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RESUMO

Condylorrhiza vestigialis multiple nucleopolyhedrovirus (CvMNPV) ¢ um
baculovirus patogénico a lagartas de Condylorrhiza vestigialis (Guenée, 1854)
(Lepidoptera: Crambidae), uma praga de uma espécie florestal, conhecida como Alamo
(Populus spp., Salicaceae), de consideravel importancia econdmica. Este baculovirus foi
recentemente identificado e pouca informagdo pertinente a sua taxonomia tem sido
relatada. No estudo apresentado, o gene p74 de CYMNPYV foi identificado, seqiienciado,
e sua relagdo filogenética com outros baculovirus estimada. O gene p74 codifica uma
proteina altamente conservada e ¢ essencial para a infectividade do ODV. A deteccao do
gene p74 de CvMNPV foi feita usando hibridizagdo Southern blot dos produtos do
DNA gendmico clivados com as enzimas de restricdo Hindlll, Pstl e EcoRI com uma
sonda radioativa de DNA obtida a partir da amplificacdo parcial do gene p74 por PCR.
Dois fragmentos de restricdo e um produto de PCR da regido terminal do gene p74
foram clonados nos plasmideos pBluescript II KS* (Stratagene) e pGEM-T Easy
(Promega), respectivamente. Utilizando-se ferramentas de bioinformadtica, a andlise dos
resultados do sequenciamento nucleotidico possibilitou a identificagdo da ORF p74 de
1935 pb (n° de acesso EU919397 no GenBank/EMBL) que codifica potencialmente um
polipeptideo de 644 aminodcidos de 73,6133 kDa e ponto isoelétrico de 5,1. O
alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos P74 deduzida de CvMNPV com homdlogas
de baculovirus revelou a presenga de quatro dominios conservados: dois dominios P74
relacionados a infectividade oral e dois dominios transmembranicos na regido C-
terminal. Os dominios P74 hipoteticamente estdo expostos na surperficie do envelope e
interagem com receptores especificos na membrana plasmatica da célula hospedeira. Os
dominios transmembranicos sdo responsaveis pela insercdo da proteina na membrana do
envelope do ODV. A seqiiéncia de aminodcidos P74 deduzida de CvMNPV
potencialmente sofre modificagdes pos-traducionais do tipo glicosilagdo, fosforilagao e
miristilacao e apresenta como estrutura secundaria predominante a a—hélice. A analise
filogenética baseada na seqiiéncia nucleotidica do gene p74 de CvMNPV e na sua
seqiiéncia de aminoacidos deduzida manteve a divisdo da familia Baculoviridae nos
quatro grupos descritos em estudos similares (NPV especificos de lepidopteros, GV
especificos de lepidopteros, NPV especificos de himenopteros e NPV especificos de
dipteros) e forneceu dados consistentes para confirmar que o CvMNPV pertence ao

Grupo I dos NPV, e que o CvMNPV ¢ mais proximamente relacionado com
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Choristoneura fumiferana defective NPV. Estes resultados constituem uma importante
contribuicdo para a caracteriza¢do deste novo virus (CvMNPV), o qual possui grande

potencial para o controle biologico de lagartas Condylorrhiza vestigialis.
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ABSTRACT

Condylorrhiza vestigialis multiple nucleopolyhedrovirus (CvMNPV) is a baculovirus
pathogenic to Condylorrhiza vestigialis caterpillars (Guenée, 1854) (Lepidoptera:
Crambidae), a pest of a forest species known as Poplar (Populus spp., Salicaceae) of
considerable economic importance. This baculovirus was recently identified and few
informations pertaining to its taxonomy has been reported. In the present study, the p74
gene from CvMNPV was identified, sequenced and its phylogenetic relationship with
other baculoviruses estimated. The gene p74 encodes a protein that is highly conserved
among all sequenced baculoviruses and is essential for ODV infectivity. The detection
of CvMNPV p74 gene was done using Southern blot hybridization from genomic DNA
digested with the restriction endonucleases Hindlll, Pstl, EcoRI and a radioactive DNA
probe resulting from partial amplification of the p74 gene by PCR. Two DNA
restriction fragments and a PCR product from terminal region of p74 gene were cloned
in pBluescript IT KS* (Stratagene) and pGEM-T Easy (Promega) plasmids respectively.
By using bioinformatics tools, the nucleotidic sequence analysis possibilited the
identification of the p74 ORF of 1935bp (GenBank/EMBL accession number
EU919397) that potentially encodes a polypeptide of 644 amino acids with predicted
molecular mass of 73.6133 kDa and an isoelectric point of 5.12. The alignment of the
CvMNPV P74 deduced amino acid sequence with other homologous baculoviruses
revealed the presence of four conserved domains: two P74 domains related to oral
infectivity and two transmembrane domains in the C-terminal region. The P74 domains
are hypothetically exposed outside of ODV envelopes and attach with specific receptors
present in the host cell plasma membrane. The transmembrane domains are responsible
by anchored within of ODV envelope. The CvMNPV deduced amino acid sequence
potentially undergoes post-translational modifications as glycosylation, phosphorylation
and myristoylation and present a-helix as secundary structure. Phylogenetic analysis
based on the CvMNPVp74 deduced amino acid and nucleotide sequences maintained
the division of the Baculoviridae tamily in the four groups described in similar studies
(lepidopteran-specific NPV, lepidopteran-specific GV, hymenopteran-specific NPV and
dipteran-specific NPV) and provided consistent data to affirm that the CvMNPV
baculovirus belongs to the lepidopteran NPV Group I, and that the CvMNPV is most
closely related with Choristoneura fumiferana defective NPV (CfDEFNPV). These
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results constitute an important contribution to characterization of this new virus
(CvMNPV) which has a high potential for biological control of Condylorrhiza

vestigialis caterpillars.
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INTRODUCAO

1. Caracteristicas gerais, taxonomia e filogenia dos baculovirus

Atualmente sdo reconhecidas dezessete familias de virus de inseto, sendo a
familia dos baculovirus a de maior importancia (Theilmann et al., 2005). A familia
Baculoviridae ¢ um grupo de virus entomopatogénicos que infectam artrépodes,
principalmente insetos da ordem Lepidoptera (Belaich et al., 2006), podendo ocorrer
ainda em Hymenoptera, Diptera e alguns crustaceos da ordem Decapoda (Theilmann et
al., 2005).

Os baculovirus s3o caracterizados por particulas virais baciliformes
(nucleocapsideo em forma de bastdo), envoltos por um envelope membranoso e ocluso
em uma matriz protéica. Os virions conttm DNA fita dupla circular, com tamanho
genOomico varidvel entre as diferentes espécies, de 80 a 180 kb (Theilmann et al., 2005).
O representante mais bem caracterizado e considerado prototipo do género NPV ¢ o
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) com um genoma de
134 kb, que codifica aproximadamente 150 genes (Ayres et al., 1994).

No ciclo de replicagdo dos baculovirus, os genes sdo expressos em uma cascata
transcricional, na qual a fase seguinte ¢ dependente da expressdo dos genes da fase
anterior. Assim, estes genes podem ser conceitualmente divididos em trés fases
temporais de expressdo: inicial (early), tardia (late) e muito tardia (very late) (Friesen e
Miller, 1986; Blissard e Rhormann, 1990), que correspondem biologicamente a
programacao celular para a replicacao viral, produg¢do de virus extracelulares (BV

-budded viruses) e producao de corpos de oclusdo (OB - occlusion bodies).
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Tradicionalmente, os baculovirus tém sido classificados de acordo com o
tamanho, a forma e a localizacdo intracelular dos corpos de oclusio (OB) que se
formam em células infectadas (Herniou et al., 2001). Assim, esta familia estd
classificada em dois géneros: os Nucleopolyhedrovirus (NPV) e os Granulovirus (GV)
(Theilmann et al., 2005). Os NPV caracterizam-se pela formacdo de corpos de oclusdo
poliédricos entre 0,15 e 15 pum, contendo um (SNPV) ou vérios (MNPV) virions por
oclusdo cristalina. Os GV apresentam geralmente uma Unica particula viral por corpo de
oclusdo, formando um granulo de aproximadamente 0,3 x 0,5 um de tamanho
(Theilmann et al., 2005). Outra diferenga marcante entre estes dois géneros ¢ a proteina
estrutural presente na oclusdo cristalina do virus, a qual é essencial para proteger os
virions da inativagdo pelas condi¢des ambientais e permite a preservacdo da sua
capacidade de replicacdo. Assim, enquanto que no NPV a proteina presente em grande
quantidade ¢ a poliedrina, no GV predomina a granulina.

A disponibilidade de seqiiéncias gendmicas completas de baculovirus e
abordagens de bioinformatica tém aumentado o interesse no uso de tais dados para a
reconstrug¢do filogenética dos baculovirus e consequentemente fornecido um quadro
detalhado da evolugdo e filogenia destes virus (Herniou e Jehle, 2007). Estudos
filogenéticos de baculovirus, utilizando o gene da poliedrina / granulina e
posteriormente outros genes conservados (egt, dnapol, gp4l), propuseram uma
subdivisao dos NPV em Grupo I e Grupo II (Zanotto et al., 1993; Bulach ef al., 1999;
Herniou et al., 2001). Além das seqiiéncias de genes comuns em todos os genomas
seqiienciados e das proteinas preditas, que podem ser analisadas de forma separada ou
combinada, outros conjuntos de dados complementares tém sido utilizados na filogenia
molecular de baculovirus, como: a ordem génica (compara as posi¢cdes dos genes nos

diferentes genomas) e o contetido génico (avalia a presenca e auséncia de cada gene nos
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diferentes genomas). Todavia, estas abordagens culminam com a separagdo da familia
Baculoviridae em GV e NPV, bem como a subdivisdao dos NPV em Grupo I e Grupo II,
como postulado por Zanotto et al. 1993 e Bulach et al. 1999 (Herniou et al., 2001;
2003).

Estudos utilizando genomas completos dos baculovirus sequenciados
mostraram divergéncias quanto a classificagdo de NPV, sugerindo a subdivisdo da
familia Baculoviridae em novos géneros (Herniou et al., 2003). A atual classificacio
dos baculovirus foi contestada apds a caracterizacdo de um NPV isolado do diptero
Culex nigripalpus (CuniNPV), indicando que a distancia filogenética entre CuniNPV e
NPV de Lepidoptera ¢ muito maior que a entre NPV e GV de Lepidoptera (Afonso et
al., 2001; Moser et al., 2001). Assim, baseado em evidéncias na filogenia molecular e
em caracteristicas morfologicas e bioldgicas, foi proposto que a familia Baculoviridae
deveria ser subdividida em quatro géneros: Alphabaculovirus (incluiria os NPV
especificos de Lepidoptera), Betabaculovirus (incluiria os GV especificos de
Lepidoptera), Gamabaculovirus (incluiria NPV especificos de Hymenoptera) e os
Deltabaculovirus (compreenderia os baculovirus especificos de Diptera, como o
CuniNPV) (Jehle et al., 2006; Herniou e Jehle, 2007). A complexidade em forma e
fungdo dos virus da familia Baculoviridae sugere uma longa linhagem evolucionéria

(Slack e Arif, 2007).

2. Ciclo de infeccao dos baculovirus

Diferentemente de outras familias de virus, os baculovirus apresentam dois
fenotipos: budded virus (BV) e occlusion-derived virus (ODV) (Theilmann et al.,
2005), os quais sdo estruturalmente e funcionalmente distintos em seus ciclos de

infec¢do (Zhou et al., 2005).
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Os ODV estabelecem a primeira fase de infec¢do dentro da larva hospedeira
(infeccdo primaria) e sdo responsaveis pela transmissdo horizontal da infec¢do, ou seja,
transmitem os virions entre os insetos hospedeiros, o que garante a permanéncia do
virus no ambiente. Os BV estabelecem a segunda fase de infeccdo (infeccdo
secundaria), sendo responsaveis pela infeccdo sistémica no hospedeiro (célula-célula)
(Stapleton-Haas et al., 2004) e também pela infecgdo em cultura de células.

Cada fenotipo viral realiza suas fungdes sob condi¢cdes ambientais diferentes e
infectam tipos distintos de células (Stapleton-Haas et al., 2004). Os BV circulam na
hemolinfa (pH 6,4 - 6,8) do inseto hospedeiro e infectam varios tipos celulares, sendo
um fenotipo generalista. Em contraste, os ODV sdo especialistas, pois infectam somente
as células altamente diferenciadas do epitélio colunar do intestino médio das larvas,
onde o pH ¢ alcalino (pH 9,2 - 11) (Stapleton-Haas et al/, 2004). Outra diferenca
marcante que tem sido constatada entre os dois fenotipos é o mecanismo pelo qual cada
um deles entra em sua célula-alvo especifica. Enquanto a entrada dos BV nas células
hospedeiras ocorre por meio de uma endocitose adsortiva (Volkman et al., 1986)
dependente de pH 4cido (Blissard e Wenz, 1992), os ODV entram nas células epiteliais
do intestino médio por fusdo direta de membrana na superficie celular, aparentemente
sem a presenca de uma maquinaria fusogénica viral (Summers, 1971; Granados, 1978;
Granados e Lawler, 1981; Ohkawa ef al., 2005).

A principal rota de infec¢do dos baculovirus envolve o fendtipo ODV. Na
natureza, a infec¢do primdaria comeca no intestino médio da larva apos a ingestdo de
poliedros (OB) presentes, por exemplo, na superficie das folhas de plantagdes existentes
no campo (Figura 1). O intestino médio constitui uma regido bastante favoravel a
entrada do virus, uma vez que o intestino anterior € o posterior sao recobertos por uma

cuticula, considerada uma barreira fisica a infec¢do (Bilimoria, 1991; Tanada e Kaya,
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1993). Assim, o ambiente alcalino encontrado no intestino médio da larva e proteinases
ali presentes desencadeiam a dissolucdo destes poliedros e consequentemente a
liberagdo dos ODV infecciosos no limen digestivo (Stapleton-Haas et al., 2004; Zhou
et al., 2005). Os ODV liberados atravessam a membrana peritréfica do epitélio do
intestino médio, uma espécie de matriz extracelular glicoprotéica e fazem contato com
as extremidades das microvilosidades apicais das células colunares, para estabelecer a
infeccdo (Federici, 1997; Stapleton-Haas et al., 2004). Neste momento, o envelope do
ODV interage com a membrana das células colunares e por fusdo direta com essa
membrana os virions sdo desempacotados (Slack et al, 2001) e penetram na célula. Os
nucleocapsideos, agora livres no citoplasma, podem seguir duas vias distintas: ser
transportados para o nucleo das células colunares, iniciando a replicagdo de novos
nucleocapsideos ou podem migrar diretamente para a membrana plasmatica baso-
lateral, de onde brotam e ja iniciam a infec¢do sistémica. Os novos nucleocapsideos que
se formam no nucleo celular, também brotam pela membrana baso-lateral da célula
hospedeira e adquirem um envelope lipidico, com parte das proteinas codificadas pelo
proprio virus, formando os virus extracelulares ou budded virus (BV) (Bilimoria, 1991;
O’Reilly et al., 1992; Faulkner et al., 1997). Essas particulas BV penetram na
hemolinfa, via membrana baso-lateral, infectam os hemocitos e invadem o sistema
traqueal do inseto disseminando a infeccdo para outros tecidos, até culminar na morte
da lagarta hospedeira (Engelhard et al., 1994).

Durante o ciclo de infec¢@o, os nucleocapsideos migram para o nucleo celular,
onde ocorre a transcricdo e replicacdo viral produzindo novos nucleocapsideos
(Granados e Lawler, 1981). Em etapas mais adiantadas da infec¢do (por volta de 20 h
p.i.) ocorre a maturacdo dos ODV no estroma virogénico, onde alguns virions se

acumulam na zona do anel intranuclear (espaco peristromal), adquirem seu envelope
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lipo-protéico e tornam-se oclusos em uma matriz protéica, composta principalmente
pela proteina poliedrina ou granulina (Summers e Smith, 1976), formando, assim, os
corpos de oclusdo (OB).

A medida que os BV vdo se multiplicando dentro das células colunares do
intestino médio do inseto e se espalhando por outros tecidos, a quantidade de OB
formados aumenta no interior do nucleo das células, causando sua hipertrofia e
posteriormente a lise celular (Granados e Williams, 1986). Estes efeitos citopaticos
causados pela infec¢do, em sinergismo com a atividade de quitinases (Chi A) e de
proteases (V-CATH) virais, causam a morte e a liquefagdo do tecido da larva, liberando
bilhdes de poliedros no meio ambiente (Slack et al., 2001). Estes poliedros, por sua vez,
podem infectar outros insetos e garantir a existéncia do ciclo de replicagdo do virus na

natureza.
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1 - Inseto comendo folhagem contaminada com virus; 2 - Focalizag@o de corpos de oclusdo (OB);
3 - Lamen do trato digestivo (condigdes alcalinas); 4 - ODV sendo liberado pelo OB e interagindo
com as microvilosidades das células do intestino médio; 5 - Replicacdo do virus nas células do inseto.

Figura 1. Diagrama do ciclo de infeccdo de um nucleopolyhedrovirus. [Granados, R.R. e Federici, B.A.
(eds.), 1986; Miller, L.K. (ed.),1997; Rohrmann, G.F., 1992; http://en.wikipedia.org/wiki/Baculovirus].
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3. Estrutura, composicao e infectividade das formas virais

As particulas ODV e BV possuem conjuntos protéicos distintos, apresentando,
portanto, fendtipos diferentes (Figura 2). Embora seus nucleocapsideos sejam similares
em estrutura, possuindo genotipos idénticos, as duas formas virais diferem na
composi¢do de seus envelopes. Por sobreviverem em ambientes distintos, infectarem
células-alvo diferentes e possuirem func¢des diferentes, cada tipo de forma infectiva
possui proteinas especificas (Kikhno et al., 2002). Técnicas imunoquimicas tém sido
usadas para demonstrar a especificidade das protéinas de cada forma viral (Volkman,
1983). Este conjunto protéico diferencial entre as formas virais, principalmente as
proteinas com projecdes extramembranas, ¢ responsavel pela especificidade dos
processos de entrada do ODV e BV na célula e consequentemente determina suas
respectivas fungdes no ciclo de infec¢do viral (Braunagel e Summers, 1994). Analises
das ORF 122 (gene Hal22) de Helicoverpa armigera single nucleopolyhedrovirus
(HearSNPV) e 117 (gene Sel17) de Spodoptera exigua multiple nucleopolyhedrovirus
(SeMNPV) mostraram que essas ORFs codificam proteinas especificas de
nucleocapsideos de ODV, mas ndo de BV (Long et al., 2003; [jkel et al., 2001).

Além do conjunto protéico, a composic¢ao lipidica do envelope das duas formas
virais também apresenta algumas diferencas. Enquanto envelope BV consiste
basicamente de fosfatidilserina, o envelope ODV contém fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina (Braunagel e Summers, 1994).

Estas notaveis diferengas na composicdo dos envelopes de ODV e BV indicam
que o trafego de seus componentes deve ser finamente regulado, para que estes possam
eficientemente alcancar seus destinos especificos e com adequada proporcao
estequiométrica durante a montagem (Acosta et al., 2001). Atualmente, ja se sabe que a

proteina 25KFP afeta a expressdo (provavelmente em nivel traducional) e o transporte
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de varias proteinas virais para dentro do nucleo, sendo essencial para a montagem

correta do ODV e BV (Beniya et al., 1998; Acosta et al., 2001).

