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RESUMO

Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) é um virus
patogénico a lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1858),
uma praga polifaga que ataca 174 plantas hospedeiras, incluindo soja e algodéao.
Os baculovirus formam um grande grupo de virus de DNA fita dupla circular, que
infectam insetos da ordem Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera. Para uma
melhor compreenséao da viruléncia, evolucéo e biologia molecular de ChinNPV,
este trabalho teve como objetivo determinar a sequéncia completa do genoma e
a diversidade genética de sete isolados de ChinNPV(IA a IG). A diversidade
genética foi inicialmente investigada por meio de analise das variacdes
presentes nos core genes pif-2, lef-9 e helicase de isolados de ChinNPV e de
outros Alphabaculovirus. O gene pif-2 de ChinNPV recebeu destague por, em
contraste com o esperado, apresentar um grande numero de polimorfismos ndo-
sinbnimos com a identificacdo de dois sitios sob presséo diversificadora. Os
genomas dos isolados de ChinNPV (IA a IG) possuem tamanho variando de
138.869 a 140.859 bp e contetido de CG ~ 39%. Um total de 142 ORFs foram
identificadas incluindo 37 core genes, 102 genes encontrados em outros
baculovirus, 3 genes bro e duas ORFs Unicas (Psin5 e Psin8). Homologous
repeats (hrs), tipicas de baculovirus, estdo ausentes no genoma de ChinNPV.
Os genomas dos isolados de ChinNPV tém alta similaridade com identidade
minima de 96,4% e, polimorfismos, indels e pequenos fragmentos foram
observados ao longo dos genomas. Dois homologos ao gene p26 (p26a e p26b)
foram encontrados em ChinNPV. O padrdo de agrupamento observado no
cladograma da proteina P26 de NPVs indica que a aquisicdo do gene ocorreu
em trés eventos independentes de captura dentro da familia Baculoviridae.
ChinNPV tem uma sequéncia gendmica distinta comparada a outros baculovirus
sequenciados. As sete novas sequéncias do genoma completo de ChinNPV
determinadas aqui constituem uma importante ferramenta para o melhor
entendimento dos fatores de viruléncia, interacdo inseto-hospedeiro e da

variacao fenotipica observada em populac¢des de baculovirus.

Palavras-chave: ChinNPV, andlise gendmica, variagado genética, aquisi¢do de p26.



ABSTRACT

Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) is a virus
pathogenic to the soybean looper, Chrysodeixis includens (Walker, 1858), a
polyphagous pest that attacks 174 host plants including soybean and cotton.
Baculoviruses are a large group of circular double-stranded DNA viruses that
infect insects of the orders Lepidoptera, Hymenoptera and Diptera. In order to
better understanding the virulence, evolution and molecular biology of ChinNPV,
this study aimed to determine the complete genome sequence and genetic
diversity of seven ChinNPV (IA to IG) isolates. Genetic diversity was initially
investigated by analyzing variation present in the pif-2, lef-9 and helicase core
genes in ChinNPV and other Alphabaculovirus isolates. The pif-2 gene
unexpectedly showed a large number of non-synonymous polymorphisms with
two sites identified to be under diversifying selection. The ChinNPV (IA to 1G)
genomes range in length between 138,869 and 140,859 bp and GC content of
~39% A total of 142 ORFs were identified including 37 baculovirus core genes,
102 genes found in other baculoviruses, three bro genes and two ORFs unique
to ChinNPV (Psin5 and Psin8). The typical baculoviral homologous repeats (hrs)
are absent in the ChinNPV genome. The ChinNPV genomes have high similarity
with minimal identity of 96.4% and polymorphisms, indels and small fragment
insertions throughout the genome were observed. Two p26 gene homologs (p26a
and p26b) were found in the ChinNPV genome. The clustering pattern seen in
the cladogram of NPV P26 protein indicates that the acquisition of these genes
occurred in three independent capture events within the family Baculoviridae.
ChinNPV has a distinct genomic sequence compared to other baculoviruses
sequenced so far. The seven new ChinNPV whole genome sequences
determined herein constitute an important tool for a better understanding of
virulence factors, insect-host interaction and phenotypic variation observed in

baculovirus populations.

Keywords: ChinNPV, genomic analysis, genetic variation, p26 acquisition



INTRODUCAO GERAL

Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) € um
baculovirus patogénico a lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis (=Pseudoplusia)
includens (Walker, 1858) (Lepidoptera:Noctuidae), uma praga emergente da
cultura da soja, e encontrada também em outras culturas de importancia
econdbmica como: algodao, feijao, tomate, batata, fumo, amendoim, girassol e
outras (Bottimer, 1926; Folsom, 1936; Wolcott, 1936; Hensley et al., 1964;
Herzog e Todd, 1980; Bueno et al., 2009; Bernardi et al., 2012).

Por muitos anos, a lagarta falsa-medideira foi referida como Pseudoplusia
includens. Entretanto, em 2003, a espécie foi reclassificada e Chrysodeixis
includens passou a ser a classificacdo valida (Goater et al., 2003; Moscardi et
al., 2012). Com isso, prévios trabalhos nomearam o virus patogénico a C.
includens como Pseudoplusia includens nucleopolyhedrovirus ocorrendo,
inclusive, em artigos provenientes da tese em questdo. Assim, para adequacao
as normas vigentes, passaremos a nomear o baculovirus como Chrysodeixis
includens nucleopolyhedrovirus mesmo com os artigos ja publicados estando
nomeados com a nomenclatura antiga de Pseudoplusia includens
nucleopolyhedrovirus.

O ataque de pragas € o principal motivo das perdas na produtividade
sendo C. includens e Anticarsia gemmatalis as principais pragas desfolheadoras
na cultura da soja brasileira. Apesar disso, o Brasil é o segundo maior produtor
de soja do mundo e foi o maior exportador desse grao na safra 2010/2011
(Embrapa, 2011). Diante da importancia econbmica da soja, Sao varios 0s
esforcos em busca de eficientes métodos de controle dos insetos praga.
Bioinseticidas a base do baculovirus de A. gemmatalis ja foram desenvolvidos e
amplamente utilizados (Moscardi, 2007). Até entdo, ndo hé relatos da producéo
comercial de bioinseticidas a base do baculovirus de C. includens (Lacey et al.,
2015). Assim, a identificacdo, caracterizacdo e producdo de baculovirus para o
controle de C. includens sdo de grande relevancia, pois os isolados de C.
includens NPV que vém se apresentando como mais patogénicos a essa praga
(Alexandre et al., 2010), surgem como uma interessante alternativa para os
programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) em plantacdes de soja no

Brasil.



Desde 2008, isolados virais obtidos de larvas Chrysodeixis includens,
coletadas em plantacdes de soja e algodao no Brasil e Guatemala, cedidos pela
Embrapa Soja, estdo sendo objetos de pesquisa cientifica e tecnolégica no
Laboratério de Virologia de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen). Sete isolados virais foram identificados e estao
depositados na Colecao de Virus de Invertebrados (CVI - Cenargen).

Estudos de caracterizacdo morfolégica, molecular e de patogenicidade
dos sete isolados virais (ChinNPV-IA a ChinNPV-1G), complementados com a
identificagdo de polimorfismos em regides altamente conservadas
demonstraram a ocorréncia de diversidade genética entre os isolados (Alexandre
et al., 2010; Craveiro, 2012).

Diante disso, pbde inferir que as variacdes genéticas identificadas podem
estar ocasionando a variacdo fenotipica observada entre os isolados,
demonstrada pela maior patogenicidade apresentada pelos isolados ChinNPV-
IA, ChinNPV-IE e ChinNPV-IF comparados aos outros quatro isolados
analisados (Alexandre et al., 2010; Craveiro, 2012).

Assim, para o aprofundamento dos estudos de diversidade genética de
ChinNPV, no presente trabalho foi conduzida uma investigacdo detalhada
guanto as possiveis variacdes genéticas ocorridas nos genomas completos dos
sete isolados virais (ChinNPV- 1A a —IG) com destaque para regifes e genes com
alta variagao.

A tese aqui apresentada estad descrita em trés capitulos. No primeiro
capitulo, a variacdo genética de ChinNPV é discutida e investigada com foco no
gene pif-2. Na literatura, o gene pif-2 é conhecido como o mais conservado entre
os core genes (Miele et al., 2011), entretanto, em estudos prévios, foi observada
uma alta variacdo desse gene nos isolados de ChinNPV. Para andlises de
comparacao, foram selecionados dois core genes, lef-8 e helicase, genes com
pouca e alta variagdo genética, respectivamente. Isolados de outros
Alphabaculovirus descritos na literatura também foram comparados para a
investigacdo da manutencéo do padréo de variacdo genética em outras espécies
virais.

O segundo capitulo apresenta as caracteristicas gerais do genoma de
ChinNPV. Nesse capitulo, foi realizado o sequenciamento, a montagem e

anotacdo do genoma completo dos sete isolados de ChinNPV (IA a IG) e a
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descricdo génica detalhada do isolado ChinNPV-IE, selecionado como
representante da espécie. Além disso, foi realizada a analise comparativa dos
genomas para a avaliacdo da diversidade gendmica presente nas populacdes
de ChinNPV.

Finalizando, o terceiro capitulo trata da caracterizacdo da proteina P26 da
familia Baculoviridae. Durante a anotacdo do genoma de ChinNPV foi
identificado duas coOpias do gene p26 o que despertou o0 interesse nha
investigacdo dos eventos de aquisicdo e da atividade funcional desses genes
nos baculovirus. Ha poucos relatos sobre a caracterizacdo e funcdo do gene
p26, o que requer um melhor entendimento do modo de acao dessa proteina nos

baculovirus.
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OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo auxiliar nos estudos de genética

molecular relacionados a fatores determinantes da viruléncia, interagéo inseto-

hospedeiro e variacao fenotipica entre isolados virais, promovendo avangos no

conhecimento da diversidade genética e genémica funcional dos baculovirus.

Objetivos especificos

Determinar a sequéncia gendmica e realizar a descricdo de genes de sete
isolados de ChinNPV (IA a 1G).

Analisar a diversidade genética dos sete isolados de ChinNPV (IA a IG).

Identificar e analisar as possiveis ORFs Unicas do genoma de ChinNPV e
comparar as diferentes ORFs encontradas entre o genomas dos sete
isolados de ChinNPV.

Analisar o genoma de ChinNPV em comparagcdo com o0 genoma de outros

Alphabaculovirus.

Investigar as variagbes genéticas dos genes conservados pif-2, lef-9 e
helicase dos isolados de ChinNPV e de isolados de outros baculovirus.

Analisar a pressao de selecéo evolutiva sob o gene pif-2 de ChinNPV.

Identificar o gene p26 no genoma dos baculovirus e analisar sua evolucao

na familia Baculoviridae.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV)

Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) € um
baculovirus patogénico a lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis (=Pseudoplusia)
includens (Walker, 1858) (Lepidoptera:Noctuidae).

A partir da década de 80, foram publicados os primeiros estudos que
relatam a ocorréncia de baculovirus patogénicos a larvas C. includens. Esses
estudos relatam virus obtidos de larvas C. includens provenientes da cultura de
algoddao na Guatemala e abordam aspectos como dosagem e resposta da
temperatura, efeitos de potenciadores virais, persisténcia no campo e eficacia de
controle (Livingston e Yearian, 1972; Young e Yearian, 1979; McLeod et al.,
1982; Young e Yearian, 1982, 1988; Ali e Young, 1991; Zou e Young, 1996;
Young, 2001).

A partir de 2008, sete isolados de ChinNPV (-lIA a —IG) obtidos de larvas
C. includens coletadas em plantacdes de soja e algodao no Brasil e Guatemala
foram identificados e caracterizados no Laboratério de Virologia de Insetos
(Cenargen). Esses isolados foram identificados e analisados por microscopia
eletrbnica e apresentaram forma poliédrica (Nucleopolyhedrovirus - NPV) com
virions contendo apenas um nucleocapsideo por envelope (Single) (Alexandre
et al., 2010) passando a ser nomeados como Chrysodeixis includens single

nucleopolyhedrovirus (ChinSNPV) (Figura 1)

Occlusion Body - OB

nn

Figura 1. Corpos de oclusédo de Chrysodeixis includens NPV. Poliedros (P)
com virions contendo um Unico nucleocapsideo (NC) por envelope (Single — S)
(Figura adaptada de (Alexandre et al., 2010).
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Andlise de perfis de restricdo de DNA indicou a presenca de variagfes
genéticas entre os sete isolados virais de ChinNPV e a ocorréncia de variantes
genotipicos dentro de um mesmo isolado (Alexandre et al., 2010; Craveiro et al.,
2013). A diversidade genética entre esses isolados resultou na ocorréncia de
variagdo fenotipica demonstrada pela diferenga significativa da infectividade e
patogenicidade em que os isolados ChinNPV-IA, -IE e —IF apresentaram maior
viruléncia que os outros quatro isolados analisados (Alexandre et al., 2010;
Craveiro et al., 2013).

A relagdo filogenética do virus ChinNPV com outros 56 baculovirus
apresentou ChinNPV pertencente ao género Alphabaculovirus do Grupo Il da
familia Baculoviridae (Craveiro et al., 2013). Entre os baculovirus analisados,
ChinNPV estd proximamente relacionado a Chrysodeixis chalcites NPV
(ChchNPV) e Trichoplusia ni SNPV (TnSNPV) (Craveiro et al., 2013). A arvore
filogenética dos sete isolados de ChinNPV (-IA a —IG) apresentou dois grupos
monofiléticos, um contendo trés isolados coletados no Parana na safra de 2006
(ChinNPV-IB, -IC e —ID) e o outro contendo o isolado da Guatemala (ChinNPV-
IA) agrupado aos isolados coletados no sul e centro-oeste do Brasil nas safras
de 2007 e 2008 (ChinNPV-IE, -IF e IG) (Figura 2). Esse padréo de agrupamento
indicou que, embora sejam similares, foi observada uma distingéo entre os sete

isolados (Craveiro et al., 2013).

Alphabaculovirus Grupolll

ChchNPV

PsinSNPV-ID

PsinSNPV-IB

PsinSNPV-IC

PsinSNPV-IA

PsinSNPV-IF

0.02

Figura 2.Diversidade genética de isolados de ChinNPV-IA a -IG. Arvore
filogenética baseada na concatenacao dos genes late expression factor -8 e -9
(lef-8 e lef-9), per os infectivity factor -2 (pif-2), photolyase (phr) e polyhedrin
(polh). ChchNPV foi utilizado como grupo externo (Craveiro et. al., 2013).
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Ha poucos relatos na literatura sobre a caracterizagcdo de baculovirus
patogénicos a C. includens além dos estudos referentes aos sete isolados
descritos acima. Dentre eles, podem ser citados o estudo do gene DNA
photolyase em genomas de baculovirus no qual € relatada a ocorréncia de dois
isolados de PsinNPV: um proveniente de Los Angeles — EUA e outro proveniente
da Guatemala (Xu et al., 2008); e estudos de isolados virais obtidos de larvas do
complexo de Heliothinae que foi confirmada a presenca do virus PSinNPV-458
em amostra de larvas obtidas na Colédmbia (Rowley et al., 2011).

Recentemente, C. includens tem ganhado importancia no cenario
nacional por apresentar prejuizos significativos na producdo de soja (Sosa-
GOmez e Bassoi, 2010; Moscardi et al.,, 2012), o que despertou um maior
interesse em caracterizar o baculovirus ChinNPV e avaliar seu potencial para

controle biolégico de seu inseto hospedeiro.

Lagarta falsa-medideira: Chrysodeixis includens (Walker, 1858)

Por muito tempo, Chrysodeixis includens foi referida como Pseudoplusia
includens. Entretanto, em 2003, ela foi reclassificada no género Chrysodeixis e,
atualmente, a classificacdo valida dessa espécie € Chrysodeixis includens
(Goater et al., 2003; Moscardi et al., 2012).

Chrysodeixis includens, popularmente conhecida como lagarta falsa-
medideira, pertence a ordem Lepidoptera, familia Noctuidae e subfamilia
Plusiinae. As lagartas dessa espécie apresentam coloracdo verde claro com
linhas brancas longitudinais na lateral do corpo e duas linhas finas dorsais (Silvie
et al., 2007). Elas apresentam trés pares de falsas pernas abdominais, fazendo
com que durante seu deslocamento ocorra intenso movimento do corpo
parecendo medir palmos, caracteristica que |he confere o nome popular de
lagarta-mede-palmo ou lagarta falsa-medideira (Figura 3A). As larvas se
alimentam das folhas causando um padréo tipico de consumo em que sdo
mantidas integras as nervuras foliares principais, o que confere um aspecto
rendilhado as folhas atacadas (Figura 3B) (Herzog, 1980; Sosa-Gomez e Bassoi,
2010). Na fase adulta, C. includens séo mariposas com envergadura de 35 mm
com as asas dispostas de forma inclinada. As asas possuem coloracdo cinza-

escura e apresentam um pequeno desenho prateado no centro (Figura 3C).
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Figura 3. Fotos do inseto C. includens. (A) Larva sadia. (B) Dano foliar com o
tipico aspecto rendilhado causado pelas larvas apds o consumo das folhas de
soja. (C) Mariposa de C. includens (www.bugguide.net).

C. includens € um inseto polifago com capacidade de se desenvolver em
174 plantas hospedeiras, pertencentes a 39 familias (Specht et al., 2015).
Entretanto, ela possui preferéncia e esta mais bem adaptada a cultura da soja
(Martin et al., 1976; Jost e Pitre, 2002). Durante muito tempo a C. includens foi
considerada praga secundaria da cultura da soja, no entanto, apés as safras de
2000/2001 e 2001/2002, o desequilibrio no agroecossistema provocou
mudancas significativas no sistema produtivo tornando C. includens praga-chave
da cultura da soja. Surtos dessa praga ocorrem individualmente ou associados
a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) em varios estados brasileiros como:
MS, GO, SP e PR (Bueno et al., 2007). Além da soja e algodéao, a lagarta C.
includens é encontrada em outras culturas de importancia econdmica para o
Brasil como: feijdo, tomate, batata, fumo, amendoim, girassol, maracuja, alface,
couve-flor e outros (Bottimer, 1926; Folsom, 1936; Wolcott, 1936; Hensley et al.,
1964; Herzog e Todd, 1980; Bueno et al., 2009; Bernardi et al., 2012).

