareamento das seqiiéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo gene

ODV-E56 de SFTMNPV-19 e de outros cinco baculovirus também foi realizado através



do programa CLUSTAL 1.83 para melhor analise (Figuras 22). Apesar da proteina
ODV-E56 estar presente em todos os baculovirus, a conservacdo da sequéncia de
aminodcidos desta proteina entre os baculovirus ndo é alta. Comparando-se as
sequéncias nota-se que a maior similaridade, como esperado, ocorreu entre 0S

baculovirus do Grupo II.
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Figura 22: Pareamento das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo gene ODV-E56
de SfMNPV-19 (Sf), SeMNPV (Se), AcCMNPV (Ac), CpGV (Cp) (Ns), NeSeMNPYV e CuniNPV (Cn).
Os aminoacidos foram separados de acordo com as propriedades de suas cadeias laterais (ALBERTS et
al., 1999) (Anexo B). Aminoacidos em rosa possuem cadeias laterais basicas; aminoacidos em azul
possuem cadeias laterais acidas; aminoécidos em verde possuem cadeias laterais polares ndo-carregadas;
aminoacidos em vermelho possuem cadeias laterais ndo-polares.

4.4 Analise da ORF 5 de SFTMNPV-19

Ao contrério do que foi observado com as outras 5 ORFs sequenciadas neste
trabalho, a ORF 5 de SfMNPV-19 ndo revelou homologia com ORFs de outros
baculovirus, nem mesmo genes dos outros membros do Subgrupo II-A. Na analise
Blast, esta proteina putativa apresentou maior similaridade com a proteina hipotética
PF11 0371 de Plasmodium falciparum 3D7. Embora a porcentagem da similaridade
tenha sido de 21%, o Valor e foi de 2e-04, relativamente alto (Anexo C). Este
resultado, portanto, indica uma probabilidade razodvel de ndo haver de fato vinculos
evolutivos entre essas duas proteinas. Para se verificar a relevancia do Valor e da
comparagédo da ORF 5 de SFTMNPV-19 com uma ORF de Plasmodium falciparum 3D7,
foi comparado o Valor e para genes que mostraram baixa similaridade entre os
baculovirus. Por exemplo, para a proteina codificada pelo gene Hoar, a semelhanga com

ORFs dos baculovirus de Subgrupo II-A foi em média 30%, entretanto o Valor e foi de



2e-72. Esses resultados mostram que a similaridade entre ORF 5 de SFTMNPV-19 com
uma ORF de Plasmodium falciparum 3D7 pode ter ocorrido ao acaso pois seu Valor e é
alto.

Analises de genomas completos dos baculovirus SeMNPV, MacoMNPV-A e
MacoMNPV-B também ndo mostraram homologia da regido correspondente a ORF 5
com outros baculovirus (Tabela 10 ). Estas observagdes indicam que a regido da ORF 5

é altamente variavel entre os baculovirus do Grupo I1.

Tabela 10: Comparacéo da regido corresponde a ORF 5 de trés baculovirus

Baculovirus Left Dir. Right aa Similaridade

SfMNPV-19 5127 N 6581 484 proteina hipotética PF11_0371 de

Plasmodium falciparum 3D7(21%)

SeMNPV 6190 N 7713 507 proteina hipotética de Plasmodium
falciparum 3D7 (25%)

MacoMNPV-A 5704 SN 6312 202  Proteina hipotética de MacoMNPV-B (66%)

MacoMNPV-B 5913 N 6504 197  Proteina hipotética de MacoMNPV-A (65%)

Nota: A tabela mostra a comparacdo do tamanho da ORF 5 entre os baculovirus SSMNPV-19, SeMNPV
(JKEL et al., 1999), MacoMNPV-A (LI, Q. et al., 2002) e MacoMNPV-B (Li, L. et al., 2002). A anélise
pelo programa Blast (ALTSCHUL et al., 1990) nos mostrou ORFs similares a regido correspondente a
ORF 5 de diferentes baculovirus.