3.1 Budded virus (BV)

Ao longo dos anos, estudos realizados sobre a entrada da particula BV na célula
hospedeira, além de demonstrar que os BV entram na célula por um processo de
endocitose adsortiva dependente de pH, sua estrutura e composicdo foram sendo
elucidadas.

Estudos de microscopia eletronica t€ém mostrado que os nucleocapsideos
adquirem seu envelope lipoprotéico na membrana plasmatica das células (Frazer, 1986),
porém a maior parte das proteinas ¢ codificada pelo proprio virus.

Os BV caracterizam-se por um nucleocapsideo simples, cuja principal proteina
¢ a VP39, sendo envolto por um envelope frouxo derivado da membrana plasmatica,
contendo em sua superficie projecdes denominadas de peplomeros (Volkman, 1986),
compostas principalmente pela GP64 ou por outras proteinas, como a LdI130,
dependendo da espécie de baculovirus.

J4 se sabe, que para os NPV do Grupo I, tal como Autographa californica
multiple nucleopolyhedovirus (AcMNPV), a glicoproteina de membrana GP64 presente
no envelope ¢ responsavel pela liga¢do e ativagdo do processo (Blissard e Wenz, 1992;
Zhou et al., 2005). Ja para os NPV do Grupo II e para os Granulovirus, os quais nao
possuem GP64, outras proteinas do envelope estdo envolvidas neste processo, sendo
conjuntamente denominadas de proteinas F (Ijkel ef al., 1999; Kuzio et al., 1999; Lung
et al., 2002; Westenberg et al., 2004). Recentemente, Yin et al. (2008) identificaram
experimentalmente a proteina F de Agrotis segetum GV (AgseGV) como o primeiro

analogo funcional de GP64 derivada dos GV.
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3.2 Occlusion-derived virus (ODV)

Estudos de microscopia eletronica demonstraram que os ODV adquirem seu
envelope lipoprotéico no interior do niicleo — na “zona do anel intranuclear” (Tanada e
Hess, 1976). Ao contrario dos BV, o fenotipo ODV tem uma estrutura mais complexa e
contém véarias proteinas, compreendendo entre 31 a 44 proteinas, dependendo do
método de identificagdo utilizado (Braunagel et al, 2003, Perera et al., 2007; Slack e
Arif, 2007). Dentre estas proteinas, 21 sdo conservadas entre todos os genomas de
baculovirus seqiienciados (Slack e Arif, 2007). Nao se sabe ao certo a totalidade de
proteinas envolvidas no processo de interacdo, fusdo e penetracdo da particula ODV,
mas muitos polipeptideos de fun¢do ndo totalmente conhecida tém sido identificados no
envelope ODV (Rohrmann, 1992). Estes incluem o P74 (Kuzio ef al., 1989), GP41
(Whitford e Faulkner, 1993), VP17 (Funk e Consigli, 1993), ODV-E25 (Russell e
Rohrmann, 1993), ODV-E66 (Hong et al., 1994), ODV-E35 e ODV-E18 (Braunagel et
al., 1996a), ODV-E56 (Braunagel et al., 1996b), ODV-EC43 (Fang et al., 2003), PIF
(Kikhno et al., 2002), PIF-2 (Pijlman ef al., 2003) e PIF-3 (Ohkawa et al., 2005).

E importante ressaltar, que estas proteinas podem estar individualmente ou
cooperativamente envolvidas no processo de entrada do virion na célula colunar do
intestino médio do inseto (Slack et al., 2001; Rashidan et al., 2003), pois ja se sabe que
“fatores” presentes no envelope ODV sdo essenciais para a infectividade per os dos

baculovirus.



26

Budded Virus Occluded Virus Occlusion Body

end
view

Peplomers
(gp64)

N

DNA

capsids

side
view

Biological
(bilipid)
Membrane

polyhedrin

L50 nm, i 5 um :

approximate scale approximate scale

AEA

Figura 2. Estrutura e composicio das particulas infectivas dos baculovirus: virus extracelular
(budded virus - BV), virus derivado de oclusdo (occluded virus - ODV) e corpo de oclusio (occlusion
body - OB). [Granados, R.R. e Federici, B.A. (eds.), 1986; Miller, L.K. (ed.), 1997; Rohrmann, G.F., 1992;
http://en.wikipedia.org/wiki/Baculovirus].

4. Fatores de infectividade per os dos baculovirus
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Recentemente, trabalhos de saturacdo e competicdo envolvendo ODV de
AcMNPV marcados quimicamente (composto R-18), em larvas Heliothis virescens,
demonstraram que o ODV se liga a receptores especificos presentes nas células
epiteliais do intestino médio da larva (Stapleton-Haas et al., 2004). Porém, pouco se
sabe sobre os eventos e fatores envolvidos na infeccao primdria das larvas hospedeiras
(Stapleton-Haas et al., 2004). Existem evidéncias que a associagdo entre ODV e células
do intestino médio requer a interacdo de proteinas da superficie dos virions com
proteinas da superficie celular (Horton e Burand, 1993).

O processo de interacdo ODV x células epiteliais do inseto ¢ mediado, em parte,
por produtos de fatores génicos de infectividade oral (PIF) altamente conservados, que
sdo essenciais para a infectividade dos ODV, mas completamente dispensaveis para a
infectividade de BV (Stapleton-Haas et al., 2004). Sendo assim, os PIF sdo proteinas

estruturais requeridas para os eventos iniciais da infec¢do primaria (infecgao oral- per os).

4.1 Gene p74

O primeiro gene pif a ser relatado foi o p74 de AcMNPV (Kuzio et al., 1989). O
gene de viruléncia p74 ¢ do tipo very late (Kuzio et al., 1989), o que é de se esperar,
pois de acordo com o processo de replicacdo dos baculovirus as particulas ODV sao
formadas no estagio mais avancado da infecgdo.

Este gene codifica uma proteina de 74 kDa, localizada no envelope ODV.
Durante a infec¢do, a proteina P74 se acumula dentro de “microvesiculas” no interior da
zona do anel intranuclear (fonte de origem do ODV) e torna-se condensada no centro do
nicleo a medida que a infecgdo prossegue, em um padrdo de localizagdo similar com a
de outras proteinas do envelope ODV (Faulkner ef al., 1997; Hong et al., 1997; Slack et

al., 2001). Suspeita-se, que a regido N-terminal do polipeptideo seja necessaria para a
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importagdo nuclear da proteina P74, pois, a exemplo de outras proteinas do envelope
ODV (ODV-E66, ODV-E25, ODV-E56 ¢ ODV-E18), oferece um sinal hidrofébico de
retengdo transmembrana que pode ser importante para direciona-la para o envelope
nuclear (Hong et al., 1997; Slack et al., 2001).

Estudos sugerem que dentre os fatores que controlam o trafego de proteinas do
envelope viral destacam-se também a proteina 25KFP ou outras proteinas reguladas por
25KFP, embora este tipo de controle ndo estenda a todas as proteinas virais (Beniya et
al., 1998; Acosta et al., 2001). A localizacdo transmembrana especifica da proteina,
possivelmente se deve a uma seqii€ncia altamente hidrofobica de aminoécidos (S580-
F645) presente na regido C-terminal do polipeptideo, que pode induzir a inser¢do pos-
traducional da proteina P74 na membrana do ODV (Slack et al., 2001), como ocorre em
outras proteinas do envelope ODV, ODV-E66 e ODV-E25 (Hong et al., 1997).

Trabalhos comparando a infec¢do via inje¢do intrahemocélica (BV) e via oral de
(ODV) de baculovirus do tipo selvagem e mutante (sem p74 ou com o gene
interrompido) indicaram que a delecdo do gene p74 ndo afetou a infectividade do BV
por injecdo, somente a infec¢do via oral do ODV mutante (Stapleton-Haas et al., 2004 ;
Zhou et al., 2005; Slack, et al. 2001), comprovando a tese de que a proteina P74 esta

sim envolvida nos eventos iniciais da infec¢ao oral no inseto.

4.1.1. Fun¢ao ¢ modo de a¢ao

O processo de entrada dos baculovirus nas células do intestino do inseto
hospedeiro, durante a infeccdo primaria, ocorre por um processo denominado de fusdo
direta (Slack et al., 2001). Estudos prévios deduziram que a entrada do virus ocorreria
em dois estagios: ligacdo do envelope ODV na membrana celular, seguida por fusdo do

virion, e que estas duas fases seriam mediadas por fatores de interacdo e fusdo,
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respectivamente (Horton e Burand, 1993). Provavelmente, a proteina P74 ocupa um
lugar de destaque dentre esses fatores.

Na andlise comparativa do processo de infec¢do, estudos mostraram que o nivel
de ligacdo do ODV mutante (sem P74) era trés vezes menor que do ODV selvagem,
porém a propor¢cao de ODV mutantes ligados que fundiram eram similares a do tipo
selvagem. Assim, sugere-se que a P74 atua na ligacdo especifica entre o ODV ¢ a
membrana celular do hospedeiro, ou seja, no primeiro estagio do processo de entrada do
ODV na célula, e que esta ligagao ocorre de forma especifica e saturavel. Como se trata
de estagios interrelacionados, a dele¢do do p74 influéncia diretamente na fusdo do ODV
e consequentemente na quantidade de particulas virais que conseguem alcangar o
espaco intracelular. Portanto, a P74 ¢ de suma importancia para a entrada produtiva de
ODV nas células, e assim, para a mortalidade das larvas via infec¢do oral por
baculovirus.

Experimentos recentes indicaram que a P74 ndo afeta a producdo ¢ nem a
montagem dos BV e ODV. Zhou et al. (2005) e Yao et al. (2004) confirmam que o p74
¢ um polipeptideo estrutural envolvido somente na infectividade dos OB, mais
precisamente na interacdo do virus com a célula hospedeira e que esta invasdo viral
poderia ser mediada por um receptor especifico. A super-expressao da proteina P74 de
AcMNPYV em células de inseto ndo alterou de forma significativa os valores da LDs, do
virus recombinante, quando comparado com os valores do virus selvagem (Zhou et al.,
2005; Yao et al., 2004). Isso demonstra que a P74 ndo altera a patogenicidade do virus,
ndo sendo considerado, portanto, um fator de viruléncia e sim um fator de infectividade
(Zhou et al., 2005).

Atualmente acredita-se que a proteina P74 funciona como um “ligante-chave”, o

qual provavelmente se liga a um receptor especifico presente na membrana plasmatica
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das células epiteliais colunares do intestino médio das larvas (Horton e Burand, 1993).
Dois critérios principais apoiam esta suposi¢ao: liga¢do saturdvel do virus com as
células hospedeiras e sitios de interacdo P74 com a membrana celular do hospedeiro
limitados (Zhou et al., 2005), como ja descrito nos estudos mencionados acima. Uma
proteina de aproximadamente 30 kDa, presente nas microvilosidades (BBMV - brush
border membrane vesicule), parece ser o provavel receptor para a P74, mediando a
invasdao do ODV no intestino médio (Zhou et al., 2005; Yao et al., 2004). Assim, a
proteina P74 ao se ligar ao BBMV, de forma eficiente e especifica, pode ter um papel

importante na determinagdo da faixa de hospedeiros dos baculovirus (Yao ef al., 2004).

4.1.2. Organizagao gendmica do locus p74

A literatura demonstra que a ORF (open reading frame) dos genes p74 dos
baculovirus varia de 1.7 kb a 2.1 kb, codificando uma proteina entre 578 a 710
aminoacidos (Rashidan et al., 2003). A regido a jusante ao cddon de iniciacdo do gene
que codifica a proteina P74 de ChfuGV e de AcMNPV possui um motivo TAAG,
comum a promotores fortes de genes muito tardios em baculovirus (Rashidan et al.,
2003, 2004; Belaich et al., 2006). Estudos demonstram que a organiza¢ao genomica no
locus p74 em 30 diferentes baculovirus tem uma alta variabilidade, exibindo um arranjo
de genes a montante e principalmente a jusante deste /ocus bastante diversificado
(Belaich et al., 2006). Embora o arranjo génico em baculovirus possa ndo ter uma
relacdo direta com a fungdo dos genes, Rashidan et al. (2004) relatam que, em varios
baculovirus estudados, o gene p/0 (fibrilina), que codifica uma proteina associada a
matriz protéica do OB (granulina ou poliedrina), estd localizado em uma regido a

montante do gene p74.

4.1.3 Estrutura Protéica
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Estudos usando detergentes e proteinases sugerem que a proteina P74 esta
exposta na superficie do virion, mas precisamente, na regido externa do envelope. Tem
sido sugerido que a extremidade N-terminal da proteina, composta principalmente por
aminoacidos hidrofilicos, estd localizada do lado externo do envelope ODV, enquanto
que a extremidade C-terminal, altamente hidrofobica, age como um ancorador
transmembranico, fazendo da P74 uma proteina integral de membrana (Faulkner et al.,
1997; Belaich et al., 2006). Em AcMNPV, esta regido C-terminal hidrofobica (S580-
F645) desempenha um papel significativo na localizacdo especifica da proteina no
envelope ODV (Slack et al., 2001), sendo essencial para a sua fun¢do durante o ciclo de
infec¢do do virus (Kuzio et al., 1989).

Uma analise computacional da proteina P74, tanto de Granulovirus quanto de
Nucleopolyhedrovirus, demonstrou a presenga de dois dominios altamente hidrofobicos,
formados aproximadamente por 20 aminoacidos, dentro da extremidade C-terminal da
proteina (Rashidan et al., 2003; Slack et al., 2001). Com isso, provavelmente a regido
C-terminal atravessa o envelope ODV duas vezes, formando um grampo ou alga
(hairpin ou loop) na membrana e ancorando a proteina P74 em sua posi¢do especifica
(Slack et al., 2001). Andlises da seqiiéncia primaria da P74 de AcMNPV e de ChfuGV
revelaram a presenga de potenciais sitios de N-glicosilagdo (Faulkner et al., 1997,
Rashidan et al., 2003), importantes para o dobramento da proteina e para sua interagdo
com outros polipeptideos (Darvey, 1989).

Estudos mais recentes demonstraram que a P74 de todos os grupos de
baculovirus (NPV I, NPV II e GV) apresentam 4 regides de hidrofobicidade
significativa (200-270 aa., 380-410 aa., 450-510 aa. e 600-700 aa.), que podem além de
estarem envolvidas na localizagdo e ancoramento da proteina, podem auxiliar no

dobramento e na organizagdo topologica transmembrana (Belaich et al., 2006). Porém,
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parece que destes 4 dominios hidrofébicos apenas 2, com hidrofobicidade mais alta e
localizados na extremidade C-terminal protéica, estdo envolvidos no ancoramento de
membrana, representam regides mais bem conservadas entre os P74 homoélogos e estdo
aproximadamente em posi¢des paralelas (Rashidan et al., 2003).

Todavia, uma regido da proteina (300-380 aa.) apresentou uma variabilidade
apreciavel, considerando a seqiiéncia de aminoécidos, a estrutura secundaria e o perfil
hidrofobico. Por isso, foi sugerido que esta regido seria um elo entre o dominio
funcional N-terminal e o dominio estrutural C-terminal da proteina, ou/e representa um
segmento diretamente relacionado com a especificidade do virus ao inseto hospedeiro
(Belaich et al., 20006).

O maior nimero de regides mais bem conservadas da proteina esta localizado no
segmento externo ao envelope ODV (extremidade N-terminal), demonstrando a
importancia da preservagdo deste segmento para a P74. Este nivel de preservacio
geralmente ¢ visto em proteinas de envelopes virais, onde estas desempenham um papel
na interagdo do virus com receptores especificos presentes nas superficies celulares do
hospedeiro (Belaich et al., 2006).

Rashidan e colaboradores (2003), analisando a estrutura primaria da proteina
P74 do granulovirus ChfuGV, verificaram que os aminoacidos ndo-polares apresentam
a maior porcentagem (54,75%) na composicdo de aminoacidos deduzida e que os
residuos de prolina e glicina (8,3% do conteudo total de aminoécidos da proteina) estdo
em numeros elevados, principalmente na extremidade N-terminal da proteina, o que
também ja foi observado em outros P74 homdlogos estudados. Observaram ainda, que
esses aminodcidos estdo associados com a superficie das algcas da proteina, podendo
resultar em um aumento da flexibilidade e consequentemente de mudangas

conformacionais da proteina (Rashidan et al., 2003). Outro aspecto destacado neste
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estudo foi a presenca de 6 residuos de cisteina conservados na proteina P74 dos
baculovirus analisados e a possibilidade destes residuos estarem envolvidos na
formagdo de pontes dissulfeto, o que pode ser importante para o dobramento correto da
proteina em um polipeptideo funcional. A proteina P74 possui um arranjo e posi¢des de
seus residuos de cisteina, glicina e prolina com um alto nivel de conservagdo em todos
os baculovirus, o que implica em um fator importante para o desempenho da fungdo da

P74, crucial para o ciclo de infec¢ao do virus (Belaich et al., 2006).

4.1.4 Aspectos Filogenéticos

O gene p74 ¢ altamente conservado e a proteina estd presente em todos os
baculovirus ja seqiienciados, o que pode implicar em uma rota comum de entrada do
virus na célula (Faulkner et al., 1997). Este papel crucial da P74 na geracdo de
progénies capazes de se propagar na natureza somado a uma variabilidade alta da regido
genOmica em torno do locus p74 sugere que este gene foi requerido nos estagios iniciais
da diversificagdo da familia Baculoviridae, por isso esta regido foi sujeita a uma selecao
bioldgica positiva durante a evolucdo, em contraste com a regido dos genes vizinhos
que por variarem menos tém uma menor pressdo seletiva (Belaich er al., 2006). E
importante destacar, que o genoma dos baculovirus é naturalmente muito flexivel,
ocorrendo, na histéria evolucionaria, varios rearranjos e recombinagdes génicas
(Herniou et al., 2001; 2003).

Tradicionalmente, as seqiiéncias das proteinas dos OB, granulina e poliedrina,
tém sido usadas para determinar a relacdo filogenética entre os membros da familia
Baculoviridae, porém este tipo de abordagem utilizando um tnico gene tem sido
questionado (Herniou et al. 2001; Koonin et al., 2000). Estas proteinas possuem uma

seqiiéncia pequena, fornecendo dados limitados e, além disso, a maioria dos residuos de
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aminoacidos € bastante conservada entre os baculovirus, oferecendo poucas regides para
estimativas filogenéticas (Bulach ef al., 1999).

Koonin et al. (2000) tém mostrado ser mais plausivel o uso de varios genes
conservados ou de toda a seqiiéncia gendomica em estudos filogenéticos, pois contém
varios niveis de informacgao e apresentam analises menos conflitantes em comparacao as
observadas entre filogenias baseadas em diferentes genes conservados. Porém, estudos
realizados utilizando a seqiiéncia da proteina P74 de baculovirus tém dado uma
importante contribui¢do aos estudos filogenéticos dos baculovirus indicando com maior
clareza a divisao de grupos de baculovirus dentro de seus géneros (Rashidan et al. 2003,
2004; Belaich et al., 2006).

Com relacdo a baixa conservagdo da seqiiéncia C-terminal da proteina, quase
todos P74 baculovirais possuem 2 dominios hidrofébicos conservados. Porém, um
dominio transmembranico conservado adicional foi detectado no centro da proteina da
dos NPV, bem como na XecnGV (Xestia c-nigrurn granulovirus) e ausente nos demais
granulovirus, o que pode explicar a clara divisdo filogenética entre o P74 de GV e NPV
(Rashidan et al., 2003). A auséncia dos dominios transmembranicos C-terminal em
PlxyGV (Plutella xylostella granulovirus) sugere que esta caracteristica pode ser
decorrente de uma mudanga evolucionaria recente do P74 (Slack et al., 2001; Rashidan

et al.,2003).