Esse lepidéptero estad geograficamente distribuido apenas no hemisfério
ocidental, ocorrendo desde o norte dos Estados Unidos da América (EUA) até o
sul da América do Sul e, no Brasil, € encontrado em todas as regiées produtoras
de soja do sul ao norte do pais (Eichlin e Cunningham, 1978; Alford e Hammond,
1982; Marsaro Janior et al., 2010; Moscardi et al., 2012; Palma et al., 2015).

O consumo total médio de folhas de soja por lagartas de C. includens é
bastante variavel de 64 a 200 cm? (Trichilo e Mack, 1989; Bueno et al., 2011). O
aumento populacional e a voracidade no consumo das folhas sdo aspectos que
vém causando grande preocupac¢do aos sojicultores, pois o0 ataque da lagarta
falsa-medideira pode reduzir significativamente a area foliar e ocasionar intenso
dano econdmico principalmente durante o periodo reprodutivo da cultura. Além

disso, o controle da lagartas falsa-medideira tem sido considerado dificil por
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serem mais tolerantes a inseticidas que a lagarta-da-soja (Bernardi et al., 2012)
e o0 habito de se alimentarem das folhas do terco inferior das plantas dificulta o
contato e a acao do inseticida pulverizado no topo das plantas (Sosa-Gomez e
Bassoi, 2010).

O que sao os baculovirus?

Baculovirus constituem o maior grupo de virus especificos de artropodes
que infectam insetos da ordem Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera. Esses virus
possuem virions envelopados oclusos em uma matriz protéica formando a
particula viral. Nos virions, o material genético viral € circundado por uma
proteina basica, proteina p6.9, com massa molecular de 7 kDa que neutraliza a
carga negativa do DNA e mantém o DNA super condensado. O DNA condensado
fica envolto por um capsideo protéico em forma de bastonete formando o
nucleocapsideo de 30-60 x 250-300 nm, estrutura correspondente a unidade
infectiva do virus chamada de virus ocluso (occluded virus — OV) (Jehle et al.,
2006; Ferrelli et al., 2012). Os virus oclusos (OVs) estdo imersos em uma matriz
protéica constituindo os corpos de ocluséo — occlusion bodies (OBs) que variam
de 500 a 2000 nm de didmetro dependendo do virus (Adams e McClintock, 1991;
Bilimoria, 1991; Boucias e Pendland, 2012).

As particulas virais que apresentam corpos de oclusdo com forma
poliédrica (poliedros) sdo os nucleopolyhedrovirus (NPVs) e os virus que
apresentam corpos de oclusdo de forma ovocilindrica (granulos) sédo os
granulovirus (GVs). Os NPVs possuem Varios virions por cristal protéico
contendo apenas um (Single - SNPV) ou varios (Multiple - MNPV)
nucleocapsideos por envelope, enquanto que os GVs possuem um ou,
raramente, dois a trés virions por granulo com um Unico nucleocapsideo (Figura
4) (Friesen e Miller, 2001; Theilmann, 2005; Jehle et al., 2006; Herniou et al.,
2012; Rohrmann, 2013).
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Figura 4. Desenho esqueméatico das particulas virais de

nucleopolyhedrovirus (NPV) e granulovirus (GV).

As proteinas poliedrina e granulina possuem massa molecular variando
de 29 a 33 kDa correspondendo a cerca de 95% do contetudo protéico total dos
corpos de oclusdo de NPVs e GVs, respectivamente (Rohrmannn, 2013). Uma
excecao entre os baculovirus € o virus Culex nigripalpus NPV (CuniNPV), pois
sua principal proteina formadora do corpo de oclusdéo ndo € homdloga a
poliedrina encontrada nos NPVs patogénicos a lepidopteros e himendpteros
(Jehle et al., 2006; Perera et al., 2006).

A transmisséao e replicacado dos baculovirus ocorrem exclusivamente no
estagio larval do inseto hospedeiro. Durante o ciclo de infec¢do, os baculovirus
produzem dois tipos de progénies infecciosas, os virus derivados de oclusao
(occlusion derived viruses — ODVs) e as particulas extracelulares (budded
viruses - BVsS) que sdo idénticas na estrutura e informacdo genética do
nucleocapsideo, mas diferem na composicédo do envelope viral e propriedades
biolégicas (Braunagel e Summers, 1994; Funk, 1997; Friesen e Miller, 2001;
Wang et al., 2016). Os ODVs sao responsaveis pela infec¢ao oral, transmissao



18

horizontal entre insetos e sdo altamente infecciosos as células do intestino médio
da larva hospedeira. Os BVs séo responsaveis pela infec¢ao sistémica
no inseto hospedeiro e sdo altamente infecciosos para cultura de células de

insetos, mas nao para células endoteliais do hospedeiro (Figura 5) (Slack et al.,
2007).
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Figura 5. Desenho esquemaético das progénies infecciosas encontradas no
ciclo de infeccdo dos baculovirus. Budded virus (BV) responsavel pela

infeccdo sistémica (célula-célula) e occlusion derived virus (ODV) responsavel
pela infeccao oral (inseto-inseto).

Os insetos ingerem as particulas virais OBs presentes na superficie das
folnas e essas particulas, ao chegarem ao intestino médio do inseto, séo
submetidas a pH alcalino e acdo de proteases que dissolvem as proteinas dos
OBs liberando as particulas oclusas — ODVs (Horton e Burand, 1993). Os ODVs
atravessam a membrana peritréfica e penetram nas células colunares do
intestino médio da lagarta por um processo de fusdo de membranas que
envolvem proteinas especificas (proteinas PIF) do envelope de ODVs com
receptores especificos presentes na célula endotelial do inseto (Horton e Burand,
1993). Ao entrar nas células, os nucleocapsideos sao dirigidos para o nucleo
celular ou podem atravessar a célula e atingir o sistema tragueal e outros tecidos
do inseto. No nucleo, a replicacdo do DNA resulta, inicialmente, na producéo de

BVs que brotam da membrana plasmaética da célula hospedeira para infectar as
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células adjacentes (Engelhard et al., 1994; Flipsen et al., 1995). Posteriormente,
no nucleo da célula infectada, ocorre a producdo e oclusdo das particulas
infecciosas ODVs para a formacdo dos OBs (Thiem e Cheng, 2009).

A progresséao da infeccdo e a multiplicacao das particulas OBs direcionam
para uma série de mudangas comportamentais e morfolégicas no inseto como a
redugéo na alimentagéo, retardo do crescimento e descoloragéo e rompimento
do tegumento que culminam na morte da larva e liberacao de grande quantidade
de OBs no ambiente que servirdo de indculo para infeccdo de outras larvas
(Granados e Williams, 1986; Volkman e Keddie, 1990; Hegedus et al., 2009;
Katsuma, 2015).

Aplicacdes biotecnolégicas dos baculovirus

Os baculovirus ocorrem naturalmente no campo e infectam as larvas que
se alimentam de folhas contaminadas. A alta viruléncia e especificidade ao inseto
hospedeiro tornam os baculovirus uma ferramenta potencial e em constante
avanco no controle de pragas agricolas. Assim, os baculovirus vém ganhando
importancia como componentes integrantes dos programas de manejo integrado
de pragas (MIP), sendo uma alternativa biolégica aos inseticidas quimicos
(Moscardi et al., 2011; Szewczyk et al., 2011).

O controle de insetos-praga é realizado, principalmente, com uso de
inseticidas quimicos que muitas vezes sdo aplicados de forma abusiva e
indiscriminada, desencadeando uma série de problemas, como desequilibrio
biolégico com a eliminacdo de inimigos naturais e surgimento de pragas
secundarias ou novas pragas, resisténcia de pragas, intoxicagdo humana e
contaminagao do meio ambiente (Pedigo e Rice, 2014).

Desta forma, a utilizacdo de métodos alternativos como o uso do controle
bioldgico torna-se essencial para a diminuicdo das conseqiéncias indesejaveis
provenientes do uso de inseticidas quimicos.

Os baculovirus estédo sendo utilizados mundialmente como biopesticidas
no controle de insetos-praga em agricultura, areas florestais e sistemas de
producado de vegetais (Copping e Menn, 2000; Szewczyk et al., 2006; Souza et
al., 2007; Erlandson, 2008; Szewczyk et al., 2009). O biocontrole baseado em
baculovirus tem sido efetivo contra pragas como a lagarta-da-soja (Anticarsia

gemmatalis) (Moscardi, 1999, 2007; Sosa-Gomez et al.,, 2008), lagarta do
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algodao (Helicoverpa zea e Helicoverpa armigera) (Sun e Peng, 2007; Srinivasa
et al., 2008), lagarta-do-cartucho do milho (Spodoptera frugiperda) (Valicente e
Cruz, 1991), traca das macés (Cydia pomonella) (Lacey e Unruh, 2005; Fritsch
et al., 2007; Vincent et al., 2007), mariposa cigana (Lymantria dispar) (Cook et
al., 2003), mandarova da mandioca (Erinnyis ello) (Bellotti et al., 1999), lagarta
do alamo (Condylorrhiza vestigialis) (Machado, 2006) (Braulio Santos,
comunicacao pessoal), entre outras.

O programa que utiliza o virus AQMNPV no controle da lagarta-da-soja
nas plantagdes de soja na América Latina tem sido o mais expressivo de todo o
mundo. No Brasil, esse programa chegou a atingir 2 milhées de hectares durante
0s anos 2003/2004. Posteriormente, o surgimento de pragas emergentes
(exemplo: lagarta falsamedideira), ocasionado pelo desequilibrio ecoldgico
decorrente do uso irregular e indiscriminado de inseticidas quimicos, provocou
um declinio na utilizacdo desse agente no controle da lagarta-da-soja (Moscardi
et al., 2011; Szewczyk et al., 2011).

A alta viruléncia dos baculovirus em um amplo espectro de hospedeiros,
a estabilidade no meio ambiente e sua alta especificidade aos insetos
hospedeiros sédo vantagens da utilizacdo desses virus como bioinseticidas.
Entretanto, desvantagens como morte lenta do inseto, espectro de hospedeiros
limitado e complexa producdo massal do virus causam resisténcia para uma
utilizacdo mais ampla do baculovirus como agente de controle biolégico.

Além de sua utilizacdo como agentes de controle bioldgico, os baculovirus
sao altamente eficientes como vetores de expressao de proteinas em células de
insetos (baculovirus expression vector system — BEVS) sendo utilizados para a
producdo de proteinas heterélogas, producédo de vacinas e terapia génica (van
Oers et al., 2015).Vacinas animais e humanas contra peste suina, papilomavirus
e influenza e terapias génicas contra cancer de prostata e deficiéncia de
lipoproteina lipase estdo sendo produzidas em sistemas de vetores de
expressdo de baculovirus e usadas comercialmente (Felberbaum, 2015).
Atualmente, BEVS esta sendo ativamente usado pelas mais importantes
industrias de biotecnologia para a producdo de novas vacinas e produtos de
terapia génica (van Oers et al., 2015; Kwang et al., 2016). Além disso, estudos

recentes demonstraram uma eficacia e seguranca no silenciamento de genes
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utilizando baculovirus para o enderecamento de RNA interferente (Makkonen et
al., 2015).

Evolucdo da Familia Baculoviridae

A origem evolutiva dos baculovirus pode ser explicada por diferentes
hipéteses. Rohrmann (1986) prop6s que os baculovirus originaram com 0s
insetos da ordem Lepidoptera e posteriormente, por tranferéncia horizontal,
atingiram outras ordens de insetos. Posteriormente, Federici (1997) propds que
a origem dos baculovirus remonta a origem dos artrépodes com a cocladogénese
do virus e seu hospedeiro. Em 2004, Herniou e colaboradores sugeriram uma
terceira hipétese em que ancestrais dos baculovirus, por transferéncia horizontal,
infectaram diferentes ordens de insetos propondo uma antiga coevolucdo do
virus com seu hospedeiro que levou, em seguida, ao progresso da especiacao
das diferentes linhagens de baculovirus para as diferentes ordens dos
hospedeiros (Herniou et al., 2004).

Thézé et al. (2011) relataram o surgimento e diversificacdo dos
baculovirus no Carbonifero, periodo da era Paleozéica. Tendo em vista que 0s
ancestrais dos virus ja infectavam os primeiros insetos que surgiram no periodo
Devoniano, esses dados corroboram a terceira hipétese (Herniou et al., 2004)
que sugere uma coevolugdo do virus com seu inseto hospedeiro.

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae e sdo genética e
morfologicamente distintos das outras familias de virus estando mais
proximamente relacionado aos nudivirus (Thézé et al., 2011). A familia
Baculoviridae possui uma complexidade de forma e funcao sugerindo uma longa
linhagem evolutiva (Slack e Arif, 2007).

Até 2005, o VIII Relatério do Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(Fauquet et al., 2005) classificou taxonomicamente a familia Baculoviridae em
dois géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus (GV). Por muitos
anos, a filogenia dos baculovirus foi baseada no alinhamento de uma Unica
sequéncia nucleotidica ou peptidica sendo os genes dnapol, egt, gp41l, chiA,
cath, lef2, gp37 e, principalmente, o polyhedrin/granulin (polh/gran) os mais
utilizados nas andlises filogenéticas (Herniou et al., 2003; Herniou e Jehle, 2007).

Com o passar dos anos, a filogenia dos baculovirus pode ser mais bem elucidada
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com o avanco das técnicas de seqiienciamento de genomas completos (Herniou
e Jehle, 2007).

Herniou et al. (2003), em um estudo sobre a evolugcdo dos baculovirus
baseado na andlise filogenética de sequéncias gendmicas completas de 13
baculovirus, apresentaram quatro grupos distintos: CuniNPV, GVs, NPVs Grupo
| e NPVs Grupo Il. Esses resultados estavam em discordancia com a
classificagdo taxondmica presente no momento, pois o virus CuniNPV formava
um clado independente ndo estando proximamente relacionado aos outros NPVs
de lepidopteros. Em continuidade, a analise filogenética baseada em 29 genes
comuns a 29 baculovirus também apresentou discordéancia indicando que a
classificacdo taxonémica da familia Baculoviridae deveria ser revisada (Jehle et
al., 2006). Assim, foi proposta uma nova classificacdo que reorganiza a familia
Baculoviridae em quatro géneros: Alphabaculovirus, Betabaculovirus,

Gammabaculovirus e Deltabaculovirus (Figura 6) (Jehle et al., 2006; Carstens e
Ball, 2009; Herniou et al., 2012).
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Figura 6. Filogenia da familia Baculoviridae. Relagdes filogenéticas entre os
baculovirus divididos em quatro géneros: Alphabaculovirus (Grupos | e ll),
Betabaculovirus, Gammabaculovirus e Deltabaculovirus.
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O género Alphabaculovirus inclui NPVs especificos de lepidopteros, com
OBs de forma poliédrica de 0,5 a 5 ym de tamanho e genoma de 100 a 180 kpb.
O Betabaculovirus inclui os GVs especificos de lepidopteros com OBs de forma
ovocilindrica de aproximadamente 0,3 x 0,5 ym e genoma de tamanho similar
aos Alphabaculovirus. O Gammabaculovirus inclui os virus especificos de
himendpteros e atualmente € constituido por Neodiprion lecontei NPV
(NeleSNPV), Neodiprion sertifer NPV (NeseSNPV) e Neodiprion abietis NPV
(NeabNPV), com OBs de 0,4-1,1 uym e genoma de 82 a 86 kpb (Jehle et al.,
2006). O Deltabaculovirus inclui os virus especificos de dipteros atualmente
representado pelo CuniNPV com OBs de 0,4 um de diametro e genoma de 108
kpb (Afonso et al., 2001). Os Alphabaculovirus diferem entre seus dois grupos:
Grupo | e Grupo Il (Monsma et al., 1996; Hefferon et al., 1999; Pearson et al.,
2000; Westenberg et al., 2007). Os NPVs Grupo | usam a GP64 como a proteina
de fusdo dos BVs enquanto que os NPVs do Grupo Il utilizam-se da proteina F
para a transmissdo de particulas BVs entre células do inseto hospedeiro (ljkel et
al., 2000; Pearson et al., 2000). Esses dois grupos diferem também pelo seu
conteldo de genes com a presenca de 11 outros genes (ORFs de ACMNPV: Acl
- ptp, Acl6 - BV-ODV26, Ac27 - iap-1, Ac30, Ac42 - gta, Ac72, Ac73, Acll4,
Acl24, Ac132, Acl51 - ie2) que podem ser encontrados apenas nos baculovirus
do Grupo | (Rohrmann, 2013). No género Gammabaculovirus, ndo foram
identificados os genes que codificam proteinas constituintes de BVs, proteina F
ou GP64, sugerindo a auséncia desse fenotipo nesse grupo (Jehle et al., 2006).

Miele e colaboradores (2011) demonstraram que 0s quatro géneros dos
baculovirus tém acumulado um grande namero de genes durante a evolucao.
Uma menor diversidade de genes foi observada nos Alphabaculovirus do Grupo
| e Gammabaculovirus quando comparados aos outros baculovirus. Isso ocorre,
pois, desde o surgimento de seu ancestral comum, esses grupos tiveram menos
tempo para incorporar novas sequéncias. Assim, na histéria evolutiva desses
virus, os Alphabaculovirus do Grupo | e Gammabaculovirus sédo linhagens mais

recentes que os outros clados (Miele et al., 2011).

Genoma dos baculovirus
Os baculovirus possuem o genoma de DNA fita-dupla circular de,

aproximadamente, 80 a 180 kpb dependendo da espécie. O genoma de um Unico
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baculovirus possui de 89 a 183 ORFs preditas (NeleNPV e Pseudaletia unipuncta
GV, respectivamente) em ambas as fitas e orientacdes (forward e reverse). O
critério geralmente utilizado para identificacdo de ORFs preditas de baculovirus
€ a determinacdo de sequéncias nucleotidicas que codifiguem polipeptideos
maiores que 50 aminoacidos com o minimo de sobreposi¢do entre as ORFs
(Ferrelli et al., 2012). Além disso, como padréo, os genes polyhedrin/granulin séo
identificados como a primeira ORF predita e, a partir de entdo, os genes sao
numerados sequenciamente com a mesma orientacdo na direcdo horaria
(forward) e na orientacéo inversa na direcao anti-horaria (reverse).