Os resultados da analise da seqtiéncia da ORF 5 de SFTMNPV-19 nos levou a
perguntar se esta regido também seria variavel dentro da mesma espécie. Para elucidar
esta questdo a regido da ORF 5 de dois isolados de SFTMNPV-19, um da Guatemala e

outro da Fldrida, foi sintetizada por PCR (Figura 23) e o amplicon obtido seqlienciado.
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Figura 23: Eletroforese em gel de agarose das amostras de PCR de isolados geogréaficos do
baculovirus STMNPV para confirmagdo do fragmento correspondente a ORF 5. Canaleta 1- Padréo;
Canaleta 2- SfMNPV isolado da Florida; Canaleta 3- SFMNPV isolado da Guatemala; Canaleta 4-

SfMNPV- 19 (Sertaneja — PR).

O pareamento das sequéncias de nucleotideos da ORF 5 dos isolados de
SfMNPV da Florida, Guatemala e SFMNPV-19 foi realizado através do programa
CLUSTAL 1.83 para identificarmos possiveis diferencas (Figura 24). Os resultados
mostram que as seqiiéncias sdo idénticas, mostrando que ndo existe variabilidade

genética intraespecifica.

ST ATGGAGAGCATATTCTACAGTGTAGACTATGCTAGTATAATAGTCTACGATTCGAACTAT 60
F1  ATGGAGAGCATATTCTACAGTGTAGACTATGCTAGTATAATAGTCTACGATTCGAACTAT
Gm ATGGAGAGCATATTCTACAGTGTAGACTATGCTAGTATAATAGTCTACGATTCGAACTAT

AEAEAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAXAAXAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAAAIAAAAXAKXAAAAAAK

ST TGTTCTGTATATAGATATGCCATATCTAATCAACATTTTTGCACTACAAAAAAGTACACT 120
FI  TGTTCTGTATATAGATATGCCATATCTAATCAACATTTTTGCACTACAAAAAAGTACACT
Gm TGTTCTGTATATAGATATGCCATATCTAATCAACATTTTTGCACTACAAAAAAGTACACT

AEAEAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAXAAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAAAIAAAAXAKXAAAAAAK

STt ACCATCTTTATCTTGAAAAGGAGGGGATACGGGCTTATATATAAAGCGTCGGCGACGATG 180
F1 ACCATCTTTATCTTGAAAAGGAGGGGATACGGGCTTATATATAAAGCGTCGGCGACGATG
Gm ACCATCTTTATCTTGAAAAGGAGGGGATACGGGCTTATATATAAAGCGTCGGCGACGATG
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AGCATCAGTTCAAGTTGGTTGAACATTCTCAACGCACTAACTAACGTTTGTGAATACCTT
AGCATCAGTTCAAGTTGGTTGAACATTCTCAACGCACTAACTAACGTTTGTGAATACCTT
AGCATCAGTTCAAGTTGGTTGAACATTCTCAACGCACTAACTAACGTTTGTGAATACCTT

AEAEAEEEAAAAAEAEAAEAAAAXAAXAAAAEAAXAAXAAAAXAAXAAAAAXAXAXAAAAXAXAXAXAAAIXAAXAAAd Xk

CCACAGTACTACTTCACCACCAGCATCATGTACGCAAACGAGCACATCAACTCTTCGGTC
CCACAGTACTACTTCACCACCAGCATCATGTACGCAAACGAGCACATCAACTCTTCGGTC
CCACAGTACTACTTCACCACCAGCATCATGTACGCAAACGAGCACATCAACTCTTCGGTC

AEEAEAEEEAAAAEATEAEAAEAAAAEAAXAAAAEAAXAXAXAAAAXAAXAAAAAXAXAXAAAAXAXAXAXAXAAIXAXAAAd Xk

GAGCAGCTTCGTGGCTTCGTGGACGACGAGCTGTTGGACGAGCTGGGCTTCAACTTCGAG
GAGCAGCTTCGTGGCTTCGTGGACGACGAGCTGTTGGACGAGCTGGGCTTCAACTTCGAG
GAGCAGCTTCGTGGCTTCGTGGACGACGAGCTGTTGGACGAGCTGGGCTTCAACTTCGAG

AEAEAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARALAAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAAAIAAAAXKAAAAAAK

CAACAGCAGCAGCAGCGCCAGGCGAAGGAGGAGCAAGACGGCGGCGACGACATGCAGACA
CAACAGCAGCAGCAGCGCCAGGCGAAGGAGGAGCAAGACGGCGGCGACGACATGCAGACA
CAACAGCAGCAGCAGCGCCAGGCGAAGGAGGAGCAAGACGGCGGCGACGACATGCAGACA

AEAEAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAXAAAAAAAAAXAAAAAXAAAAAAAAAIAAAAXKAAAAAAK

ACTAACGATGACGCTGATTCTATTTGTGAGTTAACTAACGAGCTAGATAATTTGCTCTGT
ACTAACGATGACGCTGATTCTATTTGTGAGTTAACTAACGAGCTAGATAATTTGCTCTGT
ACTAACGATGACGCTGATTCTATTTGTGAGTTAACTAACGAGCTAGATAATTTGCTCTGT
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GAAGATGAAAACGAGGAGGTTACTGTTAACTCTAATAATTTTGACTCTAACCCTCCGCTC
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CTTGACGAAAAGATTGCAAACTATGAGCCTAGCGAAGAAACTTATGAACCATCTTCATCA
CTTGACGAAAAGATTGCAAACTATGAGCCTAGCGAAGAAACTTATGAACCATCTTCATCA
CTTGACGAAAAGATTGCAAACTATGAGCCTAGCGAAGAAACTTATGAACCATCTTCATCA
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TACATTCATCTGTACTTGGTGAAACATCACAAAACTAACTCTGTCTCTGATTCCGTTACC
TACATTCATCTGTACTTGGTGAAACATCACAAAACTAACTCTGTCTCTGATTCCGTTACC
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AAAACCCTCAGAGAAGACTTGAGAATTTGGATGCTTCTCGGCATTCAGCTATTGTCTAAC
AAAACCCTCAGAGAAGACTTGAGAATTTGGATGCTTCTCGGCATTCAGCTATTGTCTAAC
AAAACCCTCAGAGAAGACTTGAGAATTTGGATGCTTCTCGGCATTCAGCTATTGTCTAAC

EaE R R *xdxxk R

GTCGCAGATGTTGAACTGTATAACGTTGCTACTAAACAATGGGCCGATATCTTTAAAGAA
GTCGCAGATGTTGAACTGTATAACGTTGCTACTAAACAATGGGCCGATATCTTTAAAGAA
GTCGCAGATGTTGAACTGTATAACGTTGCTACTAAACAATGGGCCGATATCTTTAAAGAA

R R R *hhKxxk R

CTTACAGATGCCGTCGAGACACTGACCATTGACTCTAAAGAGTTTTACACTACAAAGAGA
CTTACAGATGCCGTCGAGACACTGACCATTGACTCTAAAGAGTTTTACACTACAAAGAGA
CTTACAGATGCCGTCGAGACACTGACCATTGACTCTAAAGAGTTTTACACTACAAAGAGA

E R R R *hdxk R

CTGCGCAACGTCATCGGAGACATCTTTTTCTTCGATAACCTTTACAATAACGGTGCGTGT
CTGCGCAACGTCATCGGAGACATCTTTTTCTTCGATAACCTTTACAATAACGGTGCGTGT
CTGCGCAACGTCATCGGAGACATCTTTTTCTTCGATAACCTTTACAATAACGGTGCGTGT
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Figura 24: Pareamento das sequéncias de nucleotideos da ORFs 5 dos isolados de SFTMNPV da
Floérida (FI), Guatemala (Gm) e SFTMNPV-19 (Sf) .



5 CONCLUSAO

A utilizagdo de baculovirus em programas de controle biolégico tem
demonstrado ser uma alternativa viavel para o controle de pragas agricolas. O seu uso é
seguro a0 homem e ao meio ambiente, por ser restrito a invertebrados e, em geral,
patogénico a uma determinada espécie.