Um recente estudo de similaridades indicou que a seqiiéncia génica do p74 dos
NPV do Grupo I ¢ mais conservada que a seqiliéncia p74 presente nos outros grupos da
familia Baculoviridae (NPV 1I e GV) (Belaich et al., 2006). E importante ressaltar, que
embora a proteina seja conservada entre os diversos tipos de baculovirus, esta possui
uma seqiiéncia de aminoacidos diversificada e mesmo entre os membros do préoprio

grupo poucas regides sdo conservadas (Belaich ef al., 2006). Este fato, mais uma vez



35

sugere que esta proteina pode estar associada com a variedade de hospedeiros que o
virus pode infectar e que pode ser uma ferramenta muito importante no estudo da

filogenia molecular dos baculovirus.

4.2 Genes pif-1, pif-2 e pif-3

Os genes pif-1 e pif-2 foram primeiramente encontrados em SpliNPV
(Spodoptera littoralis nucleopolyhedrovirus) e SeMNPV (Spodoptera exigua multiple
nucleopolyhedrovirus), respectivamente (Kikhno et al., 2002; Pijlman et al., 2003). Foi
demonstrado que estes dois genes, a exemplo do p74, sdo conservados em todos os
baculovirus ja seqlienciados (Simoén et al., 2005), sdo essenciais para a infectividade
oral dos OB virais, sdo caracterizados como genes baculovirais de expressdo tardia,
apresentando o motivo promotor TAAG na regido ajusante do cddon inicial do gene e
apresentam uma expressao basal em baculovirus (Kikhno et al., 2002; Pijlman et al.,
2003; Gutiérrez et al., 2004).

Kikhno et al. (2002), através de varias delecdes de uma regido do genoma de
SpliNPV, a qual incluia a ORF 7 (pif), conseguiram demonstrar que este gene estava
diretamente envolvido com a infectividade oral do virus. Este estudo mostrou resultados
parecidos com aqueles obtidos no estudo da proteina P74 (Faulkner et al., 1997; Slack
et al., 2001). Pijlman et al. (2003) realizaram experimentos semelhantes, com base em
um virus SeMNPV mutante, gerado naturalmente durante passagens em cultura de
células, e que também perdeu sua viruléncia in vivo. Foi observado que este virus
mutante possuia uma delecdo localizada entre as ORF 29-35 (ou talvez 36) e que os
genes responsaveis pelo fendtipo situavam-se nessa regido. Este estudo indicou que a
ORF 35 era essencial para a infectividade oral, pois quando deletada, os ODV
produzidos ndo eram infecciosos. Analogamente a designacao de gene pif para a ORF 7

de SpliNPV e seus homologos (ex: ORF 119 em AcMNPV, ORF 36 em SeMNPV), foi
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proposto para este outro fator de infectividade oral o nome de pif-2, correspondendo a
ORF 35 de SeMNPV e seus homologos (ex: ORF 22 em AcMNPV) em outros
baculovirus (Pijlman et al., 2003).

A ORF 7 de SpliNPV (pif) codifica uma proteina de massa molecular teérica de
59,6 kDa (Pijlman et al., 2003). Algumas caracteristicas da proteina PIF se assemelham
a P74: a maioria dos aminoacidos bem conservados na proteina PIF (19 aa.)
corresponde aos residuos de cisteina, sua por¢do C-terminal é mais variavel que a N-
terminal, possui sitios de glicosilacdo em sua por¢do externa da membrana ODV e por
fim, apresenta 4 possiveis dominios transmembrana hidrofobicos (Kikhno et al., 2002).
A proteina PIF possui uma seqiiéncia hidrofobica N-terminal, que provavelmente age
com um peptideo sinal para a clivagem, sugerindo que esta proteina poderia ser
secretada ou localizada na membrana celular. Porém, PIF é encontrada no nucleo das
células infectadas e integra o envelope ODV. O mecanismo de transporte e interacao
nuclear ndo ¢ ainda conhecido (Kikhno et al., 2002). Outras proteinas virais de
localizagdo similar e contendo o peptideo sinal tém sido descritas (ex: P91 de
OpMNPV), sugerindo a existéncia de um mecanismo comum de transporte (Russell e
Rohrmann, 1997).

Como também foi constatado na sequéncia das proteinas PIF e P74 (Kikhno et
al., 2002; Rashidan et al., 2003), o alinhamento da seqiiéncia peptidica da PIF-2 predita
(ORF 35) de SeMNPV indicou a presenca de residuos de cisteina com posi¢des
conservadas (Pijlman et al., 2003), o que permite o dobramento multiplo da proteina
através de suas inimeras pontes dissulfeto. Um dominio N-terminal hidrofébico, com
um peptideo sinal para uma possivel clivagem, similar ao encontrado na proteina PIF,
foi predito por analises computacionais. Além de ser conservado entre o PIF-1 e o PIF-

2, este dominio também foi encontrado em outras proteinas especificas do envelope
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ODV de AcMNPV, ODV-E66 e ODV-E25, relacionadas ao direcionamento destes
polipeptideos para a zona do anel intranuclear (Hong et al., 1997), onde o envelope
ODV ¢ formado. Embora sugerido a existéncia de um sitio de clivagem, foi
demonstrado que a seqiiéncia N-terminal das proteinas ODV-E66 ¢ ODV-E25 nao
foram clivadas no envelope ODV (Pijlman et al., 2003). Vale ressaltar ainda, que este
dominio hidrofébico sinalizador, na P74, parece esta localizado na por¢ao C-terminal da
proteina e no PIF e PIF-2 na regido N-terminal (Slack et al., 2001; Pijlman et al., 2003).
A sugestdo de que a proteina PIF-2 seja de fato uma proteina estrutural do envelope
ODV, ainda precisa ser melhor elucidada por estudos imunoldgicos e bioquimicos
(Pijlman et al., 2003).

Estudos indicaram que os genes pif-/ e pif-2 ndo sdo requeridos para a
replicagdo dos baculovirus, estando exclusivamente envolvidos nos estagios iniciais da
infecgdo viral (Kikhno et al., 2002; Pijlman et al., 2003). Portanto, as proteinas P74,
PIF-1e PIF-2 (fatores de infectividade per os) podem estar interagindo conjuntamente
para realizar a entrada dos ODV nas células colunares do intestino médio das larvas, por
acdo direta entre elas ou através de uma acdo em cascata (Kikhno ef al., 2002), em um
processo de 2 etapas como proposto por Horton e Burand (1993).

Em experimentos de infeccdo utilizando ODV mutante marcado quimicamente,
foi identificado um outro produto de genes pif em AcMNPV (Acl115), que embora nio
esteja envolvido com os eventos de ligacao e fusdo da particula ODV como os genes
pif-1 (Acl19), pif-2 (Ac022) e p74, é necessario para sua infectividade oral. Assim, este
quarto gene pif identificado foi nomeado de pif-3 e provavelmente deve mediar outro
evento critico durante a infec¢do primaria de baculovirus (Ohkawa et al., 2005; Jiang et
al., 2008). A exemplo do PIF-1 e PIF-2, andlises da seqiiéncia do PIF-3 também

identificou um dominio hidrofébico na extremidade N-terminal, importante para o
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trafego da proteina e essencial para a sua funcdo durante a infec¢do ODV (Li ef al.,
2007). Além disso, analises transcricional e traducional sugerem que o pif-3 também
seja um gene de expressdo tardia (late) em baculovirus (Li et al., 2007).

Jiang et al. (2008) demonstraram por andlise de neutraliza¢do de anticorpos que
os quatro genes p74, pif-1, pif-2 e pif-3, essenciais para infeccdo oral, sdo também
essenciais para infeccdo in vitro com ODV de HearNPV. Isso vem possibilitar o uso
desse sistema para investigacdo do mecanismo molecular da infec¢do oral que ainda nao
estd claro. De certa maneira, os genes pif também s3o ferramentas importantes para a
utilizagdo dos baculovirus como vetores de expressdo, pois além de serem essenciais
para a propagacao do virus na natureza, sdo desnecessarios para a replicagdo e producao
de proteinas em cultura de células, fornecendo uma alternativa para aumentar a

bioseguranga de tecnologias envolvendo baculovirus (Gutiérrez ef al., 2005).

5. Outros fatores que afetam a infectividade oral: genes enhancins (vef)

As proteinas que agem e afetam exclusivamente a infectividade dos OB tém sido
classificadas em dois diferentes tipos: aquelas que facilitam o inicio da infec¢do oral e
as proteinas homologas a P74 (Kikhno et al., 2002).

As proteinas pertencentes ao primeiro grupo sdo montadas e depositadas no
interior dos OB, de onde sdo liberadas, quando estes sdo dissolvidos no intestino médio
do inseto. Porém, ndo sdo componentes estruturais dos virions (Kikhno et al., 2002).
Entre estas proteinas estdo os fatores sinergisticos e/ou “enhancins” ou VEF (viral-
enhancing factors), que originariamente foram identificados em granulos de
Granulovirus mostrando capacidade em aumentar a infectividade dos NPV (Tanada e

Hukuhara, 1971; Yamamoto e Tanada, 1978; Derksen e Granados, 1988; Zhu et al.,
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1989; Mukawa e Goto, 2007). Desde entdo, estes fatores tém sido encontrados em
varios Granulovirus e em alguns Nucleopolyhedrovirus do Grupo 1I: Lymantria dispar
multiple nucleopolyhedrovirus (LAMNPV) (Bischoff e Slavicek, 1997; Kuzio et al.,
1999; Popham et al., 2001), Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus (MacoNPV-A
e MacoNPV-B) (Li et al, 2002a; Li et al., 2002b) e Agrotis segetum
nucleopolyhedrovirus (AgseNPV-A) (Jakubowska et al., 2006). O CfMNPV ¢ o
primeiro NPV do Grupo I a ter um homologo vef descrito (Jong et al., 2005). Esses
trabalhos demonstraram que estes fatores agem na ruptura da membrana peritrofica,
facilitando a passagem dos virions e a sua aderéncia a membrana das células colunares
do epitélio do intestino médio da larva. Outra possivel funcdo atribuida estd na
capacidade de aumentar a fusdo dos nucleocapsideos com as microvilosidades do
intestino médio (Uchima et al., 1988; Wang et al., 1994; Bischoff e Slavicek, 1997).
Desta forma, este primeiro grupo de proteinas pode facilitar a realizacdo das
funcdes desempenhadas pelo segundo grupo (P74, PIF-1 e PIF-2, PIF-3) e aumentar a
infectividade per os dos baculovirus. Por outro lado, a P74 ¢ homdlogos fazem parte da
estrutura dos virions e ndo apresentam uma seqiiéncia consenso HEXXH (Lepore et al.,
1996; Bischoff e Slavicek, 1997), uma assinatura de metaloproteases, como as proteinas

VEFs (Kikhno et al., 2002).

6. Condylorrhiza vestigialis multiple nucleopolyhedrovirus (CvMNPYV)

A Mariposa-do-Alamo, Condylorrhiza vestigialis (Guenée, 1854) (Lepidoptera:
Cambridae), ¢ considerada a principal praga do género Populus spp (Salicaceae),
conhecido popularmente por Alamo ou Choupo, o qual inclui aproximadamente 30

espécies florestais (Di Ciero, 2007). Esta planta ¢ origindria de regides de clima
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temperado e frio do hemisfério norte, onde ¢ amplamente cultivada, constituindo-se
como uma das principais espécies arboreas de valor econdmico. Segundo previsdes da
FAO (2004) existem cerca de 70 milhdes de hectares de dlamo no mundo, sendo que a
Federagao Russa, Canadd, Ucrania possuem as maiores areas nativas ¢ a China, India e
Paquistdo as maiores areas plantadas. No Brasil, esta planta ¢ cultivada em mais de
5.000 hectares, principalmente no Estado do Parand, onde por volta de 1905 a 1910 com
mudas provenientes dos EUA, iniciou os plantios no Pais (principal espécie introduzida:
Populus deltoides var. carolinensis) (May-de Mio e Amorim, 2000) (Figura 3).

Trata-se de uma espécie florestal de madeira clara, resistente, de crescimento
rapido e com alto valor economico agregado, sendo muito utilizada como matéria-prima
na fabrica¢do de palitos e caixas para a industria do fosforo (May-de Mio e Amorim,
2000). Além disso, na Europa, América do Norte e oeste da Asia, o exsudato do botdo
floral de 4lamo ¢ fonte de propolis (Markham et al, 1996; Wollernweber ¢ Buchmann,
1997), uma substancia resinosa conhecida, principalmente, por suas caracteristicas
antimicrobianas, anestésicas, antioxidante, antiinflamatoria, imunomodulatoria,
hipotensiva, cicatrizante, anticancerigena, anti-HIV e anticariogéncia (Ghisalberti,
1979; Bankova et al., 1989; Park e Ikegaki, 1998; Park et al., 1998; Park et al., 2000;
Isla et al., 2001). Informagdes publicadas apontam o dlamo como fonte potencial de
energia renovavel, devido ao seu rdpido crescimento, baixo custo de plantio, ndo
compacta o solo e principalmente pela presenca de grande quantidade de lignocelulose
(80% de celulose e 20% de lignina) (Tuskan et al., 2006;
http://www.biotechbrasil.bio.br).

Tuskan e colaboradores (2006) lancaram a seqiiéncia genOmica da espécie
Populus trichocarpa, a primeira planta de floresta com genoma seqiienciado, fato esse

de grande relevancia para um maior incremento da pesquisa de espécies florestais. Além
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disso, o alamo pode ser utilizado para a fabricacdo de um grande niimero de produtos
florestais primarios e secundarios, como papel, madeira serrada, compensados, moveis,
caixas de frutas e recipientes para cargas (Balatinecz e Kretschmann, 2001).

A cultura do alamo no Brasil ¢ no mundo enfrenta sérios desafios em relagao a
pragas (brocas, desfolhadores, sugadores e galhas) e a doencas (manchas e ferrugens
foliares) (May-de Mio e Amorim, 2000). No Brasil, a principal praga de Populus ssp. é
uma lagarta desfolhadora, Mariposa-do-Alamo (Condylorrhiza vestigialis), a qual reduz
consideravelmente a produtividade priméria da planta no seu periodo de maior
crescimento vegetativo (meses de dezembro a margo), e assim impossibilita a
otimiza¢do qualitativa e quantitativa da producdo de lenho (madeira) (Diodato, 1999).
Por isso, o controle desta praga bem como de outras doencas da planta torna-se
essencial. Até o momento, esta atividade tem sido realizada com sucesso através da
aplicagdo de produtos quimicos, principalmente a deltametrina, do grupo dos piretroides
(Trefllich e Souza, 2000). Porém, o dlamo ¢ cultivado nas condi¢des sensiveis do
ambiente de varzea e tem feito com que os pesquisadores e silvicultores envolvidos com
esta cultura procurem novas alternativas de controle da praga, que causem menor
impacto ambiental e que possam inibir o desenvolvimento de resisténcia por parte das
lagartas (Trefllich e Souza, 2000).

Estudos de campo e em laboratério, envolvendo lagartas de C. Vestigialis
infectadas com virus, constataram que estas lagartas provenientes de plantagdes de
alamo apresentavam sintomatologia muito semelhante a de infec¢des por baculovirus:
corpo flacido, mudanca de coloracdo do tegumento, fixacdo nas folhas pelas patas
posteriores durante a fase tardia da doenca, infecg¢do sistémica, perda de apetite e
posterior morte (Figura 4) (N. J. Sousa, comunicacdo pessoal). As andlises por

microscopia Optica e eletronica, realizadas no Laboratorio de Virologia de Insetos da
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Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, mostraram a presenga de estruturas bi-
refringentes, tipicas de poliedros no material infectado, com virions contendo vérios
nucleocapsideos envoltos por membrana e inclusos em uma matriz protéica poliédrica.
Assim, foi confirmado que este virus associado a Condylorrhiza vestigialis era da
familia Baculoviridae e do género Nucleopolyhedrovirus - CvMNPV (Castro et al.,
2003).

Como esse foi o primeiro relato de ocorréncia natural de baculovirus em lagartas
C. vestigialis, tornam-se imprescindiveis o avan¢co em estudos relacionados com a
caracterizacdo deste virus, para sua utilizagdo como bioinseticida. Nas ultimas trés
décadas o aumento do uso de quimicos téxicos tem encorajado a utilizagdo de
estratégias alternativas e ambientalmente corretas para proteger a madeira da

biodegradacao (Grigoletti Junior et al., 2000).
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Figura 3. Plantacido de alamo, familia Salicaceae, género Populus. Foto retirada pela empresa Swedish
Match, de uma plantagdo localizada no municipio de Porto Unido — SC.

Figura 4. Lagarta de Condylorrhiza vestigialis, conhecida como Mariposa-do-Alamo. (A) Lagarta
infectada pelo baculovirus CvMNPV. (B) Lagarta nao-infectada. Foto retirada pela empresa Swendish
Match, de uma plantagdo localizada no municipio de Porto Unido — SC.

JUSTIFICATIVA CIENTIFICA E OBJETIVO GERAL
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A presenca constante do gene p74 entre muitas espécies de NPV e o
requerimento para a infectividade de ODV indicam que o p74 faz parte de uma rota
unica e conservada de entrada do virus nas células epiteliais do intestino médio do
hospedeiro, dai a importancia de se estudar melhor este gene.

A expectativa da realizagdo deste trabalho ¢ essencialmente trazer informagdes
relevantes sobre a relagdo filogenética dos baculovirus, pois, além de se tratar de um
gene conservado entre os baculovirus, a seqiiéncia da P74 ¢ diversificada entre os
membros da familia Baculoviridae, sugerindo que esta proteina pode estar associada
com a variedade de hospedeiro que o virus pode infectar. Assim, estudos filogenéticos
podem contribuir para um melhor entendimento de algumas adaptacdes bioldgicas deste
grupo de virus.

Neste contexto, a analise da seqiiéncia do gene p74 de CvMNPV e o estudo da
relacdo filogenética utilizando genes p74 de outros baculovirus podem gerar
informagdes importantes para a determinagdo preliminar da relagdo evolucionaria deste
novo baculovirus (CvMNPV) com os demais ja descritos. Este virus tem potencial
como bioinseticida para o controle de uma das principais pragas que atacam plantas do
género Populus, uma arvore economicamente importante € que possui seu genoma
totalmente sequenciado (Tuskan et al., 2006). Portanto, os estudos sobre a relagdo
filogenética do CYMNPV com os demais baculovirus, um assunto ainda ndo totalmente

esclarecido, podera ser aprofundado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificagdo do gene p74 de CvMNPV.
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* Clonagem de fragmentos de restri¢cao e de produtos de PCR contendo o gene p74 do
baculovirus CvMNPYV tipo selvagem.

* Sequenciamento de fragmentos contendo o gene p74 de CvMNPV.

* Andlise da seqiiéncia nucleotidica do gene p74 e a sua seqiiéncia peptidica predita:
identificacdo de dominios conservados e caracterizagdo fisico-quimica teoérica da
proteina.

* Andlise filogenética do baculovirus CYMNPYV baseada na seqiiéncia de genes p74

homologos.