Atualmente, 71 genomas de baculovirus estdo sequenciados e
depositados no Genbank do National Center for Biotechnology Information —
NCBI. O conteudo total de genes encontrados nos baculovirus € de,
aproximadamente, 900 genes. Dentre eles, ha 37 genes denominados de core
genes que estdo presentes no genoma de todos os baculovirus (Tabela 1). Os
core genes sdo ancestrais e altamente conservados e representam 3% do
conteudo genético viral (Miele et al., 2011; Rohrmann, 2013). Esses genes estao
envolvidos nos diferentes estagios do ciclo viral como: replicacdo do DNA,
transcricdo do RNA, composicdo protéica das particulas virais, interacdo com
proteinas dos hospedeiros, infectividade oral e outros. Quando comparados a
outros, 0s core genes possuem menor tolerancia as mutacbes que podem
implicar na perda da viabilidade viral (Herniou et al., 2003; Miele et al., 2011;
Ferrelli et al., 2012).

Os genes de baculovirus ndo estédo agrupados no genoma de acordo com
sua funcdo ou momento da transcricdo durante os diferentes estagios do ciclo
de infeccdo. Os genes de baculovirus transcritos no estagio precoce da infeccéo
sdo precedidos por promotores TATA-box e/ou CAGT, que sdo motivos
encontrados nos promotores do genoma dos hospedeiros e sdo transcritos pela
RNA polimerase Il das células de insetos. Os genes das fases tardias sao
expressos pela RNA polimerase viral e podem ser precedidos por promotores
contendo o motivo DTAAG. Entretanto, muitos genes contém nos promotores
ambos os motivos das fases precoce e tardia que sdo expressos durante toda a
infeccéo.

A primeira sequéncia completa de genoma de baculovirus publicado foi
de Autographa californica NPV (AcMNPV) (Ayres et al., 1994). Desde entéo,
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muitos genomas de baculovirus estdo sendo publicados, o que tem

proporcionado um melhor entendimento da biologia molecular desses virus.

Tabela 1. Genes conservados em todos os baculovirus (core genes)

Genes AcCMNPV (ORF)
Replicac&o e processamento do DNA

lef-1 14
lef-2 6
DNA polymerase 65
helicase 95
allcaline nuclease 133
Transcricdo e RNA polimerase

lef-4 90
lef-5 50
lef-8 62
lef-9 40
pa7 99
vif-1 77
Genes estruturais

p6.9 100
vp39 89
vpl1054 54
vp91/p95 83
gp41l 80
odv-ec43 109
p49 142
odv-el8 143
desmoplakin 66
odv-e27 144
Fatores de infectividade oral

pif-0/p74 138
pif-1 119
pif-2 22
pif-3 115
pif-4/19k/odv-e28 96
pif-5/odv-e56 148
pif-6 68
Enzimas

38k phosphatase 98
p33 92
ubiquitin 53
Qutros

Ac78 78
Ac81 81
Ac93 93

Acl01 101
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Acl103 103 Diversidade de

baculovirus intra e interespecifica

A analise comparativa da sequéncia gendmica revelou alta diversidade
em relacdo ao tamanho, organizacdo e conteudo génico entre os genomas de
baculovirus (Herniou et al., 2003; Herniou e Jehle, 2007; van Oers e Vlak, 2007;
Miele et al., 2011). A alta variabilidade genémica reflete claramente na
diversidade fenotipica observada entre o0s quatro géneros da familia
Baculoviridae. Além da marcante diferenca morfolégica das particulas OBs de
granulovirus (GV) e nucleopolyhedrovirus (NPV), variacBes fenotipicas séo
também observadas entre NPVs que infectam diferentes ordens de insetos.
Enquanto os Alphabaculovirus apresentam infeccdo celular em praticamente
todos os tecidos do inseto hospedeiro (Katsuma et al., 2012), nos Gamma- e
Deltabaculovirus a infeccdo e replicacdo do virus se restringe as células do
intestino médio do inseto (Becnel et al., 2001; Moser et al., 2001). Outro
exemplo, € Culex nigripalpus NPV (CuniNPV) que ndo contém genes homologos
as proteinas poliedrina/granulina possuindo uma proteina de 90kDa revelando
formas globulares para as particulas OBs e ndo poliédricas como nos demais
nucleopolyhedrovirus (Afonso et al., 2001).

Além da diversidade genética entre as diferentes espécies, variacdes
genéticas sdo altamente frequentes em populacdes de baculovirus. Essas
variagfes sdo facilmente mantidas devido a caracteristica tipica dos baculovirus
de concentrar mais de um gendtipo em uma Unica particula viral, como o que
ocorre nos nucleopolyhedrovirus que possuem varios nucleocapsideos oclusos
em um unico poliedro (Herniou e Jehle, 2007; Clem e Passarelli, 2013).

Os variantes genotipicos, facilmente detectados por andlises de perfis de
restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP), geralmente
exibem variacBes no fendtipo relacionadas, principalmente, a patogenicidade,
tempo de morte e producédo de particulas BVs e OBs (Stiles e Himmerich, 1998;
Kamiya et al., 2004; Cory et al., 2005; Ogembo et al., 2007; Harrison et al., 2008).
A heterogeneidade de fenétipos € comumente mantida em populagdes de campo
e, devido a isso, acredita-se que a diversidade genética traz vantagens para a
adaptacao, evolucao e tempo de sobrevivéncia do baculovirus no campo.

Uma pequena proporgédo do genoma viral codifica genes que sao comuns

a todos os baculovirus (Jehle et al., 2006). No genoma dos baculovirus, como
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nos outros virus de DNA, a recombinacdo homoéloga, a perda e duplicacéo de
genes e a transferéncia lateral de genes para outros virus, bactérias ou células
eucaridticas sdo 0s principais mecanismos responsaveis pela formacéo e
diversidade dos genomas (Shackelton e Holmes, 2004).

As variacdes sdo mutacdes pontuais, substituicdes, insercoes e delecoes
que ocorrem por todo genoma, mas se concentram em regides especificas que
representam “hot spots” de hipervariabilidade ocorrendo, geralmente, nas
regides de repeticdo homodloga - homologous repeat regions (hrs) e nas ORFs
repetidas dos baculovirus — baculovirus repeated ORF (bro) (Hayakawa et al.,
2000; Li et al., 2002; De Jong et al., 2005). As hrs sdo regides intergénicas
formadas por sequéncias repetitivas que podem funcionar como ativadores em
cis de enhancers e de origens de replicacao viral do DNA (Guarino et al., 1986;
Guarino e Summers, 1986; Pearson et al., 1992; Hilton e Winstanley, 2007) e os
genes bro constituem uma familia de mudltiplos genes encontrados nos
baculovirus e em outros virus de invertebrados de DNA fita-dupla (Bideshi et al.,
2003).

Os baculovirus consistem em uma das mais diversas familias de virus e
essa alta variabilidade pode ser decorrente, principalmente, da co-evolugéo e co-
diversificacdo do virus com seu inseto hospedeiro. Essa diversidade pode
representar um importante fator para o controle bioldgico de insetos-praga pois
pode permitir a selecdo de fenétipos com caracteristicas especificas favoraveis
para a producdo comercial do virus como principio ativo de bioinseticidas.
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CAPITULO 1: Diversidade genética de Chrysodeixis
includens NPV baseada nos core genes:

pif-2, lef-9 e helicase

Este capitulo inclui resultados de um artigo publicado em 2013 na J. Invertebr.
Pathol. 114:258-267:

Pseudoplusia includens single nucleopolyhedrovirus: Genetic diversity,
phylogeny and hypervariability of the pif-2 gene
Saluana R. Craveiro, Fernando L. Melo, Zilda Maria A. Ribeiro, Bergmann M.

Ribeiro, Sénia N. Bao, Peter W. Inglis, Maria Elita B. Castro*
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1.1. Introducéo

VariacOes genéticas sao altamente frequentes em populacdes de campo
de baculovirus e uma diversidade intraespecifica foi claramente observada em
andlises de perfis de restricdo de sete isolados de Chrysodeixis includens NPV
(ChinNPV-IA a ChinNPV-IG) (Alexandre et al., 2010).

Em estudos prévios que relatam as relacdes filogenéticas entre os sete
isolados de ChinNPV, também foram observadas variacbes nas sequéncias
parciais de cinco genes dentre 0s quais o gene pif-2 recebeu destaque pela sua
alta variagao (Craveiro, 2012).

O gene pif-2 codifica uma proteina expressa na membrana do envelope
das particulas ODVs. Os corpos de oclusdo (ODVs) sdo particulas virais
responsaveis pela infecgdo oral e sdo altamente infecciosas as células do
intestino médio do inseto hospedeiro. PIF2 pertence a uma familia de proteinas
gue sdo essenciais para infectividade oral e sdo nomeadas per os infectivity
factors (PIFs) (Mu et al., 2014). Oito proteinas pertencem a familia PIF: P74
(PIFO) (Kuzio et al., 1989; Faulkner et al., 1997; Yao et al., 2004; Slack et al.,
2010), PIF1 (Kikhno et al., 2002), PIF2 (Pijlman et al., 2003; Fang et al., 2006),
PIF3 (Ohkawa et al., 2005), PIF4 (Fang et al., 2009), PIF5 (ODV-E56) (Harrison
et al., 2010; Sparks et al., 2011; Xiang et al., 2011), PIF6 (ac68) (Nie et al., 2012)
e PIF7 (ac83) (Zhu et al., 2013).

A delecdo de um dos genes pif provoca a interrupcéo da infeccéo e da
expressao de genes virais nas células do intestino médio do hospedeiro (Haas-
Stapleton et al., 2004; Ohkawa et al., 2005; Song et al., 2008). Quatro das
proteinas PIFs, PIF1, PIF2, PIF3 e P74, estdo presentes no envelope dos ODVs
na forma de um complexo (Peng et al., 2010). As proteinas P74, PIF1 e PIF2
mediam a ligacao especifica dos ODVs com as células epiteliais e se apresentam
como proteinas de ligacao do envelope das ODVs (Haas-Stapleton et al., 2004;
Ohkawa et al., 2005).

A proteina PIF2 com 44 kDa foi a primeira a ser identificada como um fator
essencial da infeccdo per os de ODVs em Spodoptera exigua (Se) NPV (Pijlman
et al.,, 2003; Slack e Arif, 2006). PIF2 possui um motivo transmembrana N-
terminal exposto na superficie dos ODVs indicando que essa proteina pode
funcionar como ancora transmembranica (Slack e Arif, 2006).
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Os oito genes pif sédo core genes indicando que a infeccdo no intestino
médio é um processo ancestral e altamente conservado (Herniou et al., 2003;
Braunagel e Summers, 2007; van Oers e Vlak, 2007; Fang et al., 2009; Mu et al.,
2014). Outro gene conservado é o late expression factor 9 (lef-9) expresso na
infeccéo precoce e essencial para expressao dos promotores dos genes tardios
e muito tardios (Lu e Miller, 1995; Todd et al., 1995; Li et al., 1999). As proteinas
LEF-8 e LEF-9 séo subunidades da RNA polimerase viral e formam o sitio
catalitico da enzima (Passarelli et al., 1994; Guarino et al., 1998).

O gene pif-2 é a sequéncia ancestral mais conservada dos baculovirus e,
junto com o gene lef-9, apresenta menor variabilidade comparada aos outros
core genes, enquanto que os genes desmoplaquina e helicase (p143) séo os
mais variaveis (Miele et al., 2011). P143 é essencial para a replicacdo do DNA
viral. Essa proteina é capaz de se ligar inespecificamente ao DNA fita simples
ou dupla e desta forma € transportada para dentro do nucleo pela proteina LEF-
3 (McDougal e Guarino, 2000, 2001; Yu e Carstens, 2010). Além disso, o gene
helicase foi identificado por ser um fator que influencia o espectro de hospedeiros
dos baculovirus (Maeda et al., 1993; Croizier et al., 1994).

Neste estudo, foi realizada a anélise comparativa da variagcdo presente
nos genes pif-2, lef-9 e helicase de isolados geograficos de diferentes
baculovirus: Helicoverpa armigera (Hear) NPV, Mamestra configurata (Maco)
NPV, ChinNPV e Spodoptera frugiperda (Sf) MNPV. Além disso, foram
realizadas analises de pressao de selecdo do gene pif-2 de ChinNPV para a

identificacdo de sitios sob selecao positiva.

1.2. Materiais e Métodos

1.2.1. Virus

Os isolados de Chrysodeixis includens -NPV (IA a 1G), doados pelo Dr.
Flavio Moscardi, da Embrapa Soja (Londrina-PR), foram obtidos a partir de larvas
C. includens infectadas e coletadas em planta¢cdes de soja e algodao do Brasil e
Guatemala (Tabela 2). Apés a purificacdo das particulas virais, os isolados virais
foram depositados na Colecéo de Virus de Invertebrados da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia e estdo cadastrados no Sistema de Informacéo

AleloMicro brasileiro e identificados sob os cddigos listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Isolados de ChinNPV obtidos de larvas C. includens infectadas

1.2.2. Purificacdo de OBs

Is\c/)ilgjigs %%E?ae ng?étie Instituicdo Cultura Alglc,)odl\i/lgi]%ro
IA 1972 Guatemala Ag;;‘;i;ss'%a; Algoddo  BRM 005 102
B Jan./2006 Londrina, PR Embrapa Soja Soja BRM 005 103
IC Jan./2006 Maringa, PR Embrapa Soja Soja BRM 005 104
ID Fev./2006 Iguaracu, PR Embrapa Soja Soja BRM 005 105
IE Fev./2007 Iguaracu, PR Embrapa Soja Soja BRM 005 106
IF Fev./2008 Dourados, MS Embrapa Soja Soja BRM 005 107
IG Fev./2008 Sertanépolis, PR Embrapa Soja Soja BRM 005 108

Os poliedros dos isolados de ChinNPV (IA a IG) foram purificados de
acordo com protocolo descrito por Maruniak (1986) e utilizados para estoque das
amostras e extracao de DNA viral. Larvas de C. includens foram maceradas em
tampado de homogeneizacao (acido ascérbico 1%; SDS 2%; Tris-HCI 0,01 M, pH
7,8 e EDTA 0,001 M). O homogeneizado resultante foi filtrado em 6 camadas de
gaze e centrifugado a 10.000 rpm (Sorvall RC-5B, rotor SS-34) por 10 min.
Sucessivas centrifugacdes de 12.000 rpm (Sorvall RC-5B, rotor SS-34) por
12min foram realizadas primeiramente com o sedimento ressuspenso em
tampéao TE (Tris 0,01M, pH 7,8 e EDTA 0,001 M) e SDS 0,5% e em seguida com
o sedimento ressuspenso em tampé&o TE e NaCl 0,5 M. O material resultante da
centrifugacéo foi ressuspenso em agua deionizada Milli-Q e foram retirados 5mL
para serem aplicados em gradiente de sacarose continuo de 39-65% preparado
em tampao TE a uma densidade de 1,17-1,32 g/ mL. O material foi centrifugado
a 24.000 rpm (Sorvall OTD 75 U, rotor AH-627) por 40min a 4°C, e a banda
correspondente aos OBs, posicionada no terco inferior do tubo, foi coletada com
pipeta Pasteur, diluida 5 vezes em tampado TE e centrifugada a 12.000 rpm
(Sorvall RC-5B, rotor SS-34) por 15min a 4°C. A ressuspensao final foi feita em
agua deionizada Milli-Q autoclavada e os OBs foram armazenados a -20°C.
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1.2.3. Extracdo de DNA a partir de particulas OBs purificadas

A extracdo de DNA viral foi baseada no protocolo descrito por O'Reilly et
al. (1994). OBs purificados, na concentracdo de 1x10° OB/mL, foram
solubilizados com solucéo alcalina 1x, pH 10,9 (estoque 3X: Na2CO3 0,3 M;
NaCl 0,51 M e EDTA 0,03 M) e incubados a 37°C por 30min. Apos a verificacdo
da solubilizacéo por microscoépio 6ptico, foram adicionados SDS 1% e 500ug/mL
de proteinase K e incubados a 37°C por 16h. Para a extracdo do DNA viral, foi
adicionado ao sobrenadante o mesmo volume de fenol saturado com tampéao
TE. As fases foram homogeneizadas invertendo-se delicadamente os tubos por
3-5min e o material centifugado a 12.000 rpm (Eppendorf 5410 — rotor fixo), por
2min. A fase aquosa foi transferida para outro microtubo e 0 mesmo
procedimento foi entdo realizado para a extracdo com fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) e cloroférmio:éalcool isoamilico (24:1). Apés a extracdo, o
DNA foi precipitado com dois volumes de etanol absoluto gelado e 10% do
volume inicial de acetato de sédio 3 M, pH 5,2 e colocado a -20 °C por 16h. O
DNA precipitado foi centrifugado a 12.000 rpm (Eppendorf 5410 — rotor fixo) por
30 min, lavado com etanol 70% gelado e centrifugado a 12.000 rpm por mais 10
min. O DNA foi solubilizado em tampé&o TE autoclavado e, apés adicdo de RNAse
(10 pug / mL), incubado a 37°C por 1h. A qualidade do DNA extraido foi
determinado por electroforese em gel de agarose 0,5% e quantificado usando

Qubit v. 2,0 Fluorometer (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante.