Entre os agentes de controle bioldgico de Spodoptera frugiperda, a principal
praga da cultura do milho, o baculovirus Spodoptera frugiperda multiplo
nucleopoliedrovirus (SFTMNPV) mostra potencial para ser usado como um bioinseticida.
Entretanto, este baculovirus ainda foi pouco estudado tornando necessario 0 maior
conhecimento do genoma do baculovirus STMNPV-19.

Este trabalho gerou clones para o sequenciamento do genoma do baculovirus
SfMNPV-19. A sequéncia das extremidades desses clones foi determinada e comparada
com seqliéncias disponiveis no GeneBank. A andlise das sequéncias mostrou que as
ORFs de SfTMNPV-19 identificadas apresentam alto grau de similaridade com ORFs de
trés baculovirus do Subgrupo II-A cujo genoma completo j& foi determinado, o
Spodoptera exigua MNPV, Mamestra configurata MNPV-A e Mamestra configurata
MNPV-B. Observou-se também que os genes dos baculovirus SfTMNPV-19, SeMNPV,
MacoMNPV-A e MacoMNPV-B estdo distribuidos de forma colinear , ou seja, a
localizagdo da maioria dos genes é equivalente. A distribuicdo dos genes o genoma
mostra que genes que codificam proteinas estruturais e ndo estruturais estdo espalhados
pelo genoma e sdo codificados nas duas fitas de DNA viral. Esta auséncia de

organizagdo génica por fungdo é tipica dos baculovirus.



Outro foco deste trabalho foi o sequenciamento completo e analise das seis
primeiras ORFs de SfMNPV-19. Uma regido de aproximadamente 8.5 Kbp foi
totalmente seqlienciada e analisada. Essa regido abrange os genes da poliedrina, ORF
1629, pk-1, Hoar, ORF 5 e ODV-E56. A andlise do sequenciamento desta regido
confirmou a alta similaridade entre SfTMNPV-19 e os baculovirus do Subgrupo I1-A
(SeMNPV, MacoMNPV-A e MacoMNPV-B. Esta semelhanga diminui entre SFTMNPV-
19 e os baculovirus do Grupo-l AcMNPV. Observou-se também uma grande
divergéncia entre as ORFs de SfMNPV-19 e as ORFs dos baculovirus que infectam
himendpteros e dipteros.

A regido correspondente a ORF 5 apresentou uma grande variabilidade genética
interespecifica. A analise mais detalhada desta regido revelou que ndo ocorre
variabilidade genética desta regido dentro da mesma espécie. Esses resultados sugerem
que este gene pode estar envolvido no processo de especificidade em relagdo ao
hospedeiro. O processo que determina a especificidade dos baculovirus em relagdo ao
hospedeiro ainda é pouco conhecido sendo que varios genes virais podem estar
envolvidos neste processo.

Os dados gerados pelo sequenciamento tem auxiliado na caracterizagdo de
muitos genes virais e na elucidagdo de importantes mecanismos da biologia dos
baculovirus. O maior conhecimento do genoma do baculovirus SfMNPV-19
identificando todos os seus genes, suas funcdes e as proteinas que eles codificam abrird
novas possibilidades de se desenvolver estratégias para aumentar a utilizacao deste virus

como um bioinsetida.
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ANEXOS A



Anexo A: Extragdo de DNA viral

1° Dia
-Tubos Falcon com 4 mL de solucdo de poliedros
-Adicionar:
400 pl de solugédo 10% SDS
40 pl de protease (20 mg/ml)
-Incubar a 55 ° C por uma hora com agitagédo
-Spin na velocidade méaxima em centrifuga de mesa ( ~2500 RPM)
(pode também colocar material em tubos eppendorff e centrifugar a 10 K por 10 min.)
-Descartar sobrenadante
- Ressuspender precipitado em 2 mL de NaCO2 0,2 M
- Deixar com agitacdo leve em temperatura ambiente por 16 horas