MATERIAIS E METODOS

1. Virus e Insetos
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O baculovirus CvMNPV (Condylorrhiza vestigialis multiple
nucleopolyhedrovirus) utilizado neste trabalho foi obtido de lagartas Condylorrhiza
vestigialis infectadas, gentilmente cedidas pela Universidade Federal do Parand (UFPR)

e pela empresa Swedish Match do Brasil S.A, por intermédio do Dr. Nilton J. Sousa.

2. Plasmideos

O plasmideos pBluescript I KS* (Stratagene) ¢ o pGEM®-T Easy (Promega)
foram utilizados para a clonagem dos fragmentos de restricdo e produtos de PCR,
respectivamente, contendo regides do gene p74. Estes vetores possuem um gene de
selecdo (resisténcia a ampicilina) e um sitio de clonagem dentro da seqiiéncia do gene
da B-galactosidase, o que também auxilia na sele¢do das colonias com o plasmideo

recombinante (Figura 5).
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Figura 5. Mapa genético simplificado dos vetores de clonagem. (A) pBluescript IT SK* (Stratagene).
(B) pGEM-T Easy (Promega). Ilustragdes retiradas dos enderecos eletronicos www.stratagene.com e
WWW.promega.com, respectivamente.

3. Amplificacdo de uma regiao interna do gene p74 do baculovirus
CvMNPV

O CvMNPV ¢ um baculovirus que foi identificado e embora tenha sido
considerado como pertencente ao género Nucleopolyhedrovirus, ndo se sabe ainda de
qual grupo de NPV este virus pertence. Por isso, os oligonucleotideos foram construidos
baseados no alinhamento e comparagdo das seqiiéncias conservadas dos genes p74 de
10 baculovirus conhecidos, disponiveis no GenBank/EMBL, utilizando o programa
computacional CLUSTALX 1.81 (Thompson et al., 1997) (Figura 6). No estudo, foram
utilizadas seqiiéncias nucleotidicas de baculovirus tanto do Grupo I, quanto do Grupo II
(Tabela 1). Assim, apds a analise da sequéncia dos genes p74 dos membros de cada
grupo, foram desenhados dois pares de oligonucleotideos (um para cada grupo) (Tabela 2).

Tabela 1: Baculovirus utilizados para a comparacio da seqiiéncia nucleotidica do
gene p74 e para a construcao de oligonucleotideos internos.

N° de acesso

Abreviatura (GenBank)
Autographa californica MNPV” AcMNPV AAA467229.1
Anticarsia gemmatalis MNPV AgMNPV AAY19516.1
Nucleopolyhedrovirus Bombyx mori NPV * BmNPV NP_047536.1
Grupo 1 Choristoneura fumiferana MNPV CIMNPV AF512031
Orgyia pseudotsugata MNPV OpMNPV 010365.1
Spodoptera exigua MNPV SeMNPV NP_037891.1
Spodoptera frugiperda MNPV StIMNPV AA045529
Nucleopolyhedrovirus Spodoptera litura NPV SpltNPV NP_258289.1
Grupo 11 Mamestra configurata NPV-A MacoNPV-A NP _613243.1

Lymantria dispar MNPV LdMNPV NP_047663.1
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" NPV ¢ a abreviagdo de nucleoployhedrovirus. MNPV ¢ a abreviacao de multiple nucleopolyhedrovirus.

Tabela 2: Oligonucleotideos internos do gene p74 de baculovirus do Grupo I e
Grupo II.

Oligonucleotideos NPV  Tamanho Seqiiéncia
Grupo (b)
p74/Cv direto I 20 5' GTGTACAGCGAGCTGCTGGC 3'  +348 a +367
p74/Cv reverso I 20 5' TACACCTTGCGTCCCGCGTC 3' +1905 a +1924
p74/Cv direto I 22 5' AGATTGCGTTTCATACCCAAAT 3> +185a+207
p74/Cv reverso I 22 5'AGATGAGTGTACAGAGCGCTGG 3> +1835a+1857

* Posi¢do relativa ao codon de inicio da tradug@o do gene p74.

Os oligonucleotideos dos Grupos I e 11, direto e reverso, foram desenhados com
auxilio do programa Gene Runner™ versdo 3.05 (Hastings Software) e posteriormente
utlilizados para a constru¢do da sonda de DNA, usada na identificacdo do gene p74 de
CvMNPYV por Southern blot.

Outro par de oligonucleotideos foi utilizado para a obtencdo da regido terminal
do gene p74, com o objetivo de se conseguir a seqiiéncia completa deste gene (Tabela
3). O oligonucleotideo p74/Cv direto foi desenhado a partir da propria seqiiéncia parcial
do p74 CvMNPYV ja obtida. O oligonucleotideo p74/Cv reverso foi desenhado a partir
da seqiiéncia consenso obtida do alinhamento dos genes p74 dos baculovirus de maior
similaridade a seqiliéncia parcial p74 CvMNPV (Figura 15). Os genes p74 de maior
similaridade foram obtidos utilizando-se o programa BLASTN (Altschul et al., 1990) e
a seqiiéncia consenso pelo alinhamento no programa CLUSTALX 1.81 (Thompson et

al., 1997).
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Tabela 3: Oligonucleotideos para amplificacido da regido terminal do gene p74 de
CvMNPV.

Oligonucleotideos Tamanho Seqiiéncia
p74 terminal direto 20 5"AATACCCTGGGCAAACCAAT 3’ +1951 a +1931
p74 terminal reverso 18 5’AATTTTGTCGTTTAGTTA 3’ +1380 a4 +1362

* Posicdo relativa ao codon de inicio da traducdo do gene p74.
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10 20 30 40 50 60 70
A T IR R [ [ I [T I (PR R [ [FUT [ I
ATCTTCCAGACTCACT ARAGCCTAAGCTGAAAACCCAAGCTTTTGARACTCGATTCAGACGCTCGTCGTGGTARACGC

TGTCGAGGAGGAGCTGCCCGAGCCGCCAGCACCAGCGCCCGAGCCTGAGCTCCCCGAGATCCCOGACGTTCCCGGCC
CTCCAGACTCCTARAGCCTACGCTGARAATCCARGCTTTTGARATTCGATTCAGACGCTCGTCGTGGT ARRCGCAGTT
ATGACTTGCCTGAACCACCAGCRACCCGAACCGCAGCCTGAACCTGARCCGGAACCTGAGGT ACCGGARAATTCCCAGT
CACTARAGTGACCACGATTCAAGACAT ACTTGGTGGAGCGGARGTTCCCGATGTCCCTTTACCCGACAACCCCCTAR

110 120 130 140 150 160 170
A T IR R [ [ I [T I (PR R [ [FUT [ I
TTARAATAACAAATCAATTGTTTTAT AATATTCGT ACGATTCTTTGATTATGTAAT ARAATGTGATCATT AGGAAG

TCRAARAARCAGCAARATCGACGGTTTTGABAT ACTCGTACGGCTCTTTGACCAAGT AAT ARAATGCARGCATCARAARAT A
TTAAAATARCARATCAATTGTTTTAT AATATCCGTACGATTCTTTGACT ATGT AAT ARAATGT AATCAT TAGGAAGH
TTRAAACAGCAARATCAATGGTTTTAARAT ATTCGTACGGTTCTTTGACT AGAT AAT ACAACGCAATCATTAGAAAT A
TTRAAARAGCAAGTCGATCGTTTT ARRGT ACTCGTACGGCTCTTTGACT ARATAGT AT AGTGCGAGCATTAGGAAT A

210 220 230 210 250 260 270
A T IR R [ [ I [T I (PR R [ [FUT [ I
AGTTCTGTGTGTATAACAARTGCTGT ARACGCCACRATTGTGTTTGTTGCARAT ARACCCAGTATTATTTGATT

AGTTCCTTGTGCGCAAT ARAGGCCGCARAGGGCCACCGCTGTATTTGTCAARARAT ARACCCGCTATCACCCCATTCAR
AGTTGTTTGTGTATAACARATGCTGT ARAACGCCACAATTGTGTTTGTTGCARACARACCCATTATTATTTGATT ARA
AGCTCTCGATGCAATAT ARAGGCCGCAGCGGCCGCCCCTGTGTTTARCAAAAAT ARACCCGCTACCACCCTATTT AR
AGCTTTTTGTGCAARCATGAAGGCCGCAAGAGCGACTGCTGTACCTGTTAARRAT ARACTTGCTATCGCTCCATT ARA

310 320 330 340 350 360 370
A T IR R [ [ I [T I (PR R [ [FUT [ I
ACARTAGTGTGTTTTGCCT AARCGTGTACTGCAT ARACTCCATGCGAGTGTAT AGCGAGCTAGTGGCT AACGCTTG

CCRACARCGTGTTTTGCCTGTARGTGTATTGCATARACTCGAGACGTGTGTACAGCGAGCTGCTGGCCAGCGCTTGE
ACAATATTGTGTTTTGCCT ARACGTGTACTGCAT ARACTCCATGCGAGTGTAT AGCGAGCT AGTGGCTARCGCTTTC
CCRATAACGTGTTTTGCCTGAATGTGTACTGCATAAATTCT AGGCGCGTGTACAGCGAGCTGCTGGCAAGCGCTTGA
CCRACAACGTATTCTGTCTAAACGTGTACTGCAT ARACTCGAGGCGCGTGTACAGCGAACTGCTGGCCAGCGCCTGG

410 420 430 440 450 460 470
A T IR R [ [ I [T I (PR R [ [FUT [ I
ATCCTCAATTTCATCACCCTCCTCCAAGTTTARCATTTGGCCGTCGGAATTAACTTCT ARAGATGCCACAT AATCT

ATCTTTGATCTCGTCACTTTCGTCCABCGCCAGCATCTGCCCGTCCGRAGTTCACCTCGAGCGCGGCCACATAATCGA
ATCCTCAATTTTATCACCCTCATCCAATTTTAACATTTGGCCGTCGGAATTAACTTCT ARAGATGTGACATAATTTA
ATCTTTAATTACATCGCTTTCATCTAATTGCAACATTTGACCATCTGAGTT AACTTCGAGCGCCGCCACGTAGTCGR
ATCCTCGATTGCATTGCTTTCGGT AARGTGCAGCATTTGTCCGTCCGAGTTCACCTCGAGCGCGGCCACGTAGTCGA

510 520 530 540 550 560 570
A T IR R [ [ I [T I (PR R [ [FUT [ I
GTGGCGTCATCGTCCGTTTCGRACCATTTCCGARAAGARCTCGGGCAT ARACTCTATGATTTCTCTGGACGTGGTGT

GTGGCGTCGTCGTCCGTTTCTACAATGTCCGCARAAARACTCGGGCABARARCTCAAT ARTTTCGCOGGGAAGTGTTCGA
GTAGCTTTATCGTCCGTTTCGACCAT ATCCGAAAAGAATTCGGGCAT ARACTCTATGATTTCTCTAGACGTGETGTT
GTTGCGTCGTCGTCCGTTTCCACAATGTCTGAARAGAATTCGGGTARAARTTCTATTATTTCGCOGCGACGTGTTGGC
GTGGCGTCATCGTCAGTTTCTACT ACGTCCGAAAAARAACTCGGGCARAAMCTCGATTATTTCGCGCGAGCTGTTGGC

610 620 630 640 650 660 670
A T IR R [ [ I [T I (PR R [ [FUT [ I
TCAGGAACGTGCGCGACATGTCGTCGGGARACTCGCGCGGARARACATGTTGTTGT AACCGRACGGGTCCCAT AGCGCH
TTAGGAACGTGCGCGACAART CGTCGGGAARACTCGCGCGGAAACATGTTGTTGT ACCCARAGGGGTCCCACAGCGCC
TCAGGAACGTGCGCGACATGTCGTCGGGARACTCGCGCGGAARACATGTTGTTGT AACCGARCGGGTCCCAT AGCECT
TGAGARAACGTGCGAGACAAGT CGTCGEGGARRCTCGCGCGGARACATGTTGTTGT AGCCARACGGAT CCCAT AGCGCT
TCAGAARACGTGCGCGACAGGTCGTCGGGAARACTCGCGCGGAARCATGTTACTGT ACCCARATGGGTCCCACAGCGCC

710 720 730 740 750 760 770
A T IR R [ [ I [T I (PR R [ [FUT [ I
TAGAATGAGCACGATGCCGACARATGGAGCTGGCTTGGAT AGCGATTCGAGTT AACGCTTTGGCAGTCACGGTCAGCG

TARAATGAGCACAATGCCCACT ACAGRGCTGGCTTTGATGGCGACGCGOGTCAGCGCCTT AGCCGCCGTGGTGAGCH
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TARAATGAGCACAATGCCGATGACGGAGCTGGCTTTGAT AGCAATTCGAGTTAACGCTTTGGCAGTCGTGGTCAGCG
AAGAAT ARAGCACAATGCCCACCACGGAAGCGGCTTTGATGGOGATGOGAGTCAARGATTTGGCCGCCGTAGTTAGCG
CAAGATGAGCACAATGCCCACCACGGAACTGGCTTTGAT AGCAATGCOGCGTTAGCGCCTTGGCCGCCGTGGTHAGCE

810 820 830 840 850 860 870
R I [ [T [ [ TP I [ IFTET R I R I P
GAGTGCACTAACGCGGCTTTGT AAGTCTCTCCCARCATGCGCACGGTCACGCGCCGAGTCGTGCT ARGCRACATGT

GAGTGCACCAGCGCCGCCTTGTACGTTTCGCCCAGCAGCCGCACCGTGACGOGCTGCGACGTGCCCACCAGCATGCG
GAGTGCACTATCGCGGCTTTGT ARGTCTCTCCCAAGATGCGOGCGGTCACGCGCCGAGTCGTGCTARCCAACATGCG
GAATGCACCATGGCCGCTTTGTACGTTTCGCCCAGCAAACGT ACCGTGACGCGCTGCGACGTGCTCATCAACATGCG
GAGTGCACTATCGCCGCCTTGTATGTTTCGCCCAARRGGCGCACCGTCACGOGCTGCGAGEGTGCTCACCAGCATACG

910 920 930 940 950 960 970
R I [ [T [ [ TP I [ IFTET R I R I P
TGTTAATTTTTTTCAACATGCTTTT AARACCCGGACATTAGCAT ATCARAGCCAATGTCCGT AGCAAT ACCGAARRC

TGTTAATTTTTTTGAGCATCGCTTT ARACGCCGTCAGHEAGCATGTCGAACCCAATGTCGGTGGUGATGCCABACACG
TGTTAATTTTTTTCAACATGCTTTT ARACCCGGACATTAGCATCTCAAAGCCAGCGTCCGT AGCAAT ACCGAARATG
TATTAATTTTTTTCAACATGGTTTT AAACGCGGTCATGAGCATGTCAAAGCCAATGTCGGTGGCGATGCTGAACACG
TGTTAATTTTTTT AAGCATTGTTTTGAATGCTGTCARCAACATGTCGAATCCAAT ATCGGTCGCGATGCCABACACG

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070
R I [ [T [ [ TP I [ IFTET R I R I P
TGTTATAATTGACTCCARGTCTTGGTCGCTGATTGAACGGTCGAGCGCCTCGRAATGTTCGACACGTGCACGTTCG

GGCGACGATTGCCTCCAGGTCGTCGTCGCTCATTGCCOGGTCAGCGGCGCGOGATTCGOCGCGCCACGCGGACCGCGT
TGTTATAATTGACTCCAAATCTTGGTCGCTGATTGARCGGTCGAGCGCCTCAARRATGTTCGACATGTACACGTTCGG
AGAAAT AATCAATTCAAGGTCTTTGTCGCTTACCGACCTATCT ARCGTGCGCOGCGETGACAAT CGARCGCGACGTTC
GGCGATTATCGCTTCGAGCTCTTCGTCGTTGAGCTGGOGACCGGEOGCGCCARAGT CACGGACGGCGCGCGGTGTTA

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
R I [ [T [ [ TP I [ IFTET R I R I P
GGAGTTTTAGT ARAGCCGGTTTCGGCCGTGT ACGTGATCTGGACGGEGCGACCCGTTGACGAT CATGCCCAARTCGT

GITTTGGTGARAAGCCCGTTITCGGCGETGTACGACAATTGCATT AGCACGCCGTTGHCGTCCATGCCGAGCTGCTGCAR
GGAGTTTTAGT ARAGCCGGTTTCGGCCGTGT ACGTGATCTGGACGGGCGACCCGTCGACAATCATGCCCAARTCGTT
GTTTTGGT AAAGCCAACCTCAGCCGTGTACGTTAACTGCATCAGCGTCCCGTTCTCCACCATGCCCAAGTCTTGT AR
GTTTTGGCARRCCCAGTTTCGGCCGTGTACGCARGCTGCATCAGCCCOGCCGTTGTCGHCT AGCAGGCCGAGCTGTTG

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270
R I [ [T [ [ TP I [ IFTET R I R I P
GTTTTTCAAATTCCAAGTCTGTGGCGTTAT CGOGCACGCTGCGCCATTGCGCTAGTATTGOGTTGGAGTCCACGTT

TTTCAARATCCCAATCAACGGCGCGGTCGCGCACGGCGOGCCATTGGGCCAGCACGGCGTTCGAGTCGGCGGUGEET
GTTTTTCAAATTCCARAGTCTGTAGTGGTATCGCGCACGCTGOGCCATTGCGCTAAT ATTGCGTTGGAGTCCACGTTG
TTTCAARATCAT AATTGATTGTGCGATCGCGCACGGCGCGCCATTGTGCAAGT ACGGCGTTGGAATCGACCGCTGGA
GCTTTTCAAAGTTCCAATCTACTGCACGAT CACGCACAGCGOGCCATTGEGGCCARAACCGCGTTGGAATCTGCCACG

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370
R I [ [T [ [ TP I [ IFTET R I R I P
AGGCGCTTTGTARATCAARATCGCGCAGTTCGCTARAAATGTTGTTGGCCAGCATTTTGAAAGTGACARAGATCGTG

CGCOGCGTAATCAARGTCGCGCAGCTCCGAARARATGTTGTTGGCCAACATTTTAAAGGTCACGT AGATGGTGTCGT
AGGCGCTCTGTAATCAAARTTGCGCAATTCGCT AARARACGTTGTTGGCCAGCATTTTGAAAGT GACAAGAATCGTGT
CGACGTGTAATCAARAT CGCGCARCTCGGAARRAATGTTATTGGCARGCATTTTGAATGTGACAT ARAGCGTGTCAC
GGGOGCOGTAT AGTCAAARAT CGCGCAGTTCCGABAATATGTTGTTAGCCATCATTTTARACGT CACAT AAATTGTGT

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
R I [ [T [ [ TP I [ IFTET R I R I P
GATTCCCACCATCTAAACGAACAACCGCCGTTGARAT AGCTCTCTGCCGAARCGTCGACAGT AGGCTTCGTTGAATTC

TCCCACCAGCGRAACGAGCAGCCGCCGTTAATGAGGTCGCGCCCGAAGCGGOGGCAGT ACGCCTCGTTGRAACTCGCC
GATTCCCACCATCTARACGARCAGCCGCCGTTGAAT AGATTTCTGCCOGAATCGTCGACAGT AGGCTTCGTTGAATTC
TCCCACCAGCGCAACGAGCAGCCGCCGTTCATTAGCTCGCGCCCARAAACGGCGGCAAT ARGCGTCGTT AAACTCGCC
GACTCCCACCARCGAAACGAGCAGCCGCCGTTCATGAGATCGCGGCCARAAGCGTCGGCAGT ACGCCTCGTTAAATTC
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1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570
R [T Y [T I [ IR [ [T PR [ IR [P I I
AGGGGTCGGGATCGGGCCGAACGTT AARAAGCCGGCACATCGTCCACGCCCATGATCGTGTGTTCTTCGGT GCGT AA