1.2.4. Determinacéo da sequéncia nucleotidica dos genes pif-2, lef-9 e
helicase dos isolados de ChinNPV

A técnica de pirosequenciamento (454 — Roche) foi utilizada para o
sequenciamento individual do genoma completo de sete isolados de ChinNPV
(IA alG). Com o auxilio do programa Geneious Pro v.6.1.6 (Biomatters Ltd., New
Zealand) e utilizando como referéncia os genes pif-2, lef-9 e helicase de
ChchNPV, foi determinada a sequéncia nucleotidica completa desses trés genes
para o0s isolados de ChinNPV utlizando as leituras obtidas do
pirosequenciamento. Apos a determinacao das sequéncias, os genes pif-2, lef-
9 e helicase de cada isolado de ChinNPV foram depositados no GenBank
(Tabela 3).
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1.2.5. Genomas virais e analises de diversidade

Para analise da variagdo genética e o calculo das taxas evolutivas, foram
utilizadas as sequéncias completas dos genes pif-2, lef-9 e helicase dos isolados
de ChinNPV. Adicionalmente, foram analisadas as sequéncias de outros
baculovirus obtidas do GenBank: 4 isolados de Helicoverpa armigera (Hear)
NPV, 4 isolados de Spodoptera frugiperda (Sf) MNPV e 3 isolados de Mamestra
configurata (Maco) NPV (Tabela 3). Dentre esses isolados, clones de um mesmo
isolado geogréafico foram analisados: HearNPV-C1 e HearNPV-G4 (China),
SfMNPV-B e SfMNPV-G (Nicardgua) e MacoNPV-A90/2 e MacoNPV-A90/4
(Canada). ChinNPV-IE foi também comparado com as sequéncias génicas de
Trichoplusia ni (Tn) SNPV e Chrysodeixis chalcites (Chch) NPV (Tabela 3). As
sequéncias pif-2, lef-9 e helicase foram alinhadas com auxilio do programa
MUSCLE v.3.5 (Edgar, 2004). Para a andlise de variacdes nos genes pif-2, lef-9
e helicase nos diferentes baculovirus analisados, foram feitos os célculos da
Diversidade nucleotidica (1r) (DNASP v.5) e Distancia PAM (Point accepted
mutation) (MEGA v. 5.0.5 - (Tamura et al., 2011). A Diversidade nucleotidica (1)
€ o grau de polimorfimos dentro de populacdes em que, por meio da andlise do
alinhamento da sequéncia nucleotidica dos individuos, é calculada a média do
namero dos diferentes nucleotideos por sitio. A Distancia PAM é a distancia
evolutiva entre pares de sequéncia, ou seja, € a probabilidade de duas
sequéncias terem divergido de um ancestral comum e é calculada utilizando a
matriz de similaridade (Dayhoff matrix) baseada no alinhamento da sequéncia

de aminoacidos das proteinas de interesse.
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Tabela 3. Sequéncias de baculovirus utilizados na analise comparativa da variacdo genética entre isolados virais

Virus Isolado Origem N° de acesso GenBank Referéncia
lef-9 pif-2 helicase

ChinNPV  IA* América Central - Guatemala KC136321 KC136314 KC136328 Craveiro et al., 2013
IB Brasil - Londrina (PR) KC136322 KC136315 KC136329 Craveiro et al., 2013
IC* Brasil - Maringa (PR) KC136323 KC136316 KC136330 Craveiro et al., 2013
ID Brasil - Iguaracu (PR) KC136324 KC136317 KC136331 Craveiro et al., 2013
IE* Brasil — Iguaracu (PR) KC136325 KC136318 KC136332 Craveiro et al., 2013
IF Brasil - Dourados (MS) KC136326 KC136319 KC136333 Craveiro et al., 2013
IG* Brasil — Sertandpolis (PR) KC136327 KC136320 KC136334 Craveiro et al., 2013

Genoma completo

SfTMNPV  3AP2 EUA EF035042 Harrison et al., 2008
19 Brasil EU258200 Wolff et al., 2008
B® América Central-Nicaragua HM595733 Simon et al., 2011
G® América Central-Nicaragua JF899325 Simon et al., 2012

HearNPV  C1®) China AF303045 Zhang et al., 2005
G4®) China AF271059 Zhang et al., 2005
NNG1 Quénia AP010907 Ogembo et al., 2009
AUST Austrélia JN584482 Unpublished, 2012

MacoNPV  A-90/20) Canada-Western Canada U59461 Lietal., 1997; Li et al., 2002a
A-90/4© Canadéa-Western Canada AF539999 Li et al., 2005
B Canada-Southern Alberta AY126275 Lietal., 2002b

ChchNPV - - AY864330 van Oers et al.,2005

TnSNPV - - DQ017380 Willis et al., 2005

*ChinNPV —isolados utilizados na analise de sele¢cao do gene pif-2.

Clones virais de um mesmo isolado de @SfMNPV,®HearNPV e ©MacoNPV.
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1.2.6. Anadlise de presséao de selecdo do gene pif-2 de ChinNPV

O programa CodeML, implementado no PAML- Phylogenetic Analysis by
Maximum-Likelihood v.4 (Yang, 2007), foi utilizado para avaliar a presenca de
selecao positiva no gene pif-2 de ChinNPV. Usando uma abordagem de maxima
verossimilhanca, os valores de dN (substituicdes nao-sinénimas por sitio nao-
sinbnimo), dS (substituicdo sinbnima por sitio sinbnimo) e relagdo w (dN/dS)
foram calculados. A proporcao w fornece uma medida sensivel da selecao que
atua sobre um gene. Os genes que mostram valor de w=1 sao submetidos a
selecdo neutra quando as mutacdes nao-sinbnimas ndo provocam vantagem
adaptativa. Para um valor de w<1, em que as mutagdes ndo-sinbnimas sao
eliminadas a uma taxa mais rapida do que as mutacdes sindénimas (silenciosa),
0 gene esta sob sele¢do negativa ou purificadora e, para valores de w>1, o gene
esta sob selecdo positiva ou diversificadora onde as mutacdes ndo-sinbnimas
sao fixadas mais rapidamente do que as mutacdes sindnimas. Para analise das
sequéncias foram utilizados modelos de substituicdo baseados nos cddons
permitindo w variar entre os sitios: modelo MO (taxa Unica), que assume que a
relacdo w é uma média ao longo de todos os sitios; modelo Mla (neutro), que
considera sitios conservados quando 0<w<1 e completamente neutros quando
w=1; modelo M2a (sele¢cao positiva), que acrescenta uma terceira classe para
M1a em que w pode assumir valores maiores que 1; modelo M3 (discreto)
apresenta trés classes com proporcdes PO, P1 e P2 e valores w0, w1 e w2
estimados a partir dos dados; modelo M7 (B), que assume uma distribuicdo de
probabilidade beta (B) e ndo permite sitios com w> 1; modelo M8 (B e w) que
adiciona uma classe extra de sitios para 0 modelo M7, em que w pode ser maior
do que 1. O teste da razéo de verossimilhanca foi realizada utilizando jModelTest
v.0.1.1 (Posada, 2008) contrapondo os modelos MO e Mla com M2a e M3 e 0
modelo M7 com M8. A hipétese nula (modelos M0, Mla e M7) foi rejeitada e a
selecdo positiva (modelos M2a, M3 ou M8) foi inferida para um valor p
significativo (p<0,05). Finalmente, uma abordagem Bayes Empirical Bayes (BEB)
foi utilizada para identificar os locais que potencialmente estdo sob selegéao
positiva na proteina (probabilidade=0,5).

A taxa w (dN/dS) também foi calculada utilizando algoritmo da Maxima

Verossimilhangca (ML- Maximum Likelihood) implementado no pacote HyPhy
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(Pond et al., 2005) do Datamonkey ( www.datamonkey.org/) (Pond e Frost,
2005a; Delport et al., 2010). O pacote HyPhy foi utilizado para realizar os testes
de taxa global assumindo uma Unica pressao de selecao para todos 0os ramos.
Sitios especificos sob selecdo positiva foram avaliados utilizando os métodos
Internal Fixed Effects Likelihood (IFEL) (Pond et al.,, 2006), Random Effect
Likelihood (REL) (Pond e Frost, 2005b) e Mixed Effects Model of Evolution
(MEME) (Murrell et al., 2012). O modelo HKY85 (Hasegawa M. et al., 1985)
selecionado pelo HyPhy como o modelo mais apropriado de substituicao foi
utilizado para a construcéo da arvore de distancia (Neighbor Joining - NJ). Sitios
sob presséo de selecdo foram selecionados considerando um valor de p<0,1 ou

um fator de Bayes=0,9.
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1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Variagdes nucleotidicas em isolados de ChinNPV

Amostras individuais de DNA dos isolados de ChinNPV (IA a IG) foram
submetidas ao pirosequenciamento e uma cobertura de mais de 30x foi obtida
para os genes lef-9, helicase e pif-2. Sequéncias de 1.491, 3.633 e 1.149 pb
foram determinadas por serem correspondentes as ORFs lef-9, helicase e pif-2,
respectivamente. Os alinhamentos dos genes lef-9 e helicase apresentaram
poucos polimorfismos de base Unica (Single Nucleotide Polymorphisms - SNPSs),
com 8 SNPs para 1.491pb e 22 SNPs para 3.633 pb, respectivamente.
Polimorfismos do gene lef-9 n&do provocaram diferencas nas sequéncias
deduzidas de aminoacidos nos sete isolados de ChinNPV analisados (IA a IG).
O gene helicase apresentou uma exclusdo ATG na posicdo 2381-2383
nucleotideos dos isolados 1B, IC e ID. Estes isolados estdo intimamente
relacionados e apresentaram menor viruléncia entre os sete isolados analisados
(Alexandre et al., 2010). Esta delecdo no gene helicase produziu alteracao na
sequéncia deduzida de amino&cidos provocando uma modificacdo na estrutura
secundéria prevista da proteina P143 que apresentou uma interrupcdo do
dominio al¢a (looping domain) por um dominio hélice (coil domain) (Figura 7).
Diferente dos genes lef-9 e helicase, o alinhamento das sequéncias do gene pif-
2 apresentou um alto nimero de polimorfismos com 158 SNPs para 1.149 pb.
Esses polimorfismos causaram alteragbes na sequéncia deduzida de
aminoéacidos, com residuos (F275E e V37N) mostrando diferencas previstas em
hidrofobicidade (Figura 8) e potencialmente causadoras de alteracdes

significativas na estrutura secundéria da proteina correspondente.
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Figura 7. Alinhamento de sequéncias deduzidas de aminoacidos do gene helicase dos sete isolados de ChinNPV (IA a IG).
O grafico acima das sequéncias representa a predicdo da estrutura secundaria das proteinas helicase e a caixa em vermelho destaca
a interrupgcédo do dominio alga (turn domain) por um dominio hélice (coil domain).Representagéo grafica: seta bege = beta strand;
linha ondulada cinza = coil; cilindro rosa = alpha helix; seta azul = turn.
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Figura 8. Perfil de hidrofobicidade da sequéncia de aminoacidos PIF2 dos isolados de ChinNPV (IA a IG). As setas indicam
0s coédons selecionados positivamente com alteracdes radicais na sequéncia de aminoacidos. Os asteriscos (*) indicam residuos de
cisteina conservados (Pijiman et al.,, 2003) e a linha acima da sequéncia indica dominio hidrofébico transmembranico (TM).
Aminoacidos hidrofébicos estao coloridos em rosa e aminoacidos hidrofilicos em azul.
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1.3.2. Anélise comparativa da variagdo genética dos genes pif-2, lef-9 e
helicase de isolados geogréaficos de diferentes baculovirus

Varios métodos tém sido utilizados para estudar a variacdo genotipica em
baculovirus como: analise de polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP)
(Cory et al., 2005; Alexandre et al., 2010), sequenciamento de DNA de clones
virais (Khan et al., 2003; Zhang et al., 2005) e sequenciamento de produtos de
PCR usando primers degenerados para amplificacdo de genes conservados
(Lange et al., 2004; Rowley et al., 2010). A tecnologia de sequenciamento de
nova geracao (Next Generation Sequencing - NGS) fornece uma ferramenta
poderosa para a andlise da variagcdo genética dentro de uma populagéo viral e
esse método foi utilizado pela primeira vez por Baillie e Bouwer (2012) para
avaliar a variacdo genotipica em populacbes de HearNPV. Estudos tém
relacionado pequenas alteragdes nos genes as mudancas no fenétipo viral. Por
exemplo, a substituicdo individual de aminoacido na proteina codificada pelo
gene helicase ampliou o espectro de hospedeiros de ACMNPV (Kamita e Maeda,
1997; Argaud et al., 1998). Isto demonstra que substituicdes nucleotidicas em
genes essenciais podem influenciar o espectro de hospedeiros ou modificar a
viruléncia.

Estudos filogenéticos mostram que ChinNPV-IE é mais proximamente
relacionado com TSNPV e ChchNPV (Craveiro et al., 2013). O alinhamento do
gene pif-2 destes trés virus apresentou 91 polimorfismos, menos do que 0s SNPs
encontrados entre os isolados de ChinNPV indicando uma maior variacédo
intraespecifica do que interespecifica para esse gene.

As sequéncias de pif-2 dos isolados de HearNPV e MacoNPV também
foram analisadas e exibiram poucos polimorfismos. Os valores de diversidade
nucleotidica (1) calculados utilizando o programa DNASP v.5 mostraram que 0s
genes pif-2 dos isolados de ChinNPV e SfMNPV possuem maior variacdo
genética do que a dos outros virus analisados (Figura 9A). No entanto, a grande
variacdo observada no gene pif-2 dos isolados de STIMNPV corresponde apenas
ao clone defectivo STMNPV-G, clone obtido de isolado viral de ocorréncia natural
no campo. Entretanto, os polimorfismos encontrados em SfMNPV-G né&o
causaram diferenca na sequéncia de aminoacidos de PIF2 (Figura 9B).
Provavelmente, o clone SIMNPV-G foi retido na populagéo de campo por outros

genatipos virais e, portanto, péde acumular mutagdes que ndo sdo mantidas na
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populacdo em geral. Os polimorfismos do gene pif-2 de ChinNPV sé&o variagdes
ndo-sindnimas e foi observada uma Distancia PAM média de ~0,06 o que indica
uma distancia evolutiva entre os pares de sequéncias protéicas PIF2 dos
isolados de ChinNPV.

A mesma andlise foi realizada para os genes lef-9 e helicase de ChinNPV.
Entre os baculovirus, o gene helicase é considerado mais variavel do que os
genes lef-9 e pif-2 (Miele et al., 2011). Entretanto, nossos resultados
apresentaram valores menores de Diversidade nucleotidica e Distancia PAM
para o gene helicase do que os valores obtidos para o gene pif-2 de ChinNPV
(Figura 9).

Estudos prévios destacam o gene pif-2 como o0 mais conservado entre 0s
core genes dos baculovirus (Miele et al., 2011). Em contraste, os resultados aqui
obtidos mostram uma elevada variacdo genética com um grande numero de

mutacdes ndo-sinbnimas na sequéncia de aminoacidos de PIF2 de ChinNPV.
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Figura 9. Diversidade genética dos genes pif-2, lef-9 e helicase de isolados
geograficos de diferentes baculovirus: ChinNPV, HearNPV, MacoNPV e
SfTMNPV. (A) Diversidade nucleotidica (11) (DNASP v.5). (B) Distancia PAM
média (MEGA v.5.0.5).
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1.3.3. Anadlise de selecao de pif-2 em isolados de ChinNPV

A anadlise da evolugdo molecular adaptativa usando dN/dS (w) é
geralmente informativa no estudo dos genes sob selecéo positiva. Substituicdes
de nucleotideos n&o-sinbnimas podem alterar as propriedades da proteina
codificada e, somente quando estas mutacdes conferem vantagem adaptativa,
elas séo fixadas na populacdo a uma taxa maior do que as substituicdes
sinbnimas, que geralmente sdo invisiveis para a selecdo natural. Assim, a
selecao positiva ou diversificadora (w>1) pode ser detectada quando a taxa de
substituicdes nado-sinbnimas (dN) em um gene é maior do que a taxa de
substituicbes sindnimas (dS) (Yang, 2001). Quando mutagbes nao sindbnimas
sdo deletérias e sdo eliminadas a uma taxa mais rapida do que as mutacdes
sinbnimas, o gene é submetido a selegcao negativa ou purificadora com w inferior
al.

Para melhor compreender a forca evolutiva que dirige a alta variacao
genética encontrada no gene pif-2 de ChinNPV, foi utilizado o método CodeML
implementado no pacote do software PAML para testar diferentes modelos de
evolugdo de codons que permitem a variagdo de w (dN/dS) entre os sitios
(modelos M1la, M2a, M3, M7 e M8) (Yang e Bielawski, 2000). Como mostrado
na Tabela 4, o modelo neutro (M1a) néo foi rejeitado por modelos que suportam
a selecéo positiva (M2a, M3 e M8). No entanto, na analise de BEB, os modelos
M2a e M8 identificaram trés posi¢cdes de aminoacidos na proteina PIF2 (residuos
214, 275 e 373) com w = 2, sugerindo que estes residuos podem ter sido
submetidos a selecéo positiva.

Estes resultados foram confirmados usando os métodos REL, IFEL e
MEME implementados no pacote do software Hyphy. Os cddons previamente
identificados (214, 275 e 373) foram confirmados como sendo selecionados
positivamente para os resultados HyPhy com um valor de p<0,1 (MEME) ou um
fator de Bayes>50 (REL) (Tabela 5). Além disso, o algoritmo de MEME também
encontrou 0 codon 343 sob sele¢éo positiva. Como mostrado na Tabela 5, o0s
codons 214 e 275 foram confirmados por mais de um método enquanto que 0s
cédons 343 e 373 foram detectados por MEME e REL, respectivamente. E
importante ressaltar que as analises REL e IFEL sdo conhecidas pela mal
execucado em pequenos conjuntos de dados e na analise de poucos taxons,

detectando incorretamente sitios sob selec&o positiva (Pond e Frost, 2005b). No
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entanto, MEME, método recomendado para a identificacdo de sitios sob sele¢éo
no pacote HyPhy, confirmou a maioria dos codons detectados pelos métodos do
PAML. Apesar de todos esses métodos serem amplamente utilizados para a
deteccdo de selecdo positiva, pequenos conjuntos de dados, poucos taxons e
baixa divergéncia genética pode limitar a precisdo e o poder de inferéncia de
selecéo positiva (Anisimova et al., 2002). Com a analise de apenas sete isolados,
nossos resultados podem sofrer com estas limitacdes e uma maior amostragem
poderia melhorar a preciséo e o poder de nossas analises. No entanto, é dificil
aumentar o tamanho da amostra, devido a inerente dificuldade na obtencao de
diferentes isolados geograficos. Além disso, 0os nossos resultados foram
confirmados por MEME, que detecta indicios de sele¢do positiva pervasiva ou
episodica, mesmo na presenca de um sinal de selecéo purificadora forte (Murrell
et al., 2012).