2° Dia
- centrifugar em tubos Falcon;
(Velocidade méaxima em centrifuga de mesa ( ~2500 RPM) por 10 min.;
- guardar sobrenadante (A)
- resuspender precipitado em 1 mL de 0,2 M NaCO2
- agitar por 30 min.
- Centrifugar
(Vmax em centrifuga de mesa ( ~2500 RPM), por10 min.;
- remover sobrenadante e juntar a amostra "A"
- neutralizar sobrenadante com ~ 0,8 mL de 1 M Tris HCI pH 7.0
- adicionar agua até volume chegar a 4.0 mL
- guardar material na geladeira por cerca de 4 horas
- Centrifugar a 20.000 x g por 1 hora
- descartar o precipitado
- Para cada 500 pl de sobrenadante adicionar:
- 10 pl de SDS (10%)
- 10 pl de protease
- Incubar a 55° C por 16 horas

3° Dia
- Extracdo fenol e cloroférmio
- precipitagdo com etanol ou concentragdo em Centricon com grande volume de &gua.



ANEXO B



Anexo B: Familia de aminoacidos
Familia de aminoacidos sdo agrupados em quatro categorias de acordo com as
propriedades de suas cadeias laterais. Estes 20 aminoacidos encontrados nas proteinas

sdo abreviados tanto por trés letras como por uma letra (ALBERTS et al., 1999).

GRUPOS AMINOACIDOS ABREVIATURAS
Cadeias Laterais Basicas Lisina Lys ou K
Arginina ArgouR
Histidina Hisou H
Acido aspartico Asp ou D
Cadeias Laterais Acidas Acido glutamico GluouE
Asparagina Asnou N
Cadeias Polares Nao-Carregadas Glutamina GlnouQ
Serina Serou S
Treonina ThrouT
Tirosina TyrouY
Alanina Alaou A
Cadeias Laterais N&o-Polares Valina Val ou VvV
Leucina LeuouL
Isoleucina lle ou |
Prolina ProouP
Fenilalanina Pheou F
Metionina Met ou M
Triptofano Trpou W
Glicina Glyou G

Cisteina CysouC




ANEXO C



Anexo C: Grau de similaridade da ORF 5 de SFTMNPV-19 com ORFs similares

e Seqléncia da regido que corresponde a ORF 5 de SfMNPV-19 comparada com
sequéncias do GenBank usando o programa Blast.

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
ref[INP_701231.1| hypothetical protein PF11_0371 [Plasmodium f... 51.2 2e-04
emb|CAD51479.1| hypothetical protein [Plasmodium falciparum 3... 51.2 2e-04
gb|EAR98474.1| hypothetical protein TTHERM_00292010 [Tetrahym... 50.8  3e-04
ref|XP_716736.1| hypothetical protein CaO019_3429 [Candida alb... 50.4  3e-04
gb|]AAO52150.1| similar to Plasmodium falciparum. Hypothetical... 50.1 4e-04
ref|XP_644916.1| hypothetical protein DDB0203809 [Dictyosteli... 50.1 4e-04
ref[NP_704486.1| hypothetical protein [Plasmodium falciparum ... 48.9 0.001
ref|XP_724263.1| hypothetical protein PY00431 [Plasmodium yoe... 48.9 0.001
ref|XP_966228.1| hypothetical protein PFF1185w [Plasmodium fa... 47.8  0.002
ref[INP_758335.1| hypothetical protein MYPE9520 [Mycoplasma pe... 47.8  0.002

e Similaridade da ORF 5 com uma proteina hipotética de Plasmodium falciparum
3D7.

>ref[NP_701231.1| hypothetical protein PF11_0371 [Plasmodium falciparum 3D7]
ablAAN35955.1| hypothetical protein PF11 0371 [Plasmodium falciparum 3D7]
Length=3468

Score = 51.2 bits (121), Expect = 2e-04
Identities = 74/338 (21%), Positives = 135/338 (39%), Gaps = 71/338 (21%)
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica
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