GGTCGGGGTCEGECCECACGTTGABCGCGGGCACGTCGTCCACGCCCATGATGGTGTGTTCCTCGGTGCGCAGGT AG
AGGGATCGGGATCGGGCCGAACGTT ARRAGCCGGCACATCGTCCACGCCCATGATCGTGTGTTCTTCGGT GCGC ARG
GGTCCGGGTCGGEACGCACGTTARARCGCGGGCACGTCGTCCACGCCCATGAT AGTGTGTTCTTCGGTACGCAAAT AT
GCGGGTCGGEGGTCGGECCGCACGTTGAACGCGGGCACGTCGTCTACGCCCATGATGGTGTGCTCCTCGGTGCECAGE

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670
R [T Y [T I [ IR [ [T PR [ IR [P I I
GGACAGCGAGTCCACTAAGATGCATTTGTTGTCGAGCGTGTATCTAAACTCGGCAGACTGRAACTTGGGTTTCGGCG

AGTGGAGTCGACCARCACACATTGGTTGTTGGGOGTGTACGT ARACT CGGCCGACTGCACCTCGTTTTCGGCECCCT
GGACAGCGAGTCCACCAAGATGCATCTGTTGTCGGGCGTGTATCTAARCTCGGCAGACTGAACTTTATTTTCGGCGT
AGTTGARTCCACCATTACGCACTGGTTGTTGGGCGTGTACGTGAATTCGGCTGATTGCACATTGTTTTCGGCCCCAT
CGACGTBGAATCGACCAGCBCGCATTGGTTGTTGGGCGTGTACGTAARCTCGGCCGACTGCACTTCGTTCTCGGCGT

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770
R [T Y [T I [ IR [ [T PR [ IR [P I I
TCCAGGTGGT AGCACGCGEGGCTGCGCGT AACCCACGCTAGTCTCGGAGGTCTGCATGTACATGAACGGCGTCGTGT

AGATGGTAGCACGCGGGCTGCGCGTACGCCACGCTAGTTTCCGACGTCTGCGTGT ACGCARACGGCGTTTGGCTGGA
TCCARATGGTAGCACGCTGGCTGCGCGT ARCCCACTCTAGTCTCTGAGGTCTGCGTGTACATGAACGGTGTCGTGTT
ARGTGGTAACACGCGGGTTGCGCAT AAGCTACGCTTGTTTCCGAAGTTTGCGTGT ACATGAAAGGCGTTTGGTTGGA
TCCAGGTGATAGCACGCGGGTTGCGAGT ACGCGACGCTGGTTTCCGAAGTTTGCGTGTACGCGRACTCGGTTTGGTT

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870
R [T Y [T I [ IR [ [T PR [ IR [P I I
ACGGATAGCAGCTCATGCTTACACACCCGCGCTTGCTGRAARGCCAGTTTGACGGCCAGCGCTTTGTCGGCCAATTT

GARAGCBGCTCATGCTGTCGCAGCCGCGTCGGCT ARACGCCAGCTTCACCGCCAGCGCGOGATTGCGCRAGTTGGGC
ACGGATAGCAGCTCATGCTTTCGCACCCGCGCTTGCTGAARGTCAGTTTGACGGCCAGCGCTCTGTCGGCCAATTTC
GGTAACABACTCATGCTGTCGCATCCGCGACGGCT AAATGCCARCTTAACCGCCAGCGCGCGATCTCTARGCAGTGGC
ARGGGTAACAACTCATGCTGTCGCAGCCTCGCCGACT AAATGCCAGCTTGACCGCAAGCGCGCGGTCGCGCAGCTTA

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970
R [T Y [T I [ IR [ [T PR [ IR [P I I
ACTTGACGCGGGACGCAGCGTGTAGTCGATTAGTAT ATGCGGAAACCTGGTGCGCCATCTCGARRAT ARACT CGAGAC

GGRACGCGGGCCGCAGCGTGTRAATCGATGAGRATGTGCGGCAGCCGCTCGOCGCCAACGGTTAATBARCTCGAGCCTGT
ACTTGACGCGGGACGCAACGTGTAGTCGATCAGT AT ATGCGGAANMCCT AGTGCGCCATCTCGARAT AARCTCGAGAC
TGACGCGGGTCGCARCGTGTAATCAATT ARAATGTGTGGCAARACGCGTGCGCCAACGTTCARATGARCT CAAGCCGAT
GCTCGACGCGGGCCGCAGCGTGTARATCGAT ARAGGATGTGCGGCAGTCGCTCGCGCCAGCGGCCGATGARCTCGAGCC

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070
R [T Y [T I [ IR [ [T PR [ IR [P I I
CTGGCATTAGTTAARTCGACGGCTGTTARAACCGCCATGTTATAT AGGACTT ARART ARACAACAAT AT AT AATGAR

GCGTTGGTCAGATCTACCGCGGTCAGCACGGCCATTTTGTTGCTTATTTTCRAAATCGTTGTTGTTTAACGTGTGATA
CTGGCATTAGTTAARTCGACGGCTGTTAAGACCGCCATGTTATATATGACTTARATTARACAACGATART ARTGARARL
GCGTTTGTARGGTCGACGGCGGTCAATACTGCCATGTTTGATTGCTTARAGT AT ARAARACARCTTTTTT ARACATS
CTCGCGTTCGTAAGGTCGACGGCAGTGAGCACCGCCATGTTTGTCGCTTATTAT ARCCGAGCACGACTATGATTATT

2110 2120 2130
B [T Y [T Y [ IR I
CAATACATTTACATTTATTAT AACAATACTTTTTATTT
ARAAATTATATATTGTTAAT ACATGCGGETGCARRC
AARTACATTTGCATTTATTATGATTATATTATATTTZCA
TAGGTCCAATTATARTTAATCAATGGCOCTTGCTTT
AAARRACGGCCCTTTAARAAATGCGTCACCTTGTTTTTCG

Figura 6. Alinhamento do gene p74 baculoviral de cinco nucleopolyhedrovirus do Grupo 1. A linha em negrito
indica a posi¢do do par de oligonucleotidoes (Grupo I), utilizados para a constru¢do da sonda de DNA. Seqiiéncias
obtidas do GenBank/EMBL: Ac MNPV (ORF 138, n° de acesso: AAA46729.1); OpMNPV (ORF 134, n° de acesso:
010365.1); BmNPV (ORF 115, n° de acesso: NP_047536.1); AgMNPV (ORF 134, n° de acesso: AAY19516.1);
CfMNPV (ORF 130, n° de acesso: AAL13071.2).
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4. Purificacdo de particulas virais e extracdo de DNA

Os poliedros de CvMNPV foram obtidos a partir de lagartas infectadas
(Condylorrhiza vestigialis) maceradas em tampao de homogeneizacdo (1% de écido
ascorbico; 2% de SDS; 0,01M Tris, pH 7.8; 0,001M EDTA), de acordo com Maruniak
(1986) com pequenas modificagdes. O macerado foi filtrado em gaze e centrifugado a
12.000 rpm (centrifuga Sorvall RC-5B, rotor SS-34) por 15 min, a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspenso em TE (0,01M Tris-HCI pH 7,8; 0,001M EDTA).
O material foi novamente centrifugado e o pellet ressuspenso em 10ml de TE. Um
volume de 5ml do material (~30mg/ml) foi colocado em gradiente de sacarose de
densidade 1,17 a 1,30 g/ml e centrifugado a 24.000 rpm (ultracentrifuga Sorvall OTD-
75B, rotor AH 627) por 40 min, a 4°C. Uma banda de poliedros formada no terco
inferior do tubo foi coletada com uma pipeta Pasteur, diluida 4 vezes em TE e
centrifugada a 12.000 rpm (centrifuga Sorvall RC-5B, rotor SS-34) por 15 min, a 4°C. O
pellet (poliedros purificados) foi ressuspenso em 4agua milli-Q e armazenado a —20 °C.

Para a solubilizacdo dos poliedros, foram adicionados 250ul de solucdo alcalina
3X (0,3M Na,CO;3, 0,51M NaCl, 0,03M EDTA) aos 500ul de suspensdo viral (1x10°
OB/ml) e incubados a 37°C por 30 min ou até a dissolugdo completa dos OB. Em
seguida, foram adicionados 50ul de SDS 20% e, apdés 10 min, foram acrescentados
12,5l de proteinase K (20 mg/ml), mantendo a incubacdo a 37°C por pelo menos 16h.
Para a extracdo do DNA viral foi adicionado ao sobrenadante um volume igual de fenol,
que apos a homogeneizacdo por inversdo de tubo, foi centrifugado a 14.000 rpm
(microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C, rotor F45 18 11) por 5 min. A fase aquosa
coletada (topo do tubo) foi submetida ao mesmo procedimento para mais duas
extragdes, com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e cloroférmio: alcool

isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto (gelado) e
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10% de acetato de sédio 3M, pH 5,2, seguido de incubagdo a -20°C por 14 - 16h. O
material foi novamente centrifugado a 14.000 rpm (microcentrifuga Eppendorf, modelo
5415C, rotor F45 18 11) por 30 min. O precipitado obtido foi lavado com etanol 70%
(gelado), secado a temperatura ambiente e ressuspenso em tampao TE. Para finalizar, o
DNA foi incubado em banho-maria com RNAase (10 mg/ml) a 37°C durante 1 h e

estocado a 4°C at¢ a sua utilizacao.

5. Clivagem do DNA genomico de CYMNPYV por enzimas de restricio

O DNA viral extraido do CYMNPV foi digerido com as enzimas de restri¢ao
EcoRI (Sigma), HindIIl (Sigma) e Pstl (Pharmacia), para gerar o perfil de restricdo do
genoma do virus. Cada sistema de digestdo foi preparado com 0,8 - 1,2 ug de DNA e 1
— 20 U de enzima. As amostras foram analisadas por meio de eletroforese em gel de
agarose 0.8%, para a separacdao dos fragmentos de DNA gerados. O DNA com tampao
de corrida (gel loading buffer: azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol 0,25%; ficol
15%) foi aplicado no gel, imerso em tampao TAE 1X (TAE 50X: Tris-base 2M, acido
acético glacial 2M e EDTA 0,05M, pH 8,0) e colocado sob a influéncia de um campo
elétrico (20 - 80V). Apos a migracdo, o DNA foi corado com brometo de etideo

(concentragdo final: 0,5 pg/ml) e visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta.

6. Amplificacdo da regiao interna do gene p74 e da sua extremidade
terminal por PCR - Polymerase Chain Reaction

Os pares de oligonucleotideos (Tabela 2) foram entdo utilizados para amplificar
por PCR parte do gene p74 de CvMNPV, o qual foi utilizado como sonda para a
hibridizagdo Southern Blot. O PCR foi preparado em um volume final de 25pul,

utilizando 17.5ul de dgua destilada autoclavada, 2,5ul de tampao de reacao 10X, 1ul de
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cada primer (10uM), 1ul de dNTPs (10mM), 1ul de MgCL, (50mM), 1ul de Tagq
polimerase (5U/ul) e 1ul de DNA de CvMNPV (10ng/ul) como template. Juntamente
com cada sistema de PCR preparado, foi realizado um sistema controle negativo
(auséncia do DNA de CvMNPV).
A reagdo procedeu-se em um termociclador, Peltier-effect cycling MJ Research
Inc., modelo PTC-100, utilizando o seguinte programa:
94° C - 5 min para a fase inicial
94° C - 1 min para a desnaturagao
64° C - 1 min para o anelamento 30 ciclos
72° C - 1 min para a enlogagao
72° C - 10 min para a extensao final
Apo6s a amplificacdo da regido interna do gene p74, os produtos de PCR foram
analisados em gel de agarose 0,8%, contendo brometo de etideo (0,5ug/ml) (Sambrook
et al., 1989), e entdo visualizados em um transiluminador UV para a observagdo do
fragmento de DNA esperado (~1600pb).
O mesmo procedimento foi realizado para a amplificacdo da regido terminal do

gene p74 (C-terminal da proteina P74), porém a temperatura de anelamento foi de 56°C.

7. Hibridizaciao Southern blot

Para a identificacdo do gene p74 por Southern Blot (Southern, 1975), o DNA de
CvMNPV foi digerido com endonucleases de restricio EcoRI, HindIll e Pstl e
resolvidos por eletroforese em gel de agarose 0,8%, com voltagem de 40V, por
aproximadamente 15 h. Em seguida, o gel foi tratado com solug@o de depurinagao (HCl
0,25N) durante 15 min, solu¢ao de desnaturacao (NaCl 0,5M; NaOH 0,5N) durante 45

min e solugdo de neutralizacdo (Tris 1M, pH 7,4; NaCl 1,5M) por mais 45 min,
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acompanhado por intervalos de agitagdo, sendo que apo6s cada tratamento o gel era
lavado rapidamente com agua deionizada. Antes de ser transferido para a membrana de
nylon (Hybond N*) o gel foi tratado com solugdo de SSC 20X (NaCl 3M; Citrato de
Sédio 0,3M, pH 7,0). Assim, uma espessa camada (8 cm aproximadamente) formada
pela membrana de nylon, papéis filtro e papéis absorventes foi colocada sobre o gel,
para que se realizasse a transferéncia.

Ap0s 16 h de transferéncia, a membrana foi colocada em solugdo SSC 6X por 5
min e deixada para secar, sob papel filtro, por mais 30 min, para entdo fixa-la por
irradiacdo UV durante 5 min. Em seguida a membrana foi submetida aos procedimentos
padrdo de hibridizagdo (Sambrook et al., 1989) e de condigdes recomendadas pelo
fabricante. A membrana foi pré-hibridizada com uma solugdo SSC 6X — solucdo
Denhard's 5X - SDS 0,5% durante 4 h a 68°C, para entdo ser hibridizada com uma
sonda especifica para o gene p74 de CvMNPV, obtida por PCR. Esta sonda foi marcada
radioativamente com [0-**P]dCTP, utilizando o kit Rediprime™II (Armesham-
Pharmacia) e metodologia descrita pelo fabricante.

Apds aproximadamente 16h de hibridizagdo a 68°C com a sonda radioativa, a
membrana de nylon foi lavada 3 vezes em solugdo SSC 2X - SDS 0,1%, a 68°C por 30
min cada lavagem, e uma vez em solugdo SSC 2X, a temperatura ambiente. Em seguida

a membrana foi exposta ao filme raio-X Kodak T-Mat ™ G/RA, a -80°C durante 44h.

8. Isolamento de fragmentos de restricao contendo o gene p74 e 0
fragmento da regiao terminal do gene

Apo6s a localizagao do gene p74 de CvMNPV por hibridizacao Southern blot,
outro perfil de restricdo do genoma de CvMNPV foi preparado, utilizando as mesmas

enzimas: EcoRl, Hindlll e Pstl. Com a confirmacdao da clivagem do genoma de
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CvMNPV através da eletroforese em gel de agarose 0,8%, os sistemas de digestdo
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose low melt point 0,8%, com voltagem
de 40V, por aproximadamente 15h. Em seguida, o gel foi corado com brometo de etideo
(0,5 pug/ml) e as bandas correspondentes aos fragmentos identificados por Southern blot
do gene p74 foram eluidos do gel. Assim, o material eluido foi aquecido a 65°C por 5
min para a solubilizagdo da agarose, homogeneizado com volume igual de fenol
saturado com NaCl 1M, submetido a centrifugacdo a 14.000 rpm (microcentrifuga
Eppendorf, modelo 5415C, rotor F45 18 11) por 5 min e a fase aquosa transferida para
outro eppendorf, para o prosseguimento das etapas de extragdo e precipitacio de DNA.
O produto de PCR da regido terminal do gene p74 também foi analisado em gel de
agarose low melt point 0,8% e 0 mesmo procedimento descrito acima foi realizado. Ao
final de todo o processo, os fragmentos de restricdo e o produto de PCR isolados foram

quantificados em gel de agarose 0,8%.

9. Clonagem do gene p74

9.1 - Construgdo do plasmideo recombinante

Para a clonagem dos fragmentos isolados, o plasmideo pBluescript 1I KS*
(Stratagene) foi clivado com as mesmas endonucleases de restricdo (EcoRI, HindIIl e
Pstl) utilizadas para clivar o DNA gendémico de CvMNPV, quantificado, tratado com a
enzima CIP (Fosfatase alcalina intestinal bovina) (Sigma) para a desfosforilagdo e
ligado ao inserto de interesse (fragmento de restri¢do) pela acdo da enzima T4 DNA
ligase (Promega) (14h, a 16°C) . Para a clonagem do produto de PCR isolado, o
plasmideo pGEM®™-T Easy (Promega) foi ligado diretamente ao fragmento de interesse
(regido terminal do gene) pela agdo da ligase. No sistema de ligagdo com ambos o0s

plasmideos, a concentracdo dos insertos variava de acordo com a féormula:
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ng do vetor x kb do inserto x 3

Concentraciao do Inserto =
¢ (ng) kb do vetor x 1

9.2 - Transformagao por choque térmico

Células competentes (Escherichia coli, linhagem XL-1-Blue), preparadas com
cloreto de calcio de acordo com Mandel e Higa (1970), foram utilizadas seguindo o
protocolo de transformacao de Sambrook ef al. (1989). Para cada sistema de ligacao do
plasmideo com o inserto contendo parte do gene p74 (volume final de 20ul) foram
utilizados 100ul de células competentes (XL-1-Blue). O procedimento constou dos
seguintes passos: adicdo de 5 a 10ul de DNA plasmidial recombinante (sistema de
ligacdo) as células competentes; incubagdo no gelo por 30 min; choque térmico de 42°C
por 90s, para facilitar a abertura da membrana celular e a entrada do plasmideo na
bactéria; incubacao no gelo por 5 min; adicdo de 1ml de meio de cultura LB liquido
[bacto triptona 1% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), pH 7,5], sem
ampicilina; e incubagdo a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm (Refrigerated Incubator
Shaker, modelo INNOVA 4230, New Brunswick Scientific) por 1 h e 30 min, para
restabelecimento e crescimento das células transformadas. Dando prosseguimento, o
material foi centrifugado a 3.000 rpm (centriguga CENTRA MP4R 00072, International
Equipment Company - IEC) por 2 min, para a sedimentagao das células, ressuspenso em
150 - 300ul de meio LB e plaqueado em meio LB solido (meio LB, dgar 2% p/v),
contendo ampicilina (100pug/ml), X-GAL (25ug/ml) e IPTG (20pg/ml). As placas foram
mantidas a 37°C durante 14-16 h para a sele¢do dos clones positivos, ou seja, das
coldnias brancas, pois além de sobreviverem no meio com ampicilina, ndo expressavam
o gene da B-galactosidase, interrompido pelo inserto de interesse (fragmento contendo o

gene p74).