Dois dos codons identificados sob pressdo de selecdo positiva
apresentaram alteracfes que modificam as propriedades dos aminoacidos. A
alteracdo no cédon 275 (F275E) envolve a alteracdo de um aminoacido néao-
polar para um aminoacido acido e no cédon 373 (V373N) envolve a alteracdo de
um aminoacido neutro e grande para um aminoécido neutro e pequeno, 0 que,
de acordo com a classificacao proposta por Hanada et al. (2007), séo alteracdes
radicais. Consequentemente, essas variacdes podem causar diferencas na
estrutura secundaria da proteina ou na interacdo proteina-proteina. A proteina
PIF2 é parte de um complexo protéico da membrana dos ODVs envolvido na
infeccdo oral do inseto hospedeiro, desta forma, é razoavel considerar que as
alteracdes radicais dos aminodacidos nesta proteina podem causar mudancas na
capacidade de infeccéo e transporte do virus através da membrana.

Além disso, outros genes do envelope das ODVs como odv-e66 e pif-3
foram identificados por estarem sob selecdo positiva em isolados de SIMNPV
(Simon et al., 2011), corroborando a hip6tese de que mudancas em genes
envolvidos na infec¢do oral podem estar relacionados com adaptagdo a novos
hospedeiros, superacao a variagao fenotipica do hospedeiro ou para o aumento
da eficiéncia de transmisséo do virus (Simon et al., 2011). Variantes fenotipicas
foram previamente relatados em ChinNPV, onde os isolados ChinNPV-IA,
ChinNPV-IE e ChinNPV-IF foram mais virulentos entre sete isolados analisados

(Alexandre et al., 2010). Portanto, o gene pif-2, sob pressao de sele¢éo positiva,
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pode estar contribuindo para as diferengcas na eficiéncia de transmissao dos
isolados de ChinNPV.

Tabela 4. Analise de pressdo de selecdo do gene pif-2 de ChinNPV realizada
no PAML e dados estatisticos da razdo de verossimilhanca para a
comparagéo dos modelos utilizados

Modelo Valor Log- Parametro Sitio selecéo Teste Likelihood
likelihood estimado positiva ratio
(InL) (probabilidade)*
NEB BEB
MO -2214,459 w=0,10389
(taxa Unica)
Mla 2212,771 po=0,96175
(neutro) wo= 0,078
p1=0,03825
w1=1,000
M2a -2212,684 po=0,98557 214 K 214 K MO vs. M2a (df=2):
(positivo) wo= 0,089 (0,800)* (0,662)* P=0,169603
p1= 0,00000 275 F 275 F M1la vs. M2a (df=2):
w1=1,000 (0,893)* (0,682)* P=0,917554
p2= 0,01443 373V
w2= 2,043 (0,504)*
M3 -2212,684 po=0,00006 214 K MO vs. M3 (df=4):
(discreto) wo=0,000 (0,800)* P=0,470529
p1=0,98551 275 F
w1=0,089 (0,893)* Mla vs. M3 (df=4):
p2= 0,01443 P=0,996504
wz= 2,043
M7 -2213,017 p= 0,33439
(B) g=2,54477
M8 -2212,686 p=9,78067 214 K 214K M7 vs. M8 (df=2):
(Bew) g=99,00000 (0,780)*  (0,774)* P=0,71806
po=0,98652 275 F 275 F
p1= 0,01348 (0,878)*  (0,820)*
wi=2,114 373V
(0,578)*

df: graus de liberdade correspondentes ao nimero de parametros entre os dois modelos.
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Tabela 5. Analise de selecdo positiva para o gene pif-2 de ChinNPV
utilizando diferentes modelos implementados no programa HyPhy v. 2.1.2

IFEL modelo REL modelo MEME modelo
Selecdo
Cddons Cddons Cddons
Positiva 214 (T-> S ou K); 214 (T S ou K):
214 (T-> Sou K
373 (V> N). 343(V> N).
Negativa
. . - N/A
@<1) 43(1); 51(K);

175(R); 376 (1).

1.4.Conclusdes

Ao contrario do esperado, o gene pif-2 de ChinNPV apresentou um grande
namero de polimorfismos com uma elevada variagcao genética.

Polimorfismos observados no gene pif-2 de ChinNPV sdo variagcdes nao-
sindnimos com residuos de aminoacidos apresentando diferencas previstas em
hidrofobicidade e potencialmente causadoras de alteracbes significativas na
estrutura secundaria da proteina correspondente.

ChinNPV, ChchNPV e TnSNPV apresentaram menos polimorfismos do que os
SNPs encontrados entre os isolados de ChinNPV demonstrando uma maior
variacao genética intra-especifica do que inter-especifica.

Sitios sob pressao de selecao positiva (diversificadora) foram identificados na
proteina PIF2 de ChinNPV o que pode estar envolvido na variagédo fenotipica,
como a diferenca na viruléncia observada entre os isolados de ChinNPV

analisados.
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CAPITULO 2: Genoma completo e gendmica comparativa

de populacdoes de Chrysodeixis includens NPV

Este capitulo inclui resultados apresentados nos artigos:

1. Artigo publicado em 2015 na BMC Genomics 16 (1), DOI: 10.1186/s12864-015-1323-9
The genome sequence of Pseudoplusia includens single nucleopolyhedrovirus and
an analysis of p26 gene evolution in the baculoviruses

Saluana R. Craveiro, Peter W. Inglis, Roberto C. Togawa, Priscila Grynberg, Fernando L.

Melo, Zilda Maria A. Ribeiro, Bergmann M. Ribeiro, Sénia N. Bao, Maria Elita B. Castro*

2. Artigo submetido em abril/2016 na Genome Announcement :

Complete genome sequences of six Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus
isolates from Brazil and Guatemala

Saluana R. Craveiro, Luis Arthur V. Santos, Roberto C. Togawa, Peter W. Inglis, Maria Elita
B. Castro*




48

2.1. Introducao

Sete populacdes de baculovirus obtidos de larvas infectadas de C.
includens, coletadas em plantacdes de soja e algodao no Brasil e Guatemala e
caracterizadas como isolados geograficos de Chrysodeixis includens NPV,
apresentaram diversidade genética e fenotipica em eventos observados
inicialmente baseadas em analises comparativas de perfil de restricdo e
avaliacao de patogenicidade (Alexandre et al., 2010).

Atualmente, 71 genomas de baculovirus estdo depositados no Genbank,
do NCBI - National Center for  Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=10442)
(acessado em: 15/02/2016). Nessa busca, a sequéncia completa de genoma de
virus patogénico a C. includens néo foi encontrada. Portanto, este trabalho
constitui o primeiro registro da descricdo gendmica de Chrysodeixis includens
NPV.

Os genomas de baculovirus possuem em torno de 90 a 181 genes dos
quais 37, denominados core genes, sdo ancestrais e altamente conservados
entre todos os baculovirus e representam 3% do contetdo genético viral (Miele
et al., 2011; Rohrmann, 2011).

Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus isolado IE (ChinNPV-IE) foi
obtido de larvas infectadas coletadas em plantagcdes de soja da regido de
Iguaracu — PR, Brasil, na safra de 2007. Dentre os sete isolados analisados,
ChinNPV-IE foi um dos isolados que apresentou maior infectividade (Alexandre
et al., 2010).

Neste estudo, foi realizado o sequenciamento, montagem e anotacao do
genoma completo de sete isolados de ChinNPV (lA a IG) e a descricdo génica
detalhada do genoma de ChinNPV-IE, isolado selecionado como representante
da espécie e utilizado como referéncia para analise gendmica dos outros seis
isolados de ChinNPV. Além disso, 0 genoma dos isolados de ChinNPV foram
comparados entre si e com outros baculovirus para a determinagéo das open
reading frames (ORFs), dos polimorfismos de base unica (SNPs - Single
Nucleotide Polymorphisms) e das sequéncias unicas desse virus.

Uma proposta taxondmica intitulada “One new species Chrysodeixis

includens nucleopolyhedrovirus, in the genus Alphabaculovirus” (Harrison, 2015.



49

Code 2015.007aD), fundamentada essencialmente nos estudos aqui
apresentados e com a indicagao de PsinNPV-IE (ChinNPV-IE) como isolado
representativo da espécie, foi recentemente aprovada e devera ser incluida na
ocasido da atualizacdo do Ninth ICTV Report do International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) (King et al., 2011).

2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Sequenciamento e montagem do genoma de isolados de ChinNPV

Os procedimentos da purificacdo das particulas OBs e extracdo do DNA
viral estdo detalhados no capitulo 1, juntamente com a lista das amostras virais
de C. includens analisadas neste estudo (Tabela 2).

A técnica de pirossequenciamento 454 (Roche) foi utilizada para o
sequenciamento individual do genoma completo de sete isolados de ChinNPV
(IA a 1G). O sequenciamento foi realizado na Plataforma Gendmica DF (Distrito
Federal — Brasil) e aproximadamente 5 pug de DNA foi utilizado para a reacao de
shotgun pirossequenciamento utilizando GS FLX Titanium sequencer (454 Life
Sciences Technologies). Apés a corrida do sequenciamento 454, o programa
Newbler v. 2.8 (Roche Applied Science) foi utilizado para o processamento das
leituras (reads) e, posteriormente, criacdo dos arquivos FastQ. O programa
FastQC v. 0.11.4 foi utilizado para avaliacdo da qualidade das leituras e o
programa Coral v. 1.4 (Salmela e Schroder, 2011) para correcao dos erros de
sequenciamento. O programa PrinSeq v. 0.20.3 (Schmieder e Edwards, 2011)
foi aplicado para retirar regides de baixa qualidade nas leituras (Phred < 20) e
remover sequéncias curtas (comprimento < 50 pb) e foi permitida uma
probabilidade de erro de 0,1%. O valor de Phred foi medido e uma qualidade
média da sequéncia > 30 foi estimada, exibindo uma precisdo de 99,9%. Os
dados brutos do sequenciamento dos sete isolados de ChinNPV e os dados ap6s

0 pré-processamento das leituras estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Estatistica dos resultados do sequenciamento de isolados de ChinNPV -454 GS FLX Titanium (Roche)

Dados brutos (raw) / pré-processados (trimmed)
ChinNPV-IA  ChinNPV-IB ChinNPV-IC  ChinNPV-ID  ChinNPV-IE ChinNPV-IF  ChinNPV-IG

Total de sequéncias 34.988 98.111 22.049 27.315 38.281 28.602 26.295
30.731 85.950 16.979 21.148 33.684 22.083 23.021

Total de bases 18.976.875 53.386.536 11.987.411 14.885.363 20.751.970 15.573.433 14.270.445
11.035.431 30.667.888 7.001.048 8.623.971 12.051.794 9.047.100 8.265.091

Tamanho médio das sequéncias (pb) 542.38£65.33 54414 +67.16  543.67 +57.19 544.95%+62.07 542.10+67.48 544.49+58.64 542.71 +64.68
359,10 £123,30 356,81 £123,62 412,34 + 107,57 407,79 £110,30 357,79 +123,33 409,69 +110,47 359,02 + 123,03

Tamanho minimo (pb) 63 56 67 61 55 58 57

60 60 60 60 60 60 60
Tamanho méaximo (pb) 1.200 1.200 1.200 1.200 1.200 1.200 1.200

500 500 500 500 500 500 500
Conteudo médio de GC (%) 40.95 + 4.07 40.22 £ 4.22 39.77+4.30 40.27 +4.76 40.56 + 4.07 39.83+4.41 40.68 +4.17

39,86 £ 5,10 39,59 £5,24 39,62 £+ 4,93 40,13 +£5,38 39,57 £5,15 39,75 £ 5,08 39,75 +5,24

Total de sequéncias com N 14.058 (40.18 %) 39.335 (40.09 %) 4.688 (21.26 %) 6.382 (23.36 %) 15.645 (40.87 %) 6.193 (21.65%) 10.579 (40.23 %)
162 (0,53 %) 749 (0,87 %) 40 (0,24 %) 275 (1,30 %) 131 (0,39%) 149 (0,67%) 98 (0,43 %)

Maximo de Ns por sequéncia (%) 48 50 19 57 36 53 48
6 1 1 2 3 8 2

Dados pré-processados (trimmed) estdo sombreados.
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Inicialmente, as leituras pré-processadas dos sete isolados ChinNPV-I1A a
IG foram utilizados conjuntamente para a montagem De novo assembly
utilizando montador MIRA v. 4.0.2 (Chevreux et al., 2004). Os contigs obtidos
foram ordenados por Abacas (Assefa et al., 2009) utilizando como referéncia o
genoma de Chrysodeixis chalcites (Chch) NPV. O scaffold de aproximadamente
142 Kpb foi realinhado com as leituras pré-processadas de ChinNPV-IE
utilizando ferramenta Map to reference da plataforma Geneious v.6.1.8
(Drummond et al.,, 2014), a sequéncia consenso foi corrigida mantendo um
pareamento de bases de 50% e a sequéncia gendomica de ChinNPV-IE foi
determinada.

A montagem dos outros seis isolados foi realizada diferente da montagem
do isolado ChinNPV-IE. De novo assembly foi realizado individualmente para
cada isolado utilizando os programas Newbler Assembler v.2.8 (Roche) MIRA
v.4.0.2 (Chevreux et al., 1999) e Celera Assembler v.8.3 (Myers et al., 2000)
(Tabela 7). Os contigs obtidos de cada montagem foram compilados utilizando o
programa Geneious v.6.1.8 e entdo os scaffolds foram alinhados com o genoma
de ChinNPV-IE utilizando ferramenta Mauve v.2.0 do Geneious v.6.1.8 para

avaliacdo da montagem correta do genoma de cada isolado.

Tabela 7. Dados estatisticos da montagem dos genomas de ChinNPV
utilizando os programas: Newbler Assembler v.2.8, MIRA v.4.0.2 e Celera
Assembler v.8.3

ChinNPV

1A 1B IC ID IF €] Proramas
N° de contigs 30 52 21 101 26 12 Newbler

12 79 9 6 10 8 MIRA

33 26 12 5 7 6 Celera
N50 (pb) 90.270  135.889  89.450  34.022 32.387  21.691 | Newbler

30.508 8.823 28.902  29.209 22,728  31.413 MIRA

42.117  3.238 36.086 128.357 74.660  40.654  Celera
L50 1 1 1 2 2 2 Newbler

2 7 2 2 3 3 MIRA

2 7 2 1 1 2 Celera

N50: tamanho do Ultimo contig utilizado na somatéria dos tamanhos de contigs (ordenados de forma crescente) calculada
até que o resultado alcance valor igual ou maior que a metade do tamanho do genoma.

L50: ndmero de contigs com tamanho igual ou maior que N50



52

2.2.2. Anotacdo do genoma

A predicdo das ORFs foi realizada com ORF Finder (NCBI) e Geneious v.
6.1.8. As regides codantes foram selecionadas com mais de 50 aminoacidos a
partir do codon de inicio ATG e o minimo de sobreposicdes entre as ORFs. O
software Artemis (Rutherford et al., 2000) foi utilizado para visualizacdo e
anotacdao das ORFs preditas que foram confirmadas utilizando algoritmo
BLASTX (Altschul et al., 1997). Para a construcdo da Tabela 9 comparativa do
genoma de ChinNPV-IE com outros Alphabaculovirus, as porcentagens de
identidade entre os genes homadlogos foram calculadas por meio do alinhamento
utilizando o programa tBLASTn comvalor de corte de e-value 10e-50 (Altschul et
al., 1997). O genoma de ChinNPV foi comparado com 0s virus proximamente
relacionados ChchNPV e TnSNPV, com o virus Mamestra configurata (Maco)
NPV-B, que também pertence aos Alphabaculovirus do Grupo Il e com o
protétipo dos baculovirus, Autographa californica (Ac) MNPV, que pertence aos
Alphabaculovirus do Grupo I. O alinhamento global multiplo e o alinhamento par-
a-par do genoma de ChinNPV com o genoma dos quatro Alphabaculovirus
citados acima foram realizados utilizando software Mauve v. 2.0 implementado
no pacote Geneious v. 6.1.8 e LBDotView v.1.0 (Huang e Zhang, 2004),
respectivamente.

Sequéncias deduzidas de aminoacidos foram analisadas usando SignalP
v.4.1 (Petersen et al., 2011) e TMHMM v.2.0 (Sonnhammer et al., 1998; Krogh
et al., 2001) para a predicdo dos sitios de clivagem de peptideo sinal (SP) e

dominios transmembrana (TM), respectivamente.
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2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Descricao geral do genoma de ChinNPV-IE

O tamanho do genoma do DNA circular de ChinNPV-IE foi determinado
como sendo 139.132 pb (cobertura 30x) com um teor de GC de 39,3%, o0 que
esta em concordancia com o teor médio de GC dos Alphabaculoviruses do Grupo
Il (GC = 41,6%) (Miele et al., 2011). Foram identificados um total de 141 ORFs
preditas perfazendo ao todo 80% do genoma, que inclui 37 core genes e duas
ORFs Unicas de ChinNPV (Psin5 e Psin8) (Figura 10). Um grande namero de
ORFs, em torno de 54, nomeadas como unknown sdo proteinas hipotéticas.
Essas ORFs foram encontradas no genoma de outros baculovirus, entretanto,
sua atividade funcional ndo foi descrita até o momento e, portanto, possuem
funcdo desconhecida. As ORFs foram numeradas sequencialmente a partir do
gene da poliedrina com 69 ORFs no sentido horéario e 72 ORFs no sentido anti-

horério.
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Figura 10. Mapa circular do genoma de ChinNPV-IE. A direcdo de transcricdo das 141 ORFs preditas estdo representadas por
setas e, por convencao, a posicao das ORFs no genoma esta ordenada (pb) a partir do gene de polh.
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2.3.2. Gendmica comparativa de sete populacdes de ChinNPV

As sequéncias do genoma completo de sete isolados de ChinNPV (IA a
IG) foram sequenciadas, montadas, anotadas e o alinhamento global apresentou
heterogeneidade genética entre essas sete populacdes. Além disso, uma
mistura de genotipos dentro de um mesmo isolado foi observado, principalmente,
no genoma de ChinNPV-IB.