65

9.3 - Minipreparacado de plasmideos por lise alcalina

As células de E.coli transformadas com o plasmideo recombinante foram
selecionadas e crescidas em 1,5 ml de meio LB liquido com ampicilina (100pg/ml) a
37°C, sob agitacdo de 200 rpm durante 14-16 h. Posteriormente, a cultura de células foi
centrifugada a 12.000 rpm (microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C, rotor F45 18
11) por 5 min , o sedimento ressuspendido em 100pl de solugdo I (Tris-HCI 25mM pH
8.0; EDTA 10mM pH 8.0; Glicose 50mM) e incubado a temperatura ambiente por 10
min. Em seguida, foram adicionados 200ul da solugdo II (NaOH 0,2N; SDS 1%),
incubado 10 min no gelo, adicionados 150ul da solugdo III (60ml de acetato de potdssio
5M; 11,5ml de acido acético glacial, pH 5.0, - completar para 100ml com H,O destilada
autoclavada), permanecendo por mais 5 min no gelo. Para a separagdo do DNA
cromossomal do DNA plasmidial, o material foi centrifugado a 14.000 rpm
(microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C, rotor F45 18 11) por 5 min e do
sobrenadante obtido foi efetuado a extragdo do DNA, por ciclos sucessivos de fenol,
fenol: cloroféormio: alcool isoamilico e cloroformio: alcool isoamilico. Logo depois,
foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto gelado e 10% de acetato de s6dio 3M
pH 5.2 a fase aquosa resultante, mantendo a -20°C por 14h, para a precipitagdo do DNA
plasmidial. Apds uma centrifugagdo a 14.000 rpm (microcentrifuga Eppendorf, modelo
5415C, rotor F45 18 11) por 30 min, o precipitado foi lavado com etanol 70% gelado e
novamente centrifugado a 14.000 rpm por 10 min. Assim, o material foi secado a
temperatura ambiente, ressupendido em TE, incubado com RNAse (10ug/ml) a 37°C

por 30 min e estocado a 4°C até a sua utilizagao.
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9.4 - Confirmagao da clonagem

As coldnias brancas selecionadas e isoladas em meio LB solido foram crescidas
novamente em meio LB liquido com ampicilina para a extragdo de DNA plasmidial
através do método de minipreparacdo por lise alcalina (descrito no item anterior).
Posteriormente, 0 DNA foi clivado com endonucleases de restricdo correspondentes a
cada fragmento clonado, sob condi¢des adequadas de temperatura e tempo, para a
liberagdo do inserto ligado aos plasmideos (pBluescript II KS* ¢ pGEM®-T Easy) e
consequentemente confirmacdo do processo de clonagem. Com isso, o material foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% e corado em brometo de etideo (0,5
mg/ml), para a visualizacdo dos fragmentos de DNA liberados. Além da confirmacao da
clonagem por digestdio do DNA plasmidial, foi realizado, em alguns clones, PCR do
material, utilizando os primers universais T3, T7 e SP6, para visualizar a amplificagdo
dos fragmentos de interesse. Apos a confirmacdo das clonagens, a colonia selecionada
foi crescida em 10ml de meio LB com ampicilina a 37°C, sob agitagdo de 200 rpm
(Refrigerated Incubator Shaker, modelo INNOVA 4230) e o DNA plasmidial era
novamente extraido, utilizando o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega). Apés estes procedimentos, o plasmideo recombinante de interesse
era enviado a Plataforma de Sequenciamento de DNA (CENARGEN), para o
sequenciamento dos fragmentos contendo o gene p74, conforme procedimentos de

rotina do laboratorio.

10. Sequenciamento do gene p74 e processamento da seqiiéncia

Os fragmentos clonados nos plasmideos tiveram sua seqliéncia determinada

utilizando o Kit BigDye Terminator (Applied Biosystems) e os oligonucleotideos
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universais T3, T7 e SP6. Para a formac¢do completa da seqiiéncia dos fragmentos
correspondentes ao gene p74, duas estratégias de clonagem foram utilizadas: 1)
clonagem dos fragmentos gerados por endonucleases de restricdo no plasmideo
pBluescript, com sequenciamento através dos oligonucleotideos universais T3 e T7. 2)
clonagem do produto de PCR da regido terminal do gene p74 no plasmideo pPGEM®-T
Easy, utilizando os oligonucleotideos universais T7 e SP6. O processo de
sequenciamento foi realizado no equipamento automatico ABI 3130 XL, da Plataforma
de Sequenciamento de DNA (CENARGEN)).

As seqiiéncias de DNA obtidas (extensdo.abi) foram comparadas no banco de
dados do GenBank/EMBL, utilizando o algoritmo BLASTN (Altschul et al., 1997,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrz/blastp) para confirmar a homologia com outros
genes p74 ja descritos e entdo exportadas para o formato FASTA (.fa), utilizando o
programa Chromas versdo 2.13 (www.mb.mahidol.ac.th/.../chromas/chromas.htm). As
seqiiéncias geradas por oligonucleotideos reversos foram alteradas para a forma
complementar reversa, antes de ser confirmar a homologia e serem exportadas para o
formato FASTA.

Para se obter a andlise correta da seqiiéncia nucleotidica do gene, as seqiliéncias
dos vetores de clonagem foram removidas utilizando o programa UniVec versdo 4.0
(www.ncbi.nlm.nih.gov/vecscreen/vecscreen.html) (Altschul et al, 1990). Para
sobreposi¢do dos fragmentos contiguos (montagem dos contigs) e obtencdo da
seqiiéncia consenso, utilizou-se o programa CAP3 Sequence Assembly (pbil.univ-

ivonl.fr/cap3.php) (Huang e Madan, 1999).
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11. Analise computacional da seqiiéncia nucleotidica do gene p74 e da
seqiiéncia de aminoacidos deduzida

Apds a montagem completa dos contigs das seqiiéncias do gene p74, a analise da
seqiiéncia obtida iniciou-se pela tradugdo no programa Translate Toll
(http://www.expasy.org/tools/dna.html) e em seguida pela predicdo teodrica das
principais caracteristicas fisico-quimicas da seqiiéncia de aminoacidos deduzida (massa
molecular, pl, coeficiente de extingdo molar e hidrofobicidade) através do programa
ProtParamTools (www.expasy.org/tools/#primary) (Gasteiger et al., 2005). A
identificacdo hipotética dos dominios foi obtida pelo programa SMART (Simple
Modular Architecture Research Tool) (smart.embl-heidelberg.de) (Schultz et al., 1998).
A predi¢do de segmentos transmembranicos foi realizada no programa PROTSCALE
(www.expasy.org/cgi-bin/protscale.pl) (Gasteiger et al., 2005), utilizando a escala de
Kyte e Doolittle de variagdo linear, window size 19 e TMHMM 2.0
(www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0) (Sonnhammer et al., 1998). A predicdo das
modifica¢des pds-traducionais e da estrutura secundaria foi realizada pelos programas
PROSITE (www.expasy.org/tools/scanprosite/) (Sigrist et al., 2002) e GORIV
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html) (Garnier et al.,
1996), respectivamente. As potenciais interagdes proteinas-proteinas foram encontradas
através do programa COILS versao 2.1 (Lupas et al., 1991), utilizando matriz MTIDK,

parametros a,d=2.5 e b,c,e,f,g=1.0, window size= 21.

12. Alinhamento multiplo dos homologos P74 e construcio da arvore
filogenética do CYMNPV

Para estimar a relagdo filogenética entre CvMNPV e os demais baculovirus,

baseada na seqiiéncia do gene p74, foi realizado a busca de todos homologos p74
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presentes no banco de dados e o alinhamento multiplo da seqiiéncia de aminoéacidos da
P74 de CvMNPV com estes homologos (Tabela 4), por meio do programa ClustalX
1.81 (Thompson et al., 1997) (Tabela 4). A edicdo do alinhamento multiplo foi feita
pelo programa BOXSHADE versao 3.21, utilizando-se como pardmetros Gap opening
10, Gap extension (0.2, Matrix Gonnet e sombreamento do score de similaridade
(www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) (Figura 14). A partir do alinhamento,
as arvores filogenéticas foram construidas utilizando o método da parcimdnia (busca
heuristica) ajustada com o método Branch e Bound (Swofford, 2000), através do
programa PAUP4.0b4a (Swofford, 2002), com analises de bootstrap de 1000 repeti¢cdes
do conjunto de dados. O método de maxima parcimdnia baseia-se na andlise de estados
do carater, levando em conta o principio da homologia, ou seja, se dois tdxons
compartilham uma caracteristica, esta foi herdada do ultimo ancestral comum a ambos
(Schneider, 2003) e tem como base a hipotese de que a arvore mais provavel é a que
requer o menor numero de mudancas para gerar os dados.

E importante lembrar, que a constru¢io da arvore neste trabalho foi realizada
observando varios parametros. Desta forma, vérias arvores foram construidas:
apresentando ou ndo virus como grupo externo, enraizada e nao enraizada e utilizando o
alinhamento tanto das seqiiéncias nucleotidicas quanto das peptidicas como
informagdes, desconsiderando os intervalos existentes nas seqiiéncias (gaps) (Figura

14).



Tabela 4. Genes p74 de baculovirus
comparativa.

N° de acesso
(GenBank)

NP_818674.1
NP_872507.1
YP_006288.1
YP 529814.1
YP_610989.1
AAY19516.1
AAY19519.1
AAA46729.1
NP_047536.1
NP _932741.1
AAL13071.2
AF512031
YP 249621.1
YP_717552.1
NP_891905.1
NP _203378.1
NP_148844.1
YP_874207.1
NP_203290.1
NP_203576.1
AF334030_89
YP_473207.1
YP_758321.1
NP_047663.1
NP_613243.1
NP_689333.1
ABMO05422.1
YP_025247.1
YP_025157.1

YP_001650925.1

010365.1
NP_663220.1
NP_068268.1
YP_758602.1
NP_703125.1
NP_037891.1
AA045529
CAA67755.1
NP_258289.1
NP_059225.1

Baculovirus

Adoxophyes honmai NPV
Adoxophyes orana GV

Agrotis segetum GV

Agrotis segetum NPV

Antheraea pernyi NPV

Anticarsia gemmatalis MNPV-2D
Anticarsia gemmatalis NPV-SF
Autographa californica MNPV
Bombyx mori NPV

Choristoneura fumiferana defectiva MNPV

Choristoneura fumiferana GV
Choristoneura fumiferana MNPV
Chrysodeixis chalcites NPV
Clanis bilineata NPV
Cryptophlebia leucotreta GV
Culex nigripalpus NPV

Cydia pomonella GV
Ecotropis obliqua NPV
Epiphyas postvittana NPV
Helicoverpa armigera NPV
Helicoverpa zea SNPV
Hyphantria cunea NPV
Leucania separata NPV
Lymantria dispar MNPV
Mamestra configurata NPV-A
Mamestra configurata NPV-B
Maruca vitrata MNPV
Neodiprion lecontei NPV
Neodiprion sertifer NPV
Orgyia leucostigma NPV
Orgyia pseudotsugata MNPV
Phthorimaea operculella GV
Plutella xylostella GV
Plutella xylostella MNPV (isolado CL3)
Rachiplusia MNPV
Spodoptera exigua MNPV
Spodoptera frugiperda MNPV
Spodoptera littoralis NPV
Spodoptera litura NPV

Xestia c-nigrum GV

Posiciao no
genoma

23773 a 25788
37367 a 39295
57392 a 59419

135968 a 137902
107.641 a 109.563
112.268 a 114.202

419 a 2353
65 a 2002

108796 a 110733
111.392 a 113.398

337 a2331

110.746 a 112.683

18970 a 20946
18543 a 20522
47165 a 49177
64492 a 66537
48578 a 50644
16243 a 18201

101.271 a 103.205

16224 a 18290
16195 a 18261
19839 a 21773
24273 a 26249

26.645 a 28.663
144165 a 146138
147569 a 149542
94.724 a 96.661

41772 a 43673
49560 a 51464
16694 a 18652

112.559 a 114.493

46284 a 48260
37776 a 39512

119644 a 121581
116.861 a 118.798
124099 a 126060

166 a 2106
148 a 2121
19706 a 21679
71928 a 74060

ORF

27
54
56
144
129
134

138
138
132

130
17
14
58
73
60
14

121
20
19
19

27
160
159
106
47
50
15
134
55
48
134
138
131
134

21
77
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utilizados para a analise computacional

Tamanho
(pb)
2016
1929
2028
1935
1923
1935
1935
1938
1938
2007
1995
1938
1977
1980
2013
2046
2067
1959
1935
2067
2067
1935
1977
2019
1974
1974
1938
1902
1905
1959
1935
1977
1737
1938
1938
1962
1941
1974
1974
2133



71

RESULTADOS

1. Identificacdo do gene p74 no genoma de CvMNPV

A detecg¢ao do gene p74 no genoma de CVMNPV consistiu essencialmente da
hibridizacdo de uma sonda de DNA, gerada a partir da amplificacdo parcial do gene p74
por PCR, com o0 DNA de CvMNPYV clivado com as enzimas de restricdo HindlIIl, Pstl e
EcoRlI.

Os produtos de PCR foram obtidos com os oligonucleotideos construidos a
partir de regides internas conservadas do gene p74. Apds a realizacdo de varias reagdes
de PCR foi constatado que o par de oligonucleotideos do Grupo I dos NPV foi aquele
que forneceu um fragmento de aproximadamente 1600 pb, que além de estar dentro da
faixa de tamanho do gene p74 (1,7 a 2,1 kb — Tabela 4), corresponde ao tamanho do
fragmento compreendido pelos oligonucleotideos do Grupo I no alinhamento entre os

genes p74 homologos, realizado durante a sua construcao (Figura 7).
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<—1600 pb

Figura 7. Amplificacio da regido interna do gene p74. Marcador molecular DNA A/Pstl (1).
Fragmento do gene p74 amplificado em trés sistemas (2-4). Controle negativo do sistema de PCR (5).

DNA gendémico de CvMNPYV clivado com as enzimas de restricdo HindlIIl, Pstl
e EcoRI e analisado por eletroforese em gel de agarose, como era de se esperar,
apresentou diferentes perfis de restricao (Figura 8, B). Este gel foi transferido para uma
membrana nylon e hibridizado com uma sonda (produto de PCR de 1600 pb eluido do
gel de agarose low melting point) para localizar e identificar o gene p74 nos diferentes
fragmentos de restri¢ao gerados.

Os resultados mostraram que a sonda hibridizou em fragmentos especificos nos
diferentes perfis de restricdo de DNA do virus. As bandas detectadas correspondem aos
fragmentos HindlIl - bandas de ~1,1 kb ou de ~1,0 kb; Ps¢I - bandas de ~ 4,2 kb ou ~
4,3 kb; e EcoRI - banda de ~3,1 kb, aproximadamente (Figura 8, A). Embora o mapa

fisico de restricio do genoma de CvMNPV ndo esteja ainda estabelecido para ser
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observada a sobreposicao dos fragmentos, o sinal intenso da hibridizacdo detectada no
autoradiograma de cada perfil de restricao constituiu uma forte indicagdo de que o gene
p74 estaria presente nestes fragmentos. Isto foi confirmado, em seguida, pelo

sequenciamento dos respectivos fragmentos.

Kb Kb 1 2 3 4

(A)

(B)

Figura 8. Autoradiograma do Southern Blot do DNA de CvMNPYV e perfil de restricio de DNA de
CvMNPYV. (A) Hibridizagdo da sonda radioativa (-*P) do p74 com a membrana de nylon. Marcador
molecular DNAA/Pstl (1). DNA de CvMNPYV digerido com Hindlll, Pstl e EcoRI, respectivamente (2-4).
As setas indicam os pontos com hibridizagdes mais intensas entre sonda p74 radioativa e o DNA
gendmico de CvMNPV digerido com diferentes endonucleases de restrigdo. (B) Perfil de restri¢do do
DNA gendmico de CvMNPV. Marcador molecular DNA A/Pstl (1), DNA de CvMNPV digerido com
Hindlll, Pstl e EcoRI, respectivamente (2-4). Os circulos indicam os respectivos locais onde ocorreram as
hibridizagdes mais intensas no genoma de CVMNPV (eletroforese em gel de agarose 0.8%).
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2. Clonagem e sequenciamento de fragmentos contendo gene p74 de
CvMNPV

Para a determinagao da seqiiéncia do gene p74 e consequentemente confirmacao
da identificacdo do gene, os fragmentos de restricdo foram selecionados e eluidos a
partir do gel de agarose 0.8% low melting point, para entdo serem clonados no vetor
pBluescript (pBS) e sequenciados. A Figura 9 mostra que o processo de eluicdo dos
fragmentos de restrigdo foi eficiente, além da quantidade significativa de DNA

recuperada e a confirmagdo do tamanho esperado dos fragmentos.

Figura 9. Fragmentos de restricio do genoma de CvMNPYV contendo parte do gene p74, purificados
a partir do gel low melting point 0,8%. Marcador molecular DNAMPs#I (1). Fragmentos de restri¢do do
DNA de CvMNPV digerido com HindIIl (2) ~1,0kb e (3) ~1,1kb. Fragmentos de restricio do DNA de
CvMNPYV digerido com Pstl (4) ~4,2 e~ 4,3kb, EcoRI (5) ~3,0kb.

O processo de ligacao dos fragmentos HindIII - 1,0 kb, HindIII -1,1kb e EcoRI —
3,0 kb com o vetor pBS, bem como a transforma¢do nas células competentes (XL-1-
blue) foram satisfatorios. A clonagem foi confirmada através da digestdo dos
plasmideos com endonucleases de restricdo especificas para cada clone (Figura 10). A

clonagem do fragmento Psfl — banda 4,2 kb e 4,3 kb, apos varias tentativas, ndo foi

satisfatoria.
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Desta forma, os fragmentos que ja estavam clonados foram sequenciados. Apods
a analise da seqiiéncia, foi constatado que: o fragmento HindlIII 1,1 kb ndo correspondia
a regido do gene p74, ja o fragmento HindIIl 1,0 kb (pBS-CvHindIII) continha parte do
gene p74 e estava inserido dentro do fragmento EcoRI 3,0 kb (pBS —CvEcoRI), o qual
compreendia 75% do gene (por volta de 1500 pb). Para completar o sequenciamento do
gene p74, faltava somente a regido inicial do gene (25% - por volta de 480 pb). Com
isso, foi realizada a amplificagdo por PCR dessa regido do genoma de CvMNPV,
utilizando os oligonucleotideos apresentados na Tabela 3. O fragmento amplificado foi
clonado em pGEM"-T Easy.

Para determinar a seqiiéncia completa do gene p74, o plasmideo contendo a
fragmento de restricao EcoRI 3,0 kb (pBS—CvEcoRI) foi subclonado (Figura 10, B). O
pBS-CvEcoRI foi digerido com Hindlll, eluido do gel low melting point, reanelado com
a enzima ligase e transformado, conforme metodologia ja descrita, resultando em outro
plasmideo recombinante (pBS-CvEco-HindIIl), o qual ndo possuia o fragmento HindIIl
1,0 kb (Figura 9, B). O pBS-CvEco-HindlIll e o plasmideo contendo a regido terminal
do gene p74 (pGEM-p74Terminal) (Figura 10, A) foram sequenciados.

A confirmacgao definitiva da insercdo de todos os fragmentos de interesse nos
vetores ¢ a presenca do gene p74 nos insertos veio somente com a realizagdo das
digestdes com endonucleases de restri¢gdo dos plasmideos recombinantes (Figura 9) e do
PCR de alguns clones (dados ndo mostrados), utilizando os oligonucleotideos universais
e os especificos para o gene p74, e finalmente com o sequenciamento automatico dos
fragmentos. A Figura 11 mostra um esquema dos quatro plasmideos recombinantes
construidos durante o trabalho e utilizados para o sequenciamento do gene p74 de

CvMNPV.
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Figura 10. Confirmacio da clonagem dos fragmentos contendo o gene p74. (A) Clonagem do produto
amplificado por PCR. Marcador molecular DNAA/Ps¢I (1). Plasmideo pGEM, contendo a regido N-
terminal do gene p74 (pGEM-p74N-terminal), digerido com EcoRI. (2). (B) Clonagem dos fragmentos de
restricdo. Marcador molecular DNAAPstl (1). Plasmideo pBS, contendo o fragmento EcoRI 3,0 Kb,
digerido com EcoRI (pBS-CvEcoRI) (2). Plasmideo pBS-CvEcoRI sem o fragmento HindIIl 1,0 Kb
(pBS-CvEco-Hindlll), digerido com HindlIIl (3). Plasmideo pBS, contendo o fragmento HindlIIl 1,0 Kb
(pBS-CvHindIll), digerido com HindlIII (4). Pogo vazio (5). Plasmideo pBS linearizado com HindIII (6).
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Figura 11. Esquema de quatro plasmideos recombinantes construidos. (A) pBluescript contendo o
fragmento de restricdo EcoRI 3,0 kb (pBS-CvEcoRI). (B) pBluescript contendo o fragmento de restri¢cao
HindIll 1,0 kb (pBS-CvHindIll). (C) pBS-CvEcoRI sem o fragmento HindIll 1,0 kb (pBS-CvEco-
HindIll). (D) pGEM contendo a regido terminal do gene p74 (500 pb) (pGEM-p74 terminal).
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3. Caracterizacio do gene p74 e de sua seqiiéncia de aminoacidos
deduzida

A andlise da seqiiéncia nucleotidica do gene p74 do baculovirus CvMNPV,
hospedeiro da lagarta da Mariposa-do-Alamo Condylorrhiza vestigialis, revelou a
presenga de uma ORF contendo 1935 pb (Figura 12). A ORF p74 CvMNPV codifica
potencialmente 644 aminoacidos (Figura 12) de massa molecular de 73.613,3 Da; ponto
isoelétrico acido igual a 5,12; coeficiente de extingdo molar a 280 nm em agua entre
0,964 ¢ 0,961 M cm™; e hidropaticidade média (Grand average of hydropathicity —
GRAVY) igual -0,039 (Figura 13).

A proteina predita é particulamente predominante em leucina (10,7%), treonina
(8,9%) e alanina (8,2%). Além de residuos de glicina e prolina altamente conservados,
foram identificados dois pequenos segmentos particulamente ricos em lisina (L),
arginina (R) e prolina (P) (Figuras 13 e 14). Por outro lado, a P74 de CvMNPV
apresenta um baixo percentual de residuos de cisteina (0,8%) na sua composi¢ao, que
intrigantemente apresentam posi¢des conservadas em todos os baculovirus analisados
(Figuras 13 e 14). De forma mais generalizada, a composi¢do de aminoacidos pode ser
dividida em: 10,9% de aminoacidos basicos, 12,3% de aminoacidos acidos, 22,3% de
aminoacidos polares e 54,6% de aminoacidos ndo-polares (sendo que destes 12,6% do
total sdo aromaticos) (Figura 13). O gene p74 de CvMNPYV foi depositado no GenBank

sob o nimero de acesso EU919397.
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r 1 m 6 v p bV P A F N V R P D P D P L
TTTCCCGAACGATTCAAAGGCGAGTTCAACGACGCTTACTGCCGTCGCTTTGGGCGCGAG
F P E R F K G E F N D A Y C R R F G R E
CTCATAAACGGCGGCTGCTCTTTTCGCTGGTGGGAATCTTTGATTGGGTTCGTGTTGGGT
L I N G G ¢C S F R W w E S L I G F V L G
GACACGCTTTATGTCACGTTCAAAATGCTTGCTAATAACATTTTTACCGAATTGCGCGAT
p r L. vy Vv T F K M L A N N I F T E L R D
TTTGATTACACGGCGCCGTCGCCCATCCTGCCGCCGCGTCCAATGGTCGATTCCAACGCC
F D Y T A P S P I L P P R P M V D S N A
GTACTTGCACAATGGCGCGCTGTGCGCGATCGCGCAATCAATTACGACTTTGAAAAATTA
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GATTACGTGGCGGCGCTTGAGGTTAACTCTGATGGTCAAATGCTGCAGTTTGATGAAAGC
D'y v A A L E V N S D G Q M L Q F D E S
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p v 1 E D F D E T T L V G Q A L A S§ S S
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TTTTTAATGATCGCGTTGTACTATTTAATCAAAGAACCGTACGAATATTTCAAAACCATA
F L M I A L Y Y L I K E P Y E Y F K T I
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Figura 12. Seqiiéncia completa do gene p74 do baculovirus CvMNPV e da seqiiéncia de
aminoacidos P74 deduzida (GenBank - n° de acesso EU919397). Os sitios de anelamento do par de
oligonucleotideos utilizados para completar a clonagem da regido terminal do gene p74 de CvMNPV
estao sublinhados. As trincas em negrito representam a iniciacdo e a terminagao do gene (*). A seqiiéncia
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peptidica P74 predita a partir da seqiiéncia nucleotidica esta em italico (644 aminodcidos) e foi deduzida
pelo programa Translate Toll.

Numero de aminoacidos: 644
Massa molecular: 73.613,3Da
pl tedérico: 5,12

Composigdo de aminoacidos:

Ala (A) 53 8,2%
Arg (R) 40 6,2%
Asn (N) 27 4,2%
Asp (D) 40 6,2%
Cis (C) 5 0,8%
Gln (Q) 16 2,5%
Glu (E) 39 6,1%
Gli (G) 25 3,9%
His (H) 9 1,4%
Ile (I) 34 5,3%
Leu (L) 69 10,7%
Lis (K) 21 3,3%
Met (M) 24 3,7%
Fen (F) 47 7,3%
Pro (P) 28 4,3%
Ser (S) 38 5,9%
Tre (T) 57 8,9%
Trp (W) 5 0,8%
Tir (Y) 29 4,5%
val (V) 38 5,9%

~

Coeficiente de exting¢do molar (em M'cm!, a 280 nm em &agua)
Coeficiente de extincdo 70960

Abs 0,1% (=1 g/1) 0,964

Coeficiente de extincdo 70710

Abs 0,1% (=1 g/l1) 0,961

Hidropaticidade média (GRAVY): -0,039

Figura 13. Caracterizacio fisico-quimica preditiva da proteina P74 do baculovirus CvMNPYV pelo
ProtParamTools (Gasteiger et al., 2005).
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Figura 14. Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos P74 deduzida (CvMNPV) com outras
proteinas P74 homdlogas de baculovirus pelo CLUSTALX 1.81 (Thompson et al., 1997) e editacio
pelo BOXSHADE. O asterisco indica os residuos glicina (G) e prolina (P) e (+) os residuos de cisteina
(C) conservados. Os dois dominios funcionais altamente conservados estdo representados por DF I e DF
II, respectivamente. Os dois dominios transmembranicos estdo representados por TM I e TM II,
respectivamente. As barras em vernelho indicam o baculovirus CYMNPV. As setas indicam pequenos
segmentos ricos em lisina (L), arginina (R) e prolina (P). A cor cinza indica a similaridade entre os
aminoacidos e o preto a identidade.

A anélise por BLASTN da seqiiéncia do gene p74, como esperado, revelou uma
elevada identidade com genes p74 de varios outros baculovirus. Os maiores valores de
identidade verificados foram entre o p74 de CfDEFNPV (94%), seguido do p74 de
AgMNPV (90%), AnpeNPV (81%), OpMNPV (79%) e CEIMNPV (79%) (Figura 15). A
comparacao da seqliéncia nucleotidica indica uma consideravel homologia entre o gene

p74 de CvMNPV e os baculovirus comparados.

Distribution of 126 Blast Hits on the Query Sequence

|M0use—0\tert0 show defline and scores, click to show alignments |

color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200
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Sequences producing significant aligmments:
(Click headers to so0rt columns)

Accession Description | il Total I - H | _Max Links
sCOre sCore coverage value ident
ATI27402.2 Charistoneura furniferana defective nucleopolyhedrovirus complete gen 2989 29549 100%: 0.0 D} %
DOE13662.1 Anticarsia gemmatalis nucleopalyhedrovirus, complete genome 2664 2664 100%: 0.0 0%
ATI42655,1 Anticarsia gernmatalis nucleopolyhedrovirus strain AQMNPY-20 P74 (P7. 2852 2652 100%: 0.0 0% E
AT242656.1 Anticarsia germmatalis nucleapalyhedrovirus strain AgMMPY-SF P74 (P7: 2643 2643 100%: 0.0 0%
EF207286.1 Antherasa pernyi nucleopolyhedrovirus isolate AnpeMNPV-LZ, complete 1522 182z 100%: 0.0 1%
DQ486030.3 Antheraea pernyi nucleopalyhedravirus, complete gename isin 1510 100%: 0.0 S0%
U75930.2 Orgyia pseudotsugata multicapsid nucleopolyhedrovirus, complete genc 1685 1685 qgag, 0.0 Fan,
AF512031.3 Charistaneura fumiferana MHPY polyhedrin, complete genome 1675 1678 100%: 0.0 FO%
M27904 .1 Charistoneura furniferana nuclear polyhedrosis virus {p74) gene, compl 1678 1678 100%: 0.0 T E
APOOSO46.1 Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus genoric DMA, cornplete genorm 1635 1638 100% 0.0 FE%
AT043265.1 Epiphyas postvittana nucleopolyhedrovirus, complete genome 1530 1530 Q9% 0.0 T
M31301.1 A.californica nuclear polyhedrosis virus p74 gene, complete cds 1362 1362 100%: 0.0 FE%
Dio457003.1 Plutella xylostella multiple nucleopalyhedravirus isolate CL3, complete ¢ 1357 1357 100%: 0.0 75%
LZZ858.1 Autographa californica nucleopolyhedrovirus clone C6, cormplete genorr 1357 1357 100%: 0.0 FE%
D0345452.1 Rachiplusia ou MNPY P74 {p74) gene, complete cds 1348 1343 100%: 0.0 T5%
471454711 Rachiplusia ou multiple nucleopalyhedravirus, complete gename 1339 13349 Q9% 0.0 FE%
L33180.1 Bornbyx mori nuclear polyhedrosis virus isolate T3, complete genome 1245 1245 100%: 0.0 T4%
EF125867.1 Maruca witrata MMPY, complete genome 1157 1157 100%: 0.0 T3
AB106130.2 antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus genes for p26, pl0, p74, compl 787 7a7 35% 0.0 85% E
ATE42374.1 Anticarsia gernmatalis gpéd locus, partial sequence 776 776 29% 0.0 0% E
ATOS5828.1 Anticarsia gemmatalis nucleopalyhedrovirus P26 (p26) and P10 {pl0) g 5ag 595 2E2% 4e-167 0% E
M10023.1 Autographa californica nuclear polyhydrosis wirus p1l0 gene for late 10k 477 477 33% 9e-131 TE%
U14724.1 Anticarsia gemmmatalis nuclear polyhedrosis virus genomic repeat regior 462 462 18% Ze-126 89%
M14863.1 Orgyia pseudotsugata polyhedrosis virus pl0 gene 423 423 24 %, Ze-114 0%
AFO081510.1 Lyrnantria dispar nucleopolyhedrovirus, complete genome 280 433 T1% 1le-71 6E%
DQa37165.1 Ecotropis obliqua MPY strain A1, complete genome 277 505 65 % Ze-70 G5 %
Do123841.1 Agrotis segetumn nucleopalyhedrovirus, complete genome 264 408 49%, le-66 T2%
AF169823.1 Spodoptera exigua nucleopolyhedravirus complete genome il 446 Bed % Se-64 70%

Figura 15. Comparacio do gene p74 de CvMNPV com os seus homélogos p74 pelo BLASTN
(Altschul et al., 1997).

Na seqiiéncia de aminoacidos deduzida do gene p74 do baculovirus CYMNPV
existem dois potenciais dominios conservados: um entre os aminoacidos 5 a 309 (E-
value 1,70e*’; PF08404) e outro entre os aminoaciods 385 a 582 (E-value 3,40¢'™;
PF04583) (Figuras 14 e 16). Além disso, trés possiveis regides transmembranas
conservadas de alta hidrofobicidade (TM) foram identificadas: posi¢des 435 a 457, 590
a 609 e 613 a 630. Estas regides podem estar delimitando a regido extramembrana
(“extra-envelope”) (posi¢des 1 a 434) e as regides intramembranas (“intra-envelope”)
(posicdes 458 a 589 e 610 a 612) da proteina, as quais apresentam aminodcidos com
baixo grau de hidropatia (Figuras 14, 16 e 17). Nao ha evidéncia de peptideo-sinal na

extremidade N-terminal na seqiiéncia de aminoacidos P74 deduzida.
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Figura 16. Dominios conservados da seqiiéncia de aminoacidos P74 deduzida (CvMNPV) pelo
SMART (Schultz et al., 1998). Os retangulos representam os dominios relacionados a infectividade oral
viral ¢ em azul estdo representados os dominios transmembranicos C-terminal. Os ntimeros indicam a
posi¢do do aminoacido inicial e terminal da proteina.
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Figura 17. Representacio de potenciais regides transmembranas da seqiiéncia de aminoacidos P74
deduzida (CvMNPYV) pelo PROTSCALE (Gasteiger et. al., 2005). (A) Escala de hidrofobicidade de Kyte
e Doolittle de variagdo linear. indice maior que 1,5 (traco vermelho) representa regides altamente
hidrofébicas. (B) Probabilidade da presenca de regides transmembranas de acordo com o programa

computacional TMHMM 2.0 (Sonnhammer et al., 1998).

Na proteina P74 de CvMNPV foram identificados trés potenciais modificagdes

pos-traducionais: 3 sitios para a N-glicosilagdo (PS00001, P<5,138¢-"), 23 sitios para a

fosforilagio (PS00005; P<1,423e*; PS00006, P<1,482¢™) e 6 sitios para a N-

miristilagio (PS00008, P<1,397¢*?) (Figura 18).

Sitios de N-glicosilagéo.
Numero de acesso dos prositios:
5,138e-03

Probabilidade:
Sitio: 11 a
Sitio: 295 a
Sitio: 488 a

Sitios de fosforilagdo Protein kinase C.
Numero de acesso dos prositios:
1,423e-02

Probabilidade:
Sitio: 40 a
Sitio: 68 a
Sitio: 145 a
Sitio: 207 a
Sitio: 226 a
Sitio: 321 a
Sitio: 327 a
Sitio: 384 a
Sitio: 393 a
Sitio: 397 a

14 NASR.
298 NGTL.
491 NTSR.

42

70
147
209
228
323
329
386
395
399

TLR.
SRR.
TSK.
SFR.
TFK.
TPR.
TAR.
SLK.
SOR.
TVR.

Identidade.
Identidade.
Identidade.

Identidade.
Identidade.
Identidade.
Identidade.
Identidade.
Identidade.
Identidade.
Identidade.
Identidade.
Identidade.

PS00001

PS00005

Sitios de fosforilagcdo Casein kinase II.
Numero de acesso dos prositios: PS00006
Probabilidade: 1,482e-02

Sitio: 5 a 8 TAVD. Identidade.
Sitio: 45 a 48 SSDD. Identidade.
Sitio: 46 a 49 SDDD. Identidade.
Sitio: 286 a 289 TLQD. Identidade.
Sitio: 334 a 337 SISD. Identidade.
Sitio: 447 a 450 TLAD. Identidade.
Sitio: 489 a 492 TSRE. Identidade.
Sitio: 507 a 510 TDDD. Identidade.
Sitio: 563 a 566 TRLE. Identidade.
Sitio: 576 a 579 TLLD. Identidade.

Sitios de N-miristilagédo.
Numero de acesso dos prositios: PS00008
Probabilidade: 1,397e-02

Sitio: 84 a 89 GVVSNQ. Identidade.
Sitio: 291 a 296 GMVENG. Identidade.
Sitio: 320 a 325 GTPRSI. Identidade.
Sitio: 486 a 491 GTNTSR. Identidade.
Sitio: 553 a 558 GQALAS. Identidade.
Sitio: 600 a 605 GAAVAA. Identidade.
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Sitio: 404 a 406 TYK. Identidade.
Sitio: 489 a 491 TSR. Identidade.
Sitio: 571 a 573 TFR. Identidade.

Figura 18. Identificacdo de potenciais modificacdes pds-traducionais na seqiiéncia de aminoacidos
P74 deduzida (CvMNPYV) pelo PROSITE (Sigrist et. al., 2002). N-glicosilacdo (PS00001), fosforilacao
por Kinase C (PS00005), fosforilagdo por Caseina Kinase II (PS00006) e N- miristilagdo (PS00008).

A estrutura secundéria da P74 de CvMNPV predominante ¢ a-hélice (47,83%),
podendo ocorrer também enovelamento aleatorio (random coil) (40,37%) e folha-8
extendida (extended p-strand) (11,8%). A estrutura a-hélice estd mais concentrada na
regido C-terminal hidrofobica da proteina, enquanto a folha-f na regido N-terminal
(Figura 19, A). Existem trés regides potenciais de interagdo proteina-proteina na
seqiiéncia peptidica P74, entre os aminoacidos 100 a 130, 410 a 430 e 575 a 600 (Figura
19, B), as quais correspondem as regides com maior probabilidade de formagdo de a-

hélices.
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Figura 19. Predicio de estrutura secundaria e de interacdes protéicas da seqiiéncia de aminoacidos
P74 deduzida (CvMNPYV), pelo GORIV e COILS versao 2.1(Garnier et al., 1996), respectivamente.
(A) Representagao simplificada global da relag@o entre a estrutura primaria e a secundaria da proteina: em
azul, a-hélice; em vermelho, folha B-extendida; e em roxo, enovelamento aleatorio. A estrutura a-hélice
apresenta-se como predominante. Os niimeros representam a posi¢do na estrutura primaria. (B) Potenciais
regides de oligomerizacdo da proteina. A abscissa representa a probabilidade de ocorréncia de interagdo
proteina-proteina e a ordenada a posi¢do na estrutura primaria.

4. Analise filogenética do baculovirus CvMNPV

Para estimar as relagdes evolutivas de CvMNPV, a seqiiéncia nucleotidica e a de
aminoacidos da proteina P74 predita de CvMNPV foi comparada com outras 40
seqiiéncias de baculovirus depositadas no GenBank (Tabela 4) pelo CLUSTALX 1.81

(Thompson et al., 1997).
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As consideracdes filogenéticas apresentadas neste trabalho foram baseadas na
arvore filogenética construida pelo método da maxima parcimdénia, comumente
utilizado em andlises filogenéticas (Schneider, 2003). Dentre as arvores construidas,
foram mostradas somente aquelas plausiveis com a diversificagdo da familia
Baculoviridae apresentada nos estudos filogenéticos até o momento (Figura 20).

A filogenia do CvMNPV, baseada na seqiiéncia nucleotidica do gene p74 e na
seqiiéncia de aminoécidos deduzida, confirmou a clara divisdo da familia Baculoviridae
em dois géneros: Granulovirus (GV) e Nucleopolyhedrovirus (NPV). Dentro dos NPV,
foi observada uma divisd@o em dois grupos: Grupo I e Grupo II (Figura 20). Além disso,
foi representada também a diversificagdo dos NPV Lepidoptera, Hymenoptera e
Diptera.