Os genomas dos sete isolados possuem entre 138.899 pb (ChinNPV-IB)
a 140.859 pb (ChinNPV-IC) e conteudo de CG de, aproximadamente, 39%
(Tabela 8). Comparado ao genoma de ChinNPV-IE, isolado viral utilizado como
referéncia, os genomas dos sete isolados possuem alta similaridade com
identidade de sequéncia nucleotidica entre 96,3% (ChinNPV-ID) a 99,4%
(ChinNPV-IF) (Tabela 8). Rearranjos estruturais como inversdes e translocacées
nao foram observados. Entretanto, indels (dele¢des ou insercdes), polimorfismos
de base unica (SNPs) e insercdes de pequenos fragmentos foram comuns.
Assim, foram contabilizados 1.995 mutacdes pontuais ao longo de todo o
genoma utilizando ChinNPV-IE como referéncia. Quanto a essas variacoes, é
interessante considerar que erros de sequenciamento, em especial, insercdes
de adeninas em regides homopoliméricas, sao inerentes a tecnologia 454
(Roche) e podem causar uma superestimativa do nimero de variacfes genéticas

entre o genoma dos sete isolados.

Tabela 8. Caracteristicas gerais dos genomas de isolados de ChinNPV

Caracteristicas ChinNPV

1A IB IC ID IE IF 1G
Tam. genoma (pb)  140.808 138.869 140.859 140.787 139.132  139.181 139.116
Conteddo GC (%) 39,2 39,2 39,2 39,2 39,3 39,2 39,2
Total de ORFs 142 141 142 142 141 141 141
% ID ChinNPV-IE 96,8 97,5 96,4 96,4 - 99,4 99,4
N° de genes bro 3 2 3 3 2 2 2

GenBank acesso KU669289 KU669290 KU669291 KU669292 KJ631622 KUG669293 KUG669294
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Embora as variagbes estejam bem distribuidas ao longo de todo o
genoma, 4 regides se destacaram por concentrar um grande numero de
polimorfismos e estdo apresentadas de acordo com sua localizacdo no genoma
de ChinNPV-IE. A primeira regido (3.300 - 5.700 pb) corresponde, em grande
parte, ao gene hoar. Semelhante ao que foi observado nos isolados de ChinNPV,
Bernal et al. (2013) também relatam uma alta variacdo genética presente no
gene hoar de cinco isolados de ChchNPV, virus proximamente relacionado
filogeneticamente a ChinNPV (Craveiro et al., 2013). A segunda regiao (29.500
- 29.850 pb) corresponde a regido intra-génica do gene bro-a. Os genes bro séo
considerados regifes hot spots para alta variabilidade e, apesar de bro-a
apresentar alta variacdo, os outros 2 genes bro (bro-b e bro c¢) encontrados no
genoma de ChinNPV ndo apresentaram diversidade genética significativa. A
terceira regido (103.975 e 105.780 pb) corresponde a regido inter-génica dos
genes pif-3 e sod29. Nessa regido, uma insercao de aproximadamente 1.700 pb
introduziu um gene bro nos genomas dos isolados ChinNPV-IA, ChinNPV-IC e
ChinNPV-ID. Desta forma, o genoma dos isolados ChinNPV-IB, -IE, -IF e IG
apresentam duas copias do gene bro (bro-a e bro-b) enquanto que os outros
isolados possuem um gene bro a mais com a aquisicdo de bro-c em seus
genomas (Tabela 8). A quarta regido (132.320 a 135.670 pb) corresponde a
regido inter-génica dos genes arif-1 e F protein. Nessa regido esta contido o gene
pif-2 que foi descrito por ser altamente variavel entre os isolados de ChinNPV
(Craveiro et al., 2013). Esses dados indicam que, apesar do gene pif-2 ser
altamente conservado nos baculovirus (Miele et al., 2011), a hipervariabilidade
desse gene nos genomas dos isolados de ChinNPV pode estar sendo favorecida
pela sua localizacdo em uma regido genémica suscetivel a variacdes genéticas.

A arvore filogenética construida com base na sequéncia gendmica dos
isolados de ChinNPV utilizando método Neighbor Joining - NJ (Figura 11)
apresentou topologia similar a arvore filogenética construida com base em genes
conservados descrita em estudos anteriores (Craveiro et al., 2013). Os isolados
ChinNPV-IB, -IC e —ID agruparam em um clado separado dos isolados ChinNPV-
IE, IF e —IG, topologia semelhante a apresentada por Craveiro et al. (2013).
Entretanto, o isolado ChinNPV-IA, que previamente foi agrupado aos isolados
ChinNPV-IE, -IF e —IG (Craveiro et al.,, 2013), nd0o agrupou aos outros seis

isolados formando um clado em separado. Considerando que este isolado,
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ChinNPV-IA, difere acentuadamente quanto a regido geografica (Guatemala),
cultura (algodao) e safra (1972) dos outros seis isolados obtidos de larvas
coletadas em plantacées de soja em diferentes regides brasileiras, safras de
2006 a 2008, é de se esperar que ChinNPV-IA ndo agrupe aos outros isolados.
Assim, a topologia obtida sugere que os isolados brasileiros apresentem

ancestral comum diferente do isolado ChinNPV-IA.
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Figura 11. Arvore filogenética (NJ) baseada em sequéncias de genomas
completos de sete isolados de ChinNPV (lA a IG). Topologia similar a descrita

por Craveiro et al. (2013).

2.3.3. Comparagéo de ChinNPV-IE com outros Alphabaculovirus

O genoma de ChinNPV-IE foi comparado com os Alphabaculovirus
ChchNPV, TnSNPV, MacoNPV-B (Grupo Il) e com a espécie-tipo ACMNPV
(Grupo 1) (Tabela 9 e Tabela 9). Como esperado, 0s virus proximamente
relacionados ChinNPV-IE, ChchNPV e TnSNPV compartiiham tamanho de
genomas semelhantes possuindo alta similaridade de sequéncias nucleotidicas
(Craveiro et al., 2013). No entanto, o genoma de ChinNPV-IE é 4.738 pb maior
gue TnSNPV e 10.490 pb menor que ChchNPV (Tabela 9). O alinhamento total
do genoma de ChinNPV-IE comparado com ChchNPV, ThnSNPV, MacoNPV-B e
ACMNPV revelou ChinNPV-IE colinear a ChchNPV e TnSNPV, mas nao a
MacoNPV-B e AcMNPV (Figura 12). O alinhamento mdultiplo do genoma
completo de ChinNPV-IE utilizando o programa Mauve v. 2.0 apresentou 18
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regides de colinearidade local com sequéncias homélogas comuns a outros
Alphabaculovirus analisados (Figura 13). Regides invertidas relativas ao genoma
de ChinNPV-IE foram observadas na maior parte da sequéncia gendmica interna
do genoma de MacoNPV-B (Figura 12D). Os genes de ChinNPV-IE
apresentaram homologia com 82 ORFs de AcMNPV, 110 ORFs de MacoMNPV-
B, 134 ORFs de ChchNPV e 122 ORFs de TnSNPV (Tabela 9). As ORFs
relatadas como unicas de ChchNPV (Chch-24, -34, -36 e -90) e TnSNPV (Tn-36
e -62) apresentaram homologia com ChinNPV-IE ORF-25, -35, -36, -88 e
ChinNPV-IE ORF-40 e -65, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9. Caracteristicas do genoma de ChinNPV-IE comparadas com as
de outros Alphabaculovirus

Caracteristicas Alphabaculovirus

ChinNPV-IE AcMNPV MacoNPV-B ChchNPV TnSNPV
Tamanho do genoma (pb) 139,132 133,894 158,482 149,622 134,394
Contetdo GC (%) 39.3 40.7 40.0 39.1 39.0
Total de ORFs 140 156 168 151 145
Sequéncia codante (%) 80 91 89 83 95
Sequéncias hr - 9 4
Genes bro 2 1 7 4 2
Média % ID a.a com ChinNPV - 48.6 47.8 73.1 745
Homélogos em ChinNPV - 82 110 134 122
ORFs Unicas de ChinNPV 2

N° de acesso do GenBank KJ631622 L22858  AY126275  AY864330 DQO017380




Tabela 10. Comparacédo das 141 ORFs putativas de ChinNPV-IE com

genes homélogos nos Alphabaculovirus
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ChinNPV Homadlogos (ORF; %I1D)

Tamanho
ORF Nome Posicéo (nt) AcCMNPV | ChchNPV | TnSNPV MacoNPV-B
1 polh 1-741 741 8 88,84 |1 96,34 | 1 9512 |1 92,28
2 orf1629 738<1,937 1,200 9 396 (2 7698 |2 6223 2 28,16
3 pK1 1,961—2,779 819 11 42,57 | 3 95,22 | 3 92,65 |3 50,00
4 hoar 2,804—4,822 2,019 - 4 57,20 |4 55,17 |4 22,62
5 unknown 5,401—5,916 516 - - - -
6 unknown 6,016—6,195 180 152 59,62 | - - -
7 unknown 6,338—7,312 975 - - 7 31 -
8 unknown 7,325—7,624 300 - - - -
9 odv-e56/pif-5  7,721—8,797 1,077 148 5122 6 75,98 8 8184 6 51,57
10 me53 8,896<9,999 1,104 139 2457 |7 89679 8668 |7 40,72
11 exon-0/ie-0 10,298—11,248 951 141 3472 /8 792510 7405 |167 39,08
12 p49 11,265—12,689 1,425 142 51,44 11 96,84 |11 96,42 166 62
13 odv-e18 12,699—12,944 246 143 56,9 12 53,09 12 54,32 165 56,7
14 odv-ec27 12,985—13,866 882 144 5254 13 93,81 13 89,19 164 61,72
15 unknown 13,872—14,153 282 145 46,7514 89,25 |14 8280 163 55
16 unknown 14,203—14,826 624 146 3333 /15 80,19 |15 76,33 162 44
17 ie-1 14,865—17,207 2,343 141a 34,72 |16 66,38 |16 82,60 | 161 36,10
18 p74/pif-0 17,320—19,296 1,977 138 5354 17 91,34 17 90,47 159 54,68
19 p10 19,350-19,616 267 - 18 86,67 |18 90,91 | 158 51,35
20 p26a 19,66820,519 852 136 33,73 /19 79,93 |19 78,09 | 157 57,32
21 unknown 20,680—20,979 300 29 37 20 9293 120 9596 |156 53
22 lef-6 21,007+-21,478 472 28 35 21 6951 |21 7530 155 44,03
23 dbp 21,49-22,473 984 25 30,26 |22 74,14 22 84,29 154 32,64
24 unknown 22,572—23,003 432 26 33 23 61,70 |23 64,79 |153 37
25 unknown 23,058—24,329 1,272 - 24 48,36 | - -
26 unknown 24,42325,165 743 34 3239|25 6733 24 6219 |152 59
27 vubi 25,175—25,408 234 35 6842 |26 97,40 25 100,00 | 151 70,15
28 unknown 25,405—25,635 231 - 27 8082 25b 7432 150 34
29 39K 25,719+-26,696 978 36 3404 |28 7393 26 7156 |149 4521
30 lef-11 26,67127,138 468 37 4138 |29 7742 27 76,36 |148 60,00
31 unknown 27,090+-27,821 732 38 60,64 |30 8351 28 8502 |147 71
32 unknown 27,96228,489 528 63 22,7531 5829 29 68,00 | -
33 bro-a 28,758—30,152 1,395 - 55 51 - 20 5354
34 p47 30,905+32,098 1,194 40 54,76 1|33 92,73 31 92,70 144 65,00
35 unknown 32,298—33,053 756 - 34 5311 |- -
36 unknown 33,168+-33,758 591 - 36 37,61 - -
37 lef-8 34,016-36,844 2,829 50 53,10 37 80,91 33 8091 140 67,15
38 bjdp 36,868—37,905 1,038 - 38 76,19 134 80,71 139 30,11
39 iap-3 37,972+38,820 849 27 3160 (39 71,48 35 74,37 |138 33,33
40 unknown 38,978—39,154 177 - - 36 5254 |-
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131 lef-1 123,440—124,081 642 14 4439 138 79,91 130 88,32 30 51,15
132 unknown 124,121—124,582 462 - 139 60,00 | 131 52,98 |-
133  ptp2 124,584—125,081 498 - 140 85,28 132 87,12 |33 48,65
134 egt 125,241—-126,806 1,566 17 49,31 | 141 93,78 | 133 90,79 34 65,83
135  unknown 127,010—127,588 579 - 142 86,26 135 79,12 |35 33
136 unknown 127,771130,542 2,772 - 143 75,19 - 37 33
137 pkip 131,117—131,620 504 - 146 85,63 | 139 78,44 |40 39,52
138 arif-1 131,695132,675 981 21 26,06 | 147 59,27 1 140 58,91 |42 34,15
139  pif-2 132,670—134,091 1,422 22 59,33 148 93,15 141 88,77 43 63
140 f protein 134,217136,193 1,977 23 21,90 | 150 94,10 143 92,44 '8 41
141  rrl 136,539—138,884 2,346 - 151 83,80 144 83,92 168 54,12
As linhas sombreadas em cinza indicam os core genes.
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Figura 12. Matriz de similaridade entre os genomas de ChinNPV-IE e de
ChchNPV (A), TnSNPV (B), AcMNPV (C) e MacoNPV-B (D). Andlise de dot plot
utilizando o programa LBDotView software v.1.0. Os pontos representam as
regibes homologas entre os genomas, sendo a cor azul na orientagdo direta e
vermelha na orientagdo do complemento inverso do genoma de ChinNPV-IE.
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Figura 13. Alinhamento multiplo do genoma completo de ChinNPV-IE (A) com os Alphabaculovirus ChchNPV (B), TnSNPV
(C), MacoNPV-B (D) e AcMNPV (E) usando o programa Mauve v. 2.0. As linhas e blocos coloridos conectam regides de
colinearidade local (Local Collinear Blocks — LCB) em que blocos de cores idénticas indicam regides homologas compartilhadas por
dois ou mais genomas. LCBs abaixo da linha preta horizontal indicam possiveis rearranjos do tipo inversdo em relacdo a ChinNPV-
IE. Os nimeros mostram a posi¢ao dos nucleotideos no genoma de cada virus (pb).
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2.3.4. Replicacéo, transcricdo e genes estruturais

Os genes de baculovirus sédo classificados com base em suas funcgdes
durante o ciclo de infec¢ao viral como: replicacdo de DNA, transcricao de RNA,
proteinas estruturais de ODVs e BVs e proteinas envolvidas na infectividade oral
(Miele et al., 2011). Os mecanismos de replicagdo do genoma de baculovirus
ndo sao totalmente compreendidos. Vérios estudos tém sido desenvolvidos para
tentar identificar os genes responséaveis pela replicacdo e traducao do DNA viral.
Genes homologos aos fatores essenciais de replicacdo do DNA como late
expression factor 1 (lef-1), lef-2, lef-3, DNA polimerase (dnapol), p6.9, 38K,
helicase (hel) e immediate early 1 (ie-1) estdo todos presentes no genoma de
ChinNPV-IE. Além disso, o genoma de ChinNPV-IE contém genes homologos
aos genes proliferating cell nuclear antigen (pcna), major early-transcribed
protein 53 (me53), DNA binding protein (dbp), alkaline exonuclease (alkexo) e
exon-0 / ie-0, que sdo conhecidos por estarem envolvidos na replicagdo do DNA
viral. Entretanto, estes genes ndo estdo descritos em todos os baculovirus
(Mikhailov et al., 2003; Ferrelli et al., 2012).

O sistema de transcricado de ACMNPYV é ativado em duas principais fases.
Na primeira fase, os genes lef-4, lef-8, lef-9 e p47 sé&o transcritos para codificar
as quatro subunidades do complexo da RNA polimerase viral (Guarino et al.,
1998). Este complexo atua sobre a transcricdo de genes e processamento do
MRNA, incluindo a adi¢gao do 5’-cap e da cauda poli-A. Em seguida, os fatores
de ativagao de transcricdo lef-5 e very late factor 1 (vIf-1) sé@o transcritos (van
Oers e Vlak, 2007). Homologos a todos estes genes também foram encontrados
no genoma de ChinNPV-IE. Além disso, alguns genes que, supostamente, ndo
sdo essenciais e estdo envolvidos na regulacdo da transcricdo de ACMNPV,
estdo também presentes no genoma de ChinNPV-IE: lef-6, lef-11, 39K, lef-10 e
protein kinase 1 (pk1).

O genoma de ChinNPV-IE possui 28 genes pertencentes a baculovirus
gue codificam proteinas estruturais. As proteinas estruturais das particulas virais
sao codificadas pelos genes poliedrina (polh), orf1629, pkl, occlusion derived
virus envelope protein 18 (odv-el18), occlusion derived virus enveloped capsid
protein 27 (odv-ec27), pl0O, viral protein 1054 (vpl054), few polyhedra
protein/25k (fp25k), desmoplakin, 41-kDa glycoprotein (gp4l), telokinin-like
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peptide 20 (tlp20), viral protein 91 (vp91/p95), vp39, p33, odv-e25, p87/vp80,
odv-ec43, odv-e66, pl13, calyx/polyhedrin enveloped protein (calyx/pep), p24, per
os infectivity factor O (p74/pif-0), pif-1, pif-2, pif-3, odv-e28/pif-4, odv-e56/pif-5 e
protéina de fusao (F protein). Os seis genes PIF que sdo constituintes das ODVs
e estdo envolvidos na infectividade oral apresentaram alta similaridade com as
sequéncias PIFs de ChchNPV e TnSNPV. O género Alphabaculovirus é
subdividido em Grupos | e Il, com base no conteudo de genes, em patrticular, a
proteina de fusdo das particulas BVs: GP64 e proteina F, respectivamente.
ChinNPV-IE, um Alphabaculovirus Grupo Il, possui, como esperado, 0 gene

homélogo a proteina F.

2.3.5. Metabolismo de nucleotideos e reparacdo de DNA

Os Alphabaculovirus Grupo Il e Betabaculovirus codificam genes
envolvidos na biossintese de nucleotideos. ChinNPV possui 0s genes que
codificam a ribonucleotide reductase (RR) grande (RR1) e pequena (RR2) e as
subunidades da proteina dUTPase. As proteinas RR séo enzimas envolvidas na
formacéo de desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos (Rohrmann, 2013). A
proteina dUTPase é responsavel por impedir a incorporacdo de dUTP no DNA
mutado (Herniou et al., 2003; Rohrmann, 2013). Poly (ADP-ribose) polimerase
(PARP) e glico-hidrolase poli ADP-ribose (PARG) sao enzimas envolvidas na
sintese de riboses ADP que ativam e recrutam enzimas de reparo de DNA (Miwa
et al., 1974; Chen et al., 2001). Embora tenha sido relatado que os
Alphabaculovirus Grupo Il codificam homélogos de PARG (Rohrmann, 2013),
esse gene néo foi identificado no genoma de ChinNPV.

A CPD fotoliase, codificada pelo gene DNA fotoliase (phr), atua no reparo
de danos no DNA do tipo dimeros de pirimidina ciclobutano induzidos pela
radiacdo ultravioleta (UV). O gene phr foi identificado no genoma de ChinNPV
entretanto mais estudos serdo necessarios para confirmar e investigar a

atividade dessa enzima.

2.3.6. Genes auxiliares

Os genes auxiliares ubiquitina viral (vubi), catepsina (v-cath), quitinase
(chiA), 37 kDa-glicoproteina (gp37), conotoxina (ctl), superoxido dismutase 29
(sod29), fatores de crescimento de fibroblastos (fgf), fosfotirosina fosfatase (ptp),

transferase de glucose ecdisona (egt), fator de infectividade do rearranjo de
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actina 1 (arif-1), inibidor de apoptose 2 (iap-2), iap-3 e p35/p49 foram
encontrados no genoma de ChinNPV. Os genes auxiliares ndo sao essenciais
para a replicacdo do DNA, traducédo ou formacéao de particulas virais. No entanto,
estes genes conferem vantagens seletivas ao virus como foi observado em
homologos dos genes auxiliares de ChinNPV descritos na literatura. A atividade
dos genes chiA e v-cath é claramente perceptivel em larvas de C. includens
infectadas com ChinNPV, em que essas proteinas causam degradacédo e
liquefacdo do cadaver do hospedeiro (Zhu et al., 2013; Mu et al., 2014). Os genes
fgf, ptp e egt foram relatados por estar envolvidos no comportamento hiperativo
do inseto-hospedeiro aumentando a motilidade larval, impedindo a muda e
prolongando a vida do inseto (Nguyen et al., 2013). O gene ptp foi previamente
relatado apenas nos Alphabaculovirus Grupo | (Nguyen et al., 2013; Rohrmann,

2013), no entanto, esse gene também esta presente no genoma de ChinNPV.

2.3.7. Homologous regions (hrs) sdo ausentes no genoma de ChinNPV-IE

Homologous regions (hrs) sdo sequéncias repetitivas com ndcleo de
palindromes imperfeitos que se distribuem no genoma como Unicos ou dispostos
em tandem. Estas sequéncias repetitivas estdo presentes no genoma de
baculovirus e outros virus de invertebrados proximamente relacionados (van
Oers e Vlak, 2007). Estas regides atuam como fatores de transcricdo de genes
precoce em NPVs e/ou podem agir como origens de replicacdo em NPVs e GVs
(Pearson e Rohrmann, 1995; Kuzio et al., 1999; Pang et al., 2001; Liu et al.,
2015). Além disso, as hrs estdo envolvidas com sitios de recombinacéo
homéloga sendo regides com alta sucetibilidade a variagbes genéticas
(Hayakawa et al.,, 1999). A presenca de hrs é uma caracteristica comum
encontrada nos genomas dos virus pertencentes aos quatro géneros da familia
Baculoviridae (Ferrelli et al.,, 2012). No entanto, regides hrs n&o foram
encontradas no genoma de ChinNPV, como também relatado em Buzura
supressaria NPV (BusuNPV), ChchNPV, TnSNPV e Agrotis segetum GV
(AgseGV) (Faulkner et al., 1997; Willis et al., 2005; Hilton e Winstanley, 2008;
Zhu et al., 2014).

2.3.8. Genes bro de ChinNPV
O genoma de ChinNPV contém dois baculovirus repeated ORFs (genes

bro), nomeados de acordo com sua ordem no genoma: bro-a (ORF-33) e bro-b
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(ORF-69). Os genes bro geralmente ocorrem em Alpha-, Beta- e
Gammabaculovirus, variando em numero de copias e tamanho entre os virus
(Kang et al., 1999; Kuzio et al., 1999; lyer et al., 2002; Bideshi et al., 2003; Zhou
et al., 2012b). Estes genes foram inicialmente relatados nos baculovirus e,
posteriormente, homologos aos genes bro foram identificados em outros virus
de insetos de dsDNA como os entomopoxvirus e entomoiridovirus (Afonso et al.,
1999; Bawden et al., 2000; Jakob et al., 2001). Proteinas BRO apresentam o
dominio altamente conservado N-terminal (BRO-N) de ligacdo ao DNA nos
primeiros 100-150 a.a e o dominio C-terminal (BRO-C) variavel (Zemskov et al.,
2000; lyer et al.,, 2002). As funcdes das proteinas BRO ndo estdo bem
elucidadas, entretanto foi proposto que essa proteina pode estar envolvida na
replicacdo de DNA e/ou regulacdo da transcricdo do hospedeiro e atuar como
fator de replicacdo viral na fase tardia (Kang et al., 1999; Zemskov et al., 2000;
lyer et al., 2002; Bideshi et al., 2003). Mesmo tendo uma delecéo de 425 pb (386-
811 nt) (~ 140 aa), o gene bro-b de ChinNPV compartilha 72% de identidade com
0 gene bro-b de ChchNPV. O gene bro-a de ChinNPV apresentou maior
similaridade com o gene bro-m de Lymantria xylina MNPV e bro-m de Mamestra
brassicae MNPV com 58 e 53% de identidade, respectivamente. Em contraste
com a proteina BRO-B que apresentou um unico dominio BRO-N, a proteina
BRO-A de ChinNPV contém dois dominios BRO-N [Pfam: PF02498] na posicdo
de 14 a118 e 139 a 234 aminoacidos. Além disso, a proteina BRO-A de ChinNPV
contém um dominio de funcdo desconhecida DUF3627 [Pfam: PF12299] na
posicdo de 334 a 423 aminoacidos. Embora ChinNPV, ChchNPV e TnSNPV
estejam intimamente relacionados, 0s seus genes bro ndo apresentaram alta

similaridade.

2.3.9. ORFs unicas de ChinNPV

Duas ORFs putativas, Psin5 e Psin8, foram identificadas e séo exclusivas
do genoma de ChinNPV. Essas ORFs nao apresentaram similaridade
significativa com outras ORFs de baculovirus até entdo descritas e exibem
dominios conservados preditos por InterProScan 5. Psin5 codifica uma proteina
de 172 aminoéacidos (a.a.) com massa molecular de 18,73 kDa que apresenta
baixa similaridade com um transdutor de sinal e ativador de transcricdo de

proteinas nas espécies aviarias, Pseudopodoces humilis [GenBank:
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XP_005533966] (%ID=80%, cobertura=40% e e-value=3E-12). Psin8 codifica
uma proteina de 150 a.a. e 11,9 kDa e ndo apresenta similaridade significativa
(p> 0,01) com nenhum gene presente no banco de dados GenBank. O motivo
promotor tardio TAAG combinado com o promotor precoce TATA (TATAAGG
motivo) foi identificado a cerca de 100 pb a montante do cddon de inicio de
ambos os genes Psin5 e Psin8 (5031 e 7219 pb, respectivamente). Acredita-se
gue esses promotores podem ser transcritos tanto pela RNA polimerase 1l do
hospedeiro quanto pela RNA polimerase viral, sugerindo que estes genes podem
ser expressos na fase precoce e tardia da infecgdo. A busca por familias de
proteinas, dominios e sitios funcionais identificou dominios transmembrana nas
duas proteinas Psin5 e Psin8. Usando TMHMM v 2.0, foram preditas hélices
transmembrana nas posicées 79-10laa e 148-170aa na proteina Psin5 e na
posicdo 69-91aa na proteina Psin8 (Figura 14). Mais estudos serdo necessarios
para caracterizar a expressao desses genes e a funcdo dessas duas novas
proteinas encontradas em ChinNPV.

Este é o primeiro relato da organizacdo e descricdo gendmica do
baculovirus patogénico a C. includens. A sequéncia do genoma completo de sete
isolados de ChinNPV apresentaram entre 138.869 pb e 140.859 pb e sao
altamente similares com identidade maior que 96%. Entretanto, variacfes
pontuais foram identificadas e foi observada uma insercao correspondente ao
gene bro nos genomas de ChinNPV-IA, ChinNPV-IC e ChinNPV-ID totalizando
142 ORFs nos genomas desses isolados, uma ORF a mais do que o numero
encontrado nos outros isolados analisados. O genoma de ChinNPV néo contém
sequéncias hrs tipicas de baculovirus e possui duas ORFs com dominios

transmembrana preditos (Psin5 e Psin8) que sdo exclusivas desse virus.
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Figura 14. Hélices transmembrana preditas a partir das sequéncias
deduzidas de aminoacidos das ORFs Unicas de ChinNPV. As hélices
transmembrana foram preditas da sequéncias proteicas das (A) ORF-5 e (B)
ORF-8 de ChinNPV utilizando o programa TMHMM v. 2.0 e estdo indicadas em
vermelho entre 79 e 101, 148 e 170 aminoacidos em Psin5 e entre 69 e 91
aminoacidos em Psin8.
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2.4. Conclusoes

e Este estudo € o primeiro relato da descricdo gendmica detalhada de
ChinNPV.

e Os genomas de ChinNPV (-IA a —IG) possuem tamanho variando de
138.869 pb (ChinNPV-IB) a 140.859 pb (ChinNPV-IC) com contetudo de
CG de ~39%.

e O genoma de ChinNPV-IE possui 141 ORFs putativas: 37 core genes de
baculovirus; 100 genes encontrados em outros baculovirus; 2 genes bro
(bro-a ORF-33 e bro-b ORF-69); duas ORFs unicas de ChinNPV (Psin5
e Psin8).

e Homologous regions (hrs) nao foram identificadas no genoma de
ChinNPV, embora essas regides repetidas estejam presentes no genoma
da maioria dos baculovirus.

e As duas ORFs exclusivas do genoma de ChinNPV (Psin5 e Psin8)
codificam proteinas que apresentam hélices transmembrana preditas pelo
programa TMHMM v 2.0.

¢ Os genomas dos sete isolados possuem alta similaridade com identidade
minima de 96,4% (ChinNPV-IC e ID).

¢ Ha uma heterogeneidade genética entre os isolados de ChinNPV com a
presenca de indels, polimorfismos e pequenas inser¢cdes ao longo de todo
0 genoma.

e Os genomas de ChinNPV-IA, -IC e —ID apresentaram, além das ORFs de
bro-a e bro-b, uma ORF a mais correspondente ao gene bro-c.

e O genoma de ChinNPV é colinear e apresenta alta similaridade com os
genomas de ChchNPV e ThSNPV.

e ORFs relatadas como unicas a ChchNPV e TnSNPV foram encontradas

no genoma de ChinNPV.
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CAPITULO 3: Identificagso do gene p26 e sua evolucg&o na

familia Baculoviridae

Este capitulo é parte do estudo de um artigo publicado em BMC Genomics (2015) 16: 27:
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3.1. Introducéo

No virus Autographa californica MNPV, 0 gene p26 é um gene expresso
na fase precoce da infeccdo e codifica uma proteina de 240 residuos de
aminoacidos (Liu et al., 1986). Esse gene se localiza na regido montante ao
gene pl0 ao qual se sobrepde compartilhando o mesma sequéncia 5’ terminal
(Raykin et al., 1986).

Até o momento, ha poucos estudos que relatam a caracterizacdo e a
atividade funcional do gene p26 nos baculovirus. Portanto, a funcdo do gene p26
nao é bem conhecida na familia Baculoviridae.

Estudos iniciais relataram que a delecdo da regido final 3’ do gene p26
nao causou efeitos na replicagéo viral in vitro e in vivo (Rodems e Friesen, 1993;
Simon et al., 2008). Além disso, ndo foi identificada a presenca da proteina P26
nas particulas ODVs indicando que essa proteina ndo estd envolvida no
processo de infeccao oral de baculovirus (Braunagel et al., 2003).

Posteriormente, Simoén et al. (2008) mostraram que o gene p26 nado é
requerido para a replicagdo do DNA e ndo é essencial para a infecgdo oral em
AcCMNPV.

Em estudo de um mutante de AcCMNPV com os genes pl10, p26 e p74
deletados foram observadas particulas OBs sem a presenca de virions oclusos.
Nos ensaios de delecéo individual de genes foi sugerido que pl0, p26 e p74
estariam, em agao conjunta, envolvidos na regulacdo do processo de oclusdo
dos virions nas particulas OBs (Wang et al., 2009).

Desta forma, foi proposto que a delecdo do gene p26 néo influencia
significativamente na infectividade, viruléncia e producédo das particulas OBs
atuando como gene auxiliar com efeitos sutis na replicacdo e transmissao do
virus.

Recentemente, estudos em Spodoptera exigua NPV relataram os efeitos
da delecao individual dos genes Se87 e Sel29, duas copias homodlogas do gene
p26 presentes no genoma desse virus. A dele¢do do gene Se87 ndo apresentou
efeito significativo, entretanto, a delecdo de Sel29 resultou na diminuicdo da
patogenicidade das particulas OBs em Spodoptera exigua NPV (Serrano et al.,
2015).
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Neste trabalho, o gene p26 foi identificado em todos os genomas
sequenciados de NPVs e investigada sua evolu¢do na familia Baculoviridae

utilizando ferramentas de bioinforméatica.

3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Determinacao e caracterizacdo da sequéncia nucleotidica do gene
p26 de baculovirus

As sequéncias de aminoacidos do gene p26 de todos os baculovirus
sequenciados e depositados no GenBank foram determinadas e suas posi¢cdes
gendmicas foram identificadas sendo categorizadas em 3 diferentes posicoes:
posicdo 1 adjacente ao gene pl0, posicdo 2 adjacente ao gene iap-2 e posicao
3 adjacente aos genes ptpl e ptp2. As propriedades fisico-quimicas como ponto
isoelétrico (pl), peso molecular (Altschul et al.) e composi¢cdo de aminoacidos
foram calculadas utilizando a ferramenta computacional ProtParam Tool v. 3.2.1
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) para todas as proteinas P26 de
baculovirus. Para a predicdo de hélices transmembrana e predicdo da presenca
e localizacao de sitios de clivagem de peptideo sinal foram utilizados softwares
TMHMM Server v.2.0 (Sonnhammer et al., 1998; Krogh et al., 2001) e SignalP

v.4.1 (Petersen et al., 2011), respectivamente.

3.2.2. Andlise filogenética da proteina P26

As sequéncias de aminoacidos das proteinas P26 de baculovirus foram
alinhadas utilizando MUSCLE v.3.5 (Edgar, 2004) e analisadas pelo método da
Inferéncia filogenética Bayesiana (IB) utilizando o programa MrBayes v.3.1.2
(Huelsenbeck e Ronquist, 2001) para a realizagao da analise evolutiva do gene
p26 dentro da familia Baculoviridae. Para determinacdo do modelo de evolucdo
mais apropriado as sequéncias peptidicas foi utilizado o programa ProtTest
(Abascal et al., 2005). O modelo LG (Le e Gascuel, 2008) foi selecionado por
apresentar o melhor ajuste para o conjunto de dados das sequéncias de P26. O
programa MrBayes n&o suporta o modelo de evolucédo LG, portanto, definicdes
de probabilidade foram obtidas pelo comando aamodel=mixed rates=invgamma,
0 que permitiu a determinacao do melhor modelo de substituicdo para o conjunto

de dados em analise. O algoritmo Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC)
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foi iniciado a partir de uma arvore aleatéria e cinco Cadeias de Markov foram
processadas para 600.000 geragdes (p <0,01) amostradas a cada 100 geracoes.
Nas andlises, foram descartadas 25% das amostras iniciais (burn-in) e o restante
utilizado para determinar as distribuicdes dos valores de probabilidade posterior
e para o calculo da arvore consenso. A edi¢cdo das arvores foi realizada com o

auxilio dos programas FigTree v.1.3.1 e Inkscape v. 0.48.

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. As proteinas P26 de baculovirus se correlacionam de acordo com o
contexto de seu posicionamento genémico

O gene p26 esta presente em numero variado no genoma de todos os
Alphabaculovirus Grupos | e I, exceto no virus Spodoptera littoralis multiple
nucleopolyhedrovirus, SpliNPV [GenBank: AF325155] em que nao foi
identificado o gene p26. No entanto, a maioria dos virus com mais de uma cépia
do gene p26 pertence aos Alphabaculovirus Grupo Il. Além dos baculovirus, esse
gene foi também identificado em Anomala cuprea entomopoxvirus
[GenBank:BAO49539] (Mitsuhashi et al., 2014)

Os genes p26 foram identificados nos genomas dos baculovirus até entéo
sequenciados e depositados no GenBank e verificou-se que, dentre os 27
Alphabaculovirus Grupo |l analisados, 18 apresentaram mais de uma copia do
gene p26. No entanto, nas sequéncias gendémicas dos Alphabaculovirus Grupo
I, apenas Choristoneura fumiferana (Cf) MNPV, Choristoneura occidentalis
(Choc) NPV e Choristoneura rosaceana (Salmela e Schréder) NPV
apresentaram duas sequéncias homadlogas ao gene p26 (Tabela 11).

A analise de posicionamento do gene p26 no genoma dos baculovirus
mostrou que as posi¢cdes desse gene nos Alphabaculovirus coincidiram com o
grupo (Grupos | e 1l) ao qual o virus pertence: nos Alphabaculovirus contendo
uma unica copia, o0 gene p26 é conservado na posi¢ao adjacente ao gene p10
(posicao 1); a segunda copia de p26 é conservada adjacente aos genes ptpl e
ptp2 nos Alphabaculovirus Grupo | (posi¢céo 3) e na posi¢cédo adjacente ao gene
iap-2 nos Alphabaculovirus Grupo Il (posigéo 2) (Tabela 11).

O ponto isoelétrico (pl) e peso molecular (Altschul et al.) da sequéncia

deduzida de aminoacidos da proteina P26 dos Alphabaculovirus com genomas
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contendo duas cépias foram calculados e apresentaram valores coincidentes
com seu posicionamento gendmico. Proteinas P26 encontradas na posigao 1
possuem pl médio de 6,7 £ 0,76 e PM médio de 30.526 + 2.387; proteinas P26
na posicao 2 possuem pl médio de 8,2 £ 0,71 e PM médio de 27.354 + 1.306; e
proteinas P26 na posicdo 3 possuem pl médio de 9,5 + 0,07 e PM médio de
30.113 + 24. Os valores médios foram analisados utilizando o teste t- Student e
as médias dos pl apresentaram diferenca significativa (p <0,05) entre as trés
posicdes (Figura 15). A diferenca de ponto isoelétrico sugere que a sequéncia
de P26 na posicdo 3 apresenta os aminoacidos mais basicos do que nas
posicoes 1 e 2.



Tabela 11. Sequéncias de aminoacidos utilizadas na analise filogenética

da proteina P26
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Posicéo

(ORF/Peptideo sinal)

Alphabaculovirus Abreviatura __ GenBank 12 2° 3
Grupo |
136/
Autographa californica NPV AcMNPV L22858 Néo - -
120/
Bombyx mandarina NPV BomaNPV FJ882854 | Nao - -
121/
Bombyx mori NPV BmNPV L33180 Né&o - -
AY14547 129/
Rachiplusia ou MNPV RoMNPV 1 Né&o - -
DQ48603 | 127/
Antheraea pernyi NPV AnpeNPV 0 Né&o - -
DQ81366 |132/
Anticarsia gemmatalis MNPV AgMNPV 2 Néo - -
Choristoneura fumiferana DEF AY32740 |130/
MNPV CfDEFMNPV |2 Né&o - -
128/
Choristoneura fumiferana MNPV CfMNPV AF512031 | Nédo - 7/Sim
Choristoneura murinana NPV ChmuNPV KF894742 |22 / Nao |- -
143/
Choristoneura occidentalis NPV ChocNPV KC961303 |21/ Néo |- Sim
145/
Choristoneura rosaceana NPV ChroNPV KC961304 | 22 / Ndo |- Sim
AY04326 [119/
Epiphyas postvittana NPV EppoNPV 5 Nao - -
Hyphantria cunea NPV HycuNPV AP009046 |21/ Néo |- -
104/
Maruca vitrata NPV MaviNPV EF125867 | Nao - -
132/
Orgyia pseudotsugata MNPV OpMNPV U75930 Nao - -
DQ45700 |132/
Plutella xylostella MNPV PIxyMNPV 3 Nao - -
133/
Thysanoplusia orichalcea NPV ThorNPV JX467702 | Nao - -
Grupo 11
Adoxopyes honmai NPV AdhoNPV AP006270 | 31/Sim |- -
Adoxophyes orana NPV AdorNPV EU591746 |30/ Sim | - -
100/
Agrotis ipsilon MNPV AgipMNPV EU839994 | 149 / Sim | N&o -
DQ12384
Agrotis segetum NPV AgseNPV 1 142/ Sim |94/ Néo |-
Apocheima cinerarium NPV ApciNPV FJ914221 |102/Sim |40/ Néao |-
Buzura suppressaria NPV BusuNPV KF611977 |8/Sim |52 /Néo |-
AY86433
Chrysodeixis chalcites NPV ChchNPV 0 19/Né&o |63/Néo |-
DQ50442
Clanis bilineata NPV ClbiNPV 8 19/Sim |61/Né&o |-
DQ83716
Ectropis obliqua NPV EcobNPV 5 18/N&o |52/Né&o |-
Euproctis pseudoconspersa NPV EupsNPV FJ227128 |51/Sim |61/Néo |-



Helicoverpa armigera MNPV
Helicoverpa armigera NPV
Helicoverpa armigera NPV G4

Helicoverpa armigera NPV NNg1
Helicoverpa zea SNPV
Hemileuca sp. NPV

Leucania separata NPV
Lymantria dispar MNPV

Lymantria xylina MNPV
Mamestra brassicae MNPV

Mamestra configurata NPV A

Mamestra configurata NPV B
Orgyia leucostigma NPV
Spodoptera exigua MNPV
Spodoptera frugiperda MNPV
Spodoptera litura NPV |1

Trichoplusia ni SNPV

HearMNPV
HearNPV

HearNPV-G4
HearNPV-
NNgl

HzSNPV
HespNPV

LeseNPV
LdAMNPV

LyxyMNPV
MabrMNPV

MacoNPV-A

MacoNPV-B
OrleNPV
SeMNPV
SfMNPV
SpliNPV-I1

TnSNPV

EU730893
AF303045
AF271059

AP010907
AF334030

KF158713
AY39449
0

AF081810
GQ20254
1

JQ798165

U59461
AY12627
5

EU309041
AF169823
EF035042

EU780426
DQO01738
0

151/ Sim
22/Sim
22/Sim

21/Sim
21/Sim
22/ Sim

20/ Nao
40/ Sim

36/ Sim
147 / Sim

158 / Sim

157/ Sim
20/ Néo

129/ Sim
131/ Sim
135/ Sim

19/Sim

101/
Nao

60/ Néo

99/ Nédo
109/
Nao
108/
Néo

62 / Nao
87 / Nao
86 / Nao

91/ Néo

59 / Nao

77

3P26 ORF number adjacent to p10 gene
bP26 ORF number adjacent to iap-2 gene

¢ P26 ORF number adjacent to ptp -1 and -2 genes
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Figura 15. Média do ponto isoelétrico (pl) da proteina P26 nas posicdes
adjacentes ao gene pl0 (P1) e ao gene iap-2 (P2). Diferenca significativa foi
observada entre os pl das duas posicdes (Teste t-Student).

3.3.2. Eventos independentes de aquisicdo do gene p26 dentro da familia
Baculoviridae

A arvore filogenética foi obtida por meio da inferéncia filogenética
Bayesiana (IB) usando as sequéncias deduzidas de aminoacidos dos genes p26
encontrados em todos o0s genomas de Alphabaculovirus até entdo
sequenciados. O filograma apresentou quatro clados bem determinados (A, IB,
[IA e 1IB) aninhados dentro dos clados maiores | e Il (Figura 16). O clado IA
contém as proteinas P26 presentes nos Alphabaculovirus Grupo | e o clado I
presentes nos Alphabaculovirus Grupo Il. As proteinas P26 presentes no clado
IB pertencem também aos Alphabaculovirus do Grupo II, exceto no grupo
monofilético com CfMNPV_ORF31, ChocMNPV_ORF143 e ChroNPV_ORF145
gue pertencem aos Alphabaculovirus Grupo I. Os clados | (IA e IB) e Il estédo

correlacionados com a posicédo do gene p26 no genoma: o clado | contém as
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copias p26 adjacentes ao gene pl0 (posicéo 1), exceto para CIMNPV_ORF31,
ChocMNPV_ORF143 e ChroNPV_ORF145 que sao adjacentes a ptpl e ptp2
(posicéo 3). O clado Il contém cépias p26 adjacentes a iap-2 (posicao 2). Este
padrdo de agrupamento sugere a ocorréncia de trés eventos independentes de
aguisicao do gene p26 pelos baculovirus. O primeiro evento de aquisi¢cdo ocorreu
na posicdo 1 do genoma ancestral comum de todos os baculovirus contendo
este gene. O segundo evento de aquisicdo gerou a segunda cépia de p26 na
posi¢cdo 2 do genoma dos Alphabaculovirus Grupo Il com dois homélogos de
p26. Finalmente, o terceiro evento de aquisicdo ocorreu no grupo monofilético
CfMNPV, ChocNPV e ChroNPV em que a segunda cépia de p26 na posicao 3
foi adquirida pelos Alphabaculovirus Grupo | com dois homélogos de p26.

A aquisicao de genes de baculovirus pode ser resultado de duplicacéo e
transferéncia horizontal de genes por elementos transponiveis e/ou
recombinacdo homodloga. O segundo evento de aquisicdo ocorreu
provavelmente por transferéncia horizontal de genes. Neste caso, a hipétese de
duplicacdo de genes pode ser refutada uma vez que a similaridade entre as
copias de p26 de um mesmo virus é baixa (menos de 30% de identidade). Além
disso, clados | e Il sdo claramente separados indicando que as copias p26 néo
se originaram a partir de um ancestral comum recente. No terceiro caso de
aquisicdo, ha uma alta similaridade entre a segunda copia p26 dos
Alphabaculovirus Grupo | e a primeira cépia p26 dos Alphabaculovirus Grupo lI,
agrupando esses genes no mesmo clado (clado IB). Portanto, a segunda copia
p26 dos Alphabaculovirus Grupo | pode ter sido adquirida de um
Alphabaculovirus Grupo II.
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Figura 16. Cladograma baseado nas sequéncias deduzidas de aminoacidos
de P26. O padrdao de agrupamento sugere a ocorréncia de trés eventos
independentes de aquisicdo do gene p26 que estdo marcados por circulos. A
seta indica 0 n0 em que ocorreu a aquisicdo do peptideo sinal. Valores nos
ramos indicam as probabilidades posterior Bayesiana (valor > 0,9). A arvore foi
enraizada por abordagem midpoint. A escala da barra indica o niamero de
substituicdes por sitio.
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3.3.3. Presenca de peptideo sinal nas proteinas P26 de Alphabaculovirus
com dois homélogos

A presenca e localizagdo de sitios de clivagem de peptideo sinal nas
proteinas P26 dos Alphabaculovirus foram analisadas utilizando SignalP v.4.1 e
0s resultados estdo apresentados na Tabela 11 e Figura 17. A presenca ou
auséncia de peptideo sinal nas proteinas P26 estd correlacionada com o
agrupamento obtido na andlise filogenética em que apenas as proteinas P26 do
clado IB possuem peptideo sinal. No entanto, quatro sequéncias pertencentes a
esse clado, LeseNPV_ORF20, EcobNPV_ORF18, OrleNPV_ORF20 e
ChchNPV_ORF19, ndo apresentaram peptideo sinal.

O peptideo sinal direciona as proteinas para suas localiza¢des celulares
e extracelulares adequadas. As proteinas marcadas por uma sequéncia sinal N-
terminal sdo exportadas por meio da via de secrecdo onde proteinas séo
transportadas através da membrana citoplasmatica e, posteriormente, clivadas
na regido N-terminal do peptideo sinal por uma peptidase sinal extracelular.

A presenca ou auséncia de peptideo sinal pode explicar as diferencas de
valores observados em relacéo ao peso molecular e aos pontos isoelétricos entre
as proteinas P26 analisadas.

A presenca de peptideo sinal na primeira cépia p26 nos Alphabaculovirus
Grupo Il e na segunda copia p26 nos Alphabaculovirus Grupo | sugere que este
dominio protéico foi adquirido a partir de uma sequéncia ancestral comum destes
virus. E corrobora a hip6tese da segunda cépia p26 dos Alphabaculovirus Grupo
| ter sido adquirida de um Alphabaculovirus Grupo Il.

O genoma de ChinNPV possui duas coépias do gene p26 e a analise
filogenética das sequéncias de aminoacidos de P26 dos Alphabaculovirus
apresentou trés potenciais eventos de aquisicdo desses genes na familia
Baculoviridae. Embora a funcédo de P26 ndo seja bem compreendida, apenas o
clado IB apresentou proteinas P26 com peptideo sinal, o que indica diferencas
na atividade e atuagdo das duas copias do gene p26 encontradas no genoma da
maioria dos Alphabaculovirus. No entanto, estudos da atividade funcional da
proteina P26 deveréo ser conduzidos para a melhor elucidacéo do modo de acao
das diferentes proteinas P26 de baculovirus
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Figura 17. Peptideo sinal predito na proteina P26 de ChinNPV-IE utilizando
SignalP v.4.1. A linha verde indica os motivos com alta probabilidade de conter
0 peptideo sinal (posi¢do 1-21, média de S-score = 0,791). O sitio de clivagem
foi predito entre a Ser21 e Thy22 (IMS-TQ; D-score = 0,629).

3.4. Conclusoes

As copias do gene p26 de baculovirus se correlacionam de acordo com o
seu posicionamento gendmico estando adjacentes aos genes: p1l0 nos
Alphabaculovirus Grupos | e |l; iap-2 na segunda copia dos
Alphabaculovirus Grupo |Il; ptpl e ptp2 na segunda coépia dos
Alphabaculovirus Grupo I.

A aquisicdo do gene p26 ocorreu em trés eventos independentes de
captura dentro da familia Baculoviridae.

A presenca de peptideo sinal nas proteinas P26 dos Alphabaculovirus
Grupo Il (adjacente ao gene iap-2) indica funcédo distinta dessas proteinas

as outras classes de proteinas P26 dos baculovirus.
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DISCUSSAO GERAL

O primeiro relato de variantes genotipicos ocorreu em 1976 quando
mudancas morfologicas foram detectadas em placas de cultura de células
infectadas com baculovirus TnSNPV (Potter et al., 1976). Posteriormente, a
analise de perfil de restricdo foi conduzida para o estudo de variantes de
AcCMNPV com placas morfolégicas diferenciadas (Lee e Miller, 1978). Desde
entdo, a técnica de polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP) vem sendo amplamente utilizada para estudos de variacdes
genéticas em amostras de baculovirus. Concomitantemente, polimorfismos
pontuais eram estudados por meio do sequenciamento de genes especificos,
dentre esses, 0s genes conservados pertencentes ao grupo dos core genes de
baculovirus (Khan et al., 2003; Rowley et al., 2010).

Variantes genotipicos de ChinNPV foram previamente identificados em
amostras virais de lagartas coletadas em plantacfes de soja e algodao do Brasil
e Guatemala. Por meio da analise de RFLP foram observados polimorfismos
entre sete isolados de ChinNPV. Além disso, foram observados bandas
submolares caracterizando a presenca de mistura de genétipos dentro de um
mesmo isolado (Alexandre et al., 2010).

Neste trabalho, as variacfes genéticas em ChinNPV foram inicialmente
investigadas pela analise dos genes lef-9, pif-2 e helicase, genes altamente
conservados entre os baculovirus. Juntamente com o gene lef-9, pif-2 é
considerado um dos genes ancestrais mais conservados e, do lado oposto,
encontramos o gene helicase considerado um dos mais variaveis entre os core
genes de baculovirus (Miele et al., 2011). Em contraste com o esperado, 0 gene
pif-2 apresentou uma alta variacao entre os isolados de ChinNPV. O mesmo ndo
foi observado para os genes lef-9 e helicase.

A busca de sinais de selecao diversificadora pode ser realizada em nivel
de sequéncias génicas pois modelos de substituicdo de cdédons podem
demonstrar como a selecdo natural, exercida sobre uma proteina, atua na
estrutura génica. Para identificagdo das forgas evolutivas que estdo sob o gene
pif-2 de ChinNPV foi realizado uma analise de selecdo com base na relacao
dN/dS utilizando modelos de substituicdo de cédons. Entre os 158 polimorfismos

observados no gene pif-2 de ChinNPV, 3 mutac¢des ndo sinbnimas apresentaram
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sitios sob sele¢éo diversificadora. Muta¢des nao sinbnimas causam alteragdes
na sequéncia de aminodcidos da proteina podendo gerar alterac6es fenotipicas
entre isolados virais. Essas mutacfes podem ser alvos certos de selecdo natural
pois influenciam a estrutura da proteina podendo inclusive alterar sua funcao.
Estudos relataram que uma substituicao individual na sequéncia de aminoacidos
da proteina Helicase foi capaz de ampliar o espectro de hospedeiro de ACMNPV
(Kamita e Maeda, 1997; Argaud et al., 1998). Dentre os 3 sitios sob selecéo
diversificadora, os sitios nas posi¢cfes dos cédons 275 e 373 apresentaram
alteracdes radicais de aminoacidos que, consequentemente, podem causar
mudanca na estrutura secundaria da proteina refletindo em variacao fenotipica
entre os isolados analisados. As mutacdes ndo sinbnimas em sua maioria sdo
deléteria e rapidamente eliminadas por selecdo negativa. Entretanto, essas
mutacdes podem ser fixadas na populacgéo por conferir um aumento na eficiéncia
ou uma nova funcéo a proteina. A fixacdo de mutacées comumente ocorre em
familias de multigenes em que ha multiplas copias de um mesmo gene e a perda
funcional de uma das cépias pode ser suprida por outro genétipo (Coleman et
al., 1998). Mdultiplas copias sdo encontradas em isolados de baculovirus
podendo, até mesmo, ser observado diferentes genotipos em uma mesma
particula viral o que propicia que mutacdes nao sindnimas sejam mais facilmente
fixadas no genoma dos baculovirus.

A relagdo dN / dS é uma das medidas mais comuns e confidveis para
analise de pressodes evolutivas em proteinas. Entretanto, o pequeno nimero de
taxons e conjunto de dados e a baixa divergéncia séo limitacdes presentes nos