Tanto pela andlise da seqiiéncia nucleotidica quanto peptidica, o Grupo I dos
NPV apresenta uma disposi¢ao de ramos que favorece sua divisdo em dois clados:
Clado I-A e Clado I-B. Dentro do Clado I-A, nota-se uma ramifica¢do, que permite a
proposicdo de dois subclados: subclado I-Aa e subclado I-Bb. No subclado I-Aa
podemos identificar a presenca do baculovirus CYMNPV. Por sua vez, o Grupo II nio
apresenta seus ramos nitidamente divididos em clados. De forma geral, a divisdo da
familia Baculoviridae em dois géneros ao longo da evolucdo, as divisdes em grupos,
clados e subclados propostas pelo filograma ¢ bem sustentada por valores significativos
de replicatas (Figura 20).

A grande diferenca entre as duas arvores apresentadas (uma baseada na
seqiiéncia nucleotidica e outra na seqiiéncia peptidica) foi quanto ao grupo dos
Granulovirus (GV). Na filogenia génica (Figura 20, A), os GV estdo mais préximos na

escala evolutiva aos NPV-II que dos NPV-I, enquanto que na filogenia protéica (figura
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20, B), a situagdo se inverte. Porém, ambas colocam os GV como um grupo muito
proximo dos NPV Hymenoptera e NPV Diptera (Figura 20).

Na filogenia protéica aqui apresentada (Figura 20, B), os baculovirus SpliNPV e
SpltNPV estdo agrupados como representantes dos NPV-I. Na literatura, estes dois
baculovirus estdo mais relacionados com os NPV-II e classificados como integrantes
deste grupo (Rashidan et al., 2003; 2004; Belaich et al., 2006).

Em todas as arvores construidas, independentemente da abordagem escolhida
(génica ou protéica, enraizada e ndo enraizada, com ou sem grupo externo), o
baculovirus Condylorrhiza vestigialis multiple nucleopolyhedrovirus (CvMNPV) esta
posicionado no mesmo grupo filogenético (cluster) que o Choristoneura fumiferana
defective nucleopolyhedrovirus (CfDEFNPV) e também ¢ muito proximo, na escala
evolutiva, dos virus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) e
Epiphyas postvittana nucleopolyhedrovirus (EppoNPV), componentes do mesmo
subclado (subclado I-Aa) (Figura 20). Estes resultados concordam com os valores de
identidade encontrados entre as proteinas P74 de CvMNPV e homodlogos, apresentados

pela analise de BLASTN.
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Figura 20. Filograma de seqiiéncias p74 da familia Baculoviridae, enraizado com o grupo externo
CuniNPV. (A) Arvore filogenética baseada nas seqiiéncias nucleotidicas. (B) Arvore filogenética
baseada nas seqiiéncias de aminoacidos deduzidas. Ambas foram construidas pelo método da maxima
parcimdnia utilizando o programa PAUP 4.0b4a (Swofford, 2002). A descri¢ao das seqiiéncias utilizadas
encontra-se na Tabela 4. Os nimeros sdo os bootstraps de cada ramo (1000 replicatas). As seqiiéncias nao
informativas foram ignoradas (gaps). O circulo em vermelho indica o baculovirus CvMNPV.
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DISCUSSAO

O gene p74, presente em todos baculovirus ja seqiienciados, codifica uma
proteina associada ao envelope de particulas ODV que € essencial para a infecgdo oral.

No presente estudo, as sequéncias nucleotidica e peptidica do gene p74 de um
baculovirus patogénico a lagarta da Mariposa-do-Alamo, nomeado como Condylorrhiza
vestigialis MNPV (Castro et al., 2003), foram determinadas, analisadas e, com base nas
arvores filogenéticas construidas, estimadas suas relagdes filogenéticas dentro da
familia Baculoviridae.

A hibridizacdo usando como sonda um fragmento de PCR, derivado de
oligonucleotideos obtidos a partir do alinhamento de homodlogos p74 de outros
baculovirus, permitiu a localizag@o parcial do gene nos fragmentos de restricdo HindIIl
—banda de 1,0 kb e EcoRI — banda de 3,0 kb do genoma de CvMNPV.

A partir da seqliéncia do gene p74 com 1935 pb e o alinhamento de sua
seqiiéncia de aminoécidos deduzida com outras proteinas P74 foi possivel obter
informagdes quanto a similaridade com os demais baculovirus, identificacdao de regides
conservadas, predicdo das principais caracteristicas fisico-quimicas da proteina,
modificag¢des pds-traducionais e sua estrutura secunddria.

A ORF P74 CvMNPV codifica potencialmente uma proteina de 644
aminoacidos de massa molecular de 73.613,3 Da, proxima ao da maioria das proteinas
P74 depositadas em banco de dados e relatadas na literatura (Slack et al., 2001,
Rashidan et al., 2003; Beilach et al., 2006).

O ponto isoelétrico tedrico de 5,12 e as demais predigcdes fisico-quimicas

constituem informacdo bastante util para a facilitagdo do processo de purificacio
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protéica visando estudos funcionais e estruturais. O coeficiente de extingdo molar esta
entre 0,964 ¢ 0,961 M cm™, a 280 nm em agua.

A hidropaticidade média predita para a proteina P74 de CvMNPV foi de -0,039,
o que indica que este polipeptideo ¢ considerado uma molécula de predominancia
ligeiramente hidrofobica.

Com o alinhamento da seqiliéncia petidica das proteinas P74 de baculovirus,
quatro regides conservadas foram identificadas na seqiiéncia de aminoacidos P74
deduzida em CvMNPV: dois relativos a infectividade oral do virus e dois dominios
transmembranicos na extremidade C-terminal. De acordo com a literatura, os dominios
transmembranicos C-terminais ancoram a P74 no envelope do ODV, atravessando a
membrana duas vezes (Rashidan et al., 2003; 2004; Belaich et al., 2006). Vale ressaltar
que neste estudo sugere-se a existéncia de um terceiro dominio transmembranico mais
afastado da extremidade C-terminal, o qual pode estar relacionado a uma mudanca
evolucionaria recente na P74 homologa de PlxyGV (Kuzio ef al., 1989; Rashidan et al.,
2003).

Os dominios relacionados a infectividade oral, de maneira similar a outas
proteinas de envelopes virais que desempenham um papel na infectvidade do virus
(Belaich et al., 2006), conttm o maior nimero de aminodcidos conservados,
demonstrando a importancia da sua preservacao para a P74. Desta forma, enquanto a
extremidade C-terminal ancora a proteina na membrana do ODV, os dominios P74
ficam expostos na superficie e provavelmente interagem com receptores especificos
presentes na membrana plasmatica da célula hospedeira. Todavia, uma regido da
proteina (315-380 aa.) apresentou maior variabilidade, como também relatado na P74 de
AgMNPV. Belaich ef al. (2006) sugeriram que esta regido estaria diretamente

relacionada com a especificidade do virus ao inseto hospedeiro.
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A maioria dos homologos P74, inclusive a P74 de CvMNPV, apresentou um
namero predominante de residuos de glicina (G) e prolina (P) na regido N-terminal.
Estes residuos estdo associados a superficie de algas e participam de mudangas
conformacionais da proteina (Rashidan et al., 2003; 2004). Os cinco residuos de cisteina
(C) presentes na P74 de CvMNPV estdo conservados em todos os homologos P74
analisados. As cisteinas estdo envolvidas na criagdo de pontes dissulfeto, importantes
para o dobramento correto da proteina (Rashidan et al., 2003; 2004).

Na seqiiéncia de aminoacidos P74 deduzida de CvMNPV ndo foi identificado
peptideo-sinal na extremidade N-terminal. Algumas proteinas especificas do envelope
ODV (incluindo a PIF) possuem esta seqiiéncia direcionadora, embora nio tenha ainda
sido demonstrado que esta seqiiéncia N-terminal seja clivada no envelope do ODV e
como participa do processo de transporte (Kikhno ef al., 2002; Pijlman ef al., 2003). No
caso da proteina P74, um dos dominios hidrofobicos C-terminais pode estar envolvido
no transporte e localizagdo da proteina no envelope do ODV.

Trés importantes modificagdes ocorridas na P74 de CvMNPV foram preditas a
partir da sua seqiiéncia de aminodcidos deduzida: glicosilacdo, fosforilagdo e
miristilagdo. A glicosilagdao ¢ importante para o dobramento da proteina, interagdo com
outros polipeptideos e para o seu direcionamento no reticulo endoplasmatico (Darvey,
1989; Simoén et al., 2005). A fosforilagdo mediada pelas enzimas, caseina kinase II e
kinase C, pode de certa forma regular a fun¢do de adesdo da P74 a membrana celular
das microvilosidades da célula epitelial do intestino médio da lagarta ou outras
propriedades, através da transferéncia do grupo fosforil do ATP para a cadeia lateral de
uma serina (S), treonina (T) e/ou tirosina (Y), principalmente (Lehninger et al., 1999).

As proteinas integrais de membrana, como a P74, sdo mantidas na membrana

por fortes interagdes entre os dominios hidrofébicos (aminoécidos apolares) e as cadeias
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laterais dos lipideos. Assim, algumas proteinas contém um ou mais lipideos de varios
tipos covalentemente ligados, fornecendo uma ancora hidrofébica na membrana
plasmatica (ou no envelope do ODV, no caso dos baculovirus) e direcionando a
proteina para a sua correta localizagao (Lehninger et al., 1999). Um exemplo deste
fendmeno ¢ a chamada miristilagdo, onde um grupo N-miristoil se liga geralmente a
uma glicina (G) N-terminal. Seis provaveis sitios de miristilacdo foram encontrados na
seqiiéncia de aminoacidos P74 deduzida de CvMNPV.

A estrutura secunddria predominante ao longo da seqiiéncia peptidica da
proteina P74 de CvMNPV ¢ a o-hélice. Geralmente regides hidrofébicas que
atravessam a membrana possuem uma conformagdo a-hélice, pois proporcionam que as
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos projetem-se para a face externa da hélice e
interajam com os lipideos de membrana, formando uma estrutura muito estavel (Alberts
et al., 1994; Lehninger et al., 1999). Por ser uma estrutura secundaria muito estavel, a
a—hélice favorece a interacdo proteina-proteina (Alberts et al., 1994). Pode-se inferir
que a probabilidade de ocorrer oligomerizacdo entre P74 de CvMNPV e outras
proteinas seja maior nas regides helicoidais. Uma destas proteinas pode ser a 25KFP,
que ¢ essencial para a montagem normal da particula ODV e provavelmente regula
direta ou indiretamente o trafego de algumas proteinas do envelope viral (Acosta ef al.,
2001). Na seqiiéncia de aminoacidos P74 deduzida de CvMNPYV, dois pequenos
segmentos, particulamente ricos em lisina (L), arginina (R) e prolina (P), podem ser um
sinal de reconhecimento para outras proteinas, inclusive a 25KFP (Figura 14). O
transporte de proteinas para o ntcleo da célula depende de sinais de localizacdo celular,
geralmente seqiiéncias pequenas (4 a 8 aa) ricas em lisina (L), arginina (R) e prolina (P).
Esses sinais sdo reconhecidos por proteinas citosélicas que auxiliam o direcionamento

da proteina ao poro nuclear (Alberts et al., 1994).
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Outra analise proposta com base na seqii€ncia do gene p74 e de sua seqiiéncia de
aminoacidos P74 deduzida foi sobre a filogenia do baculovirus CvMNPV. A
reconstrucdo filogenética, utilizando o método da méaxima parcimoénia, de forma geral,
apresentou resultados coerentes com propostas ja descritas, que divide a familia
Baculoviridae em quatro grupos: NPV (Nucleopolyhedrovirus) de Lepidoptera, NPV de
Diptera, NPV de Himenoptera ¢ GV (Granulovirus) (Belaich et al., 2006; Jehle et al.,
2006; Oliveira et al., 20006).

As duas arvores filogenéticas construidas dividem os NPV em dois grandes
ramos, o Grupo I e o Grupo II. As andlises dos filogramas propostos neste trabalho
mostram que Grupo II ndo estd nitidamente dividido em clados e subclados como o
Grupo L. O que se observa no Grupo II ¢ uma maior e mais antiga diversificagdo entre
as espécies a partir do seu ancestral comum, quando comparado com o Grupo II. De
acordo com a literatura, as relagdes filogenéticas dentro do Grupo II s3o menos estaveis
que no Grupo I (Cowan et al., 2004; Hu et al., 1997). Hu et al. (1998) relatam que as
variagdes apresentadas na filogenia do Grupo II sdo devido a diversidade apresentada
pelos virus pertencentes a este grupo ser maior que nos virus do Grupo 1.

Outro aspecto a ser comentado € que na filogenia baseada na seqiiéncia protéica,
diferentemente da filogenia génica, os baculovirus SpliNPV e SpltNPV ndo sdo
integrantes do Grupo II dos NPV ao contrario do descrito na literatura (Rashidan et al.,
2003; 2004; Belaich et al., 2006). Herniou et al. (2001) verificaram que a maioria das
variagoes topologicas da familia Baculoviridae reside dentro dos NPV do Grupo II e
dos GV. Estas variagdes podem ser devido ao fato de alguns representantes destes
grupos apresentarem genomas muito grandes, criando um desbalanco na distribui¢do
dos caracteres. Outra explicagdo, abordada no trabalho, sugere que algumas espécies sdo

muito similares e outras divergentes, ndo fornecendo assim caracteres apropriados para
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estabelecer suas relagdes filogenéticas. Portanto, analises adicionais sdo requeridas para
validar a composicao e a distribuicdo dos ramos do Grupo II.

Com relagdo ao grupo composto pelos Granulovirus, pelos NPV Hymenoptera e
pelo NPV Diptera, os altos valores de bootstraps sugerem que as relagdes dentro destes
grupos sejam bem suportadas. A diversificagdo entre o grupo do NPV Diptera e do NPV
Hymenoptera, onde o baculovirus CuniNPV se separa dos baculovirus NeleNPV e
NeseNPV, concorda com a arvore publicada por Jehle et al. (2006) e refor¢ca a nova
proposta de separacdo destes baculovirus em dois géneros: Gamabaculovirus e
Deltabaculovirus, respectivamente.

A utilizagdo de um tUnico de gene para construgdes filogenéticas ainda ¢
controversa (Koonin ef al., 2000), porém muito utilizada, principalmente quando ndo se
dispde da seqiiéncia completa do genoma do baculovirus, como ¢ o caso do CvMNPV.
Assim, os dados filogenéticos obtidos neste trabalho apresentaram algumas
divergéncias aos descritos na literatura. Além disso, outro fator que pode ter
influenciado esta divergéncia foi o niimero de espécies de baculovirus envolvidas na
constru¢dao do filograma (41 espécies), superior ao nimero comumente utilizado para
este tipo de estudo.

Segundo a topologia apresentada para os clados pertecentes ao Grupo I, I-A e I-
B, pode-se sugerir um maior parentesco do baculovirus CYMNPV com os baculovirus
CfDEFNPV e AgMNPV, pertencentes ao Clado I-A, cujas relacdes filogenéticas
parecem ser bem suportadas devido os altos valores de bootstraps. Isso indica que o
CvMNPYV deve estar mais proximamente relacionado ao CfDEFNPV do que com outros
baculovirus, compartilhando com este taxon um ancestral comum mais recente do que
com os outros taxons do Clado I-A. Estudos com base na andlise da seqiiéncia do gene

inibidor de apoptose (iap-3) e do gene da DNA polimerase (dnapol) de AgMNPV
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também indicaram o baculovirus AgMNPV como mais préximo de CfDEFNPV
(Carpes et al., 2005; Dalmolin et al., 2005), o que refor¢a a idéia de que a distribuicao
do Clado I-A baseada no gene p74 de CvMNPYV seja plausivel. Desta forma, os dados
obtidos a partir da andlise filogenética do CvMNPV, objeto deste estudo e
anteriormente classificado somente quanto ao género, suportam que esse baculovirus

pertence ao Grupo I.
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CONCLUSOES

v o gene p74 de foi localizado parcialmente nos fragmentos HindIIl (banda 1,0
kb) e EcoRI (banda 3,0 kb) no perfil de restricdo do genoma de CvMNPV.

v O gene p74 de CYMNPV foi clonado e totalmente seqiienciado.

v A andlise da seqiiéncia do gene indicou a presenca de uma ORF de 1935 pb, que
codifica potencialmente 644 aminoacidos de massa molecular de 73.6 kDa, pl
5,12, coeficiente de extingdo molar entre 0,964 ¢ 0,961 M cm™ (a 280 nm em
agua) e hidropaticidade média -0,039.

v O alinhamento do gene p74 de CVMNPV com outros p74 homoélogos revelou a
presenga de 4 dominios conservados: dois relacionados a infectividade oral e
dois dominios transmembranicos na regido C-terminal.

v" Os dominios C-terminais ancoram a P74 no envelope ODV, ja os dominios de
infectividade oral ficam expostos na superficie ODV.

v' A variabilidade encontrada na regido da proteina de 315-380 aa. pode estar
relacionada com a especificidade do virus ao inseto hospedeiro.

v" Nio foi identificado peptideo-sinal na extremidade N-terminal da seqiiéncia de
aminoacido P74 deduzida de CvMNPV. Entretanto, foram identificados
potenciais regides passiveis de modificagdes pos-traducionais do tipo
glicosilagdo, fosforilagdo e miristilagao.

v' A estrutura secundaria predominante é a o—hélice e foram identificados trés
potenciais sitios de oligomerizagdo protéica, que por sua vez estdo associados as
regides de maior densidade de o-hélices. Aliado a isso, dois pequenos
segmentos particulamente ricos em lisina, arginina e prolina foram identificados

e por sua vez podem ser sinais de reconhecimento para outras proteinas, como
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por exemplo a 25KFP, que regula o trafego de algumas proteinas do envelope
ODV.

A reconstru¢do filogenética, utilizando o método da maxima parcimonia,
manteve a divisdio da familia Baculoviridae em quatro  grupos:
Nucleopolyhedrovirus de Lepidoptera, Nucleopolyhedrovirus de Diptera,
Nucleopolyhedrovirus de Hymenoptera e Granulovirus.

A estimativa filogenética baseada no gene p74 revelou que o CVMNPV ¢
pertecente ao Grupo I dos Nucleopolyhedrovirus de Lepidoptera e esta
proximamente relacionado na escala evolutiva com o virus CEDEFNPV.

As andlises filogenéticas baseadas no gene p74 e em sua seqiiéncia de
aminodcidos deduzida permitiram estabelecer preliminarmente as relagdes de

parentesco do recém-identificado CYMNPV com os demais baculovirus.
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PERSPECTIVAS

v’ Caracteristicas fisico-quimicas preditas a partir da seqiiéncia de aminoacidos
P74 deduzida de CvMNPYV poderao facilitar sua purificagdo e consequentemente
possibilitar a produgdo de anticorpos anti-P74 CvMNPYV para detec¢do e/ou
quantificagdo por imunodetecc¢ao nos tecidos do hospedeiro.

v' A P74 podera ser produzida em larga escala, através da expressido heterdloga
recombinante em células de inseto por baculovirus, viabilizando estudos
funcionais e estruturais da proteina.

v Estudos envolvendo a seqiiéncia peptidica da P74 poderdo ajudar a esclarecer o
trafego das proteinas do envelope ODV, facilitar a busca de possiveis receptores
da proteina nas células epiteliais do intestino do inseto hospedeiro e a obter um
maior entendimento da fungdo dos dominios conservados nos eventos iniciais da

infec¢do primdria de baculovirus.
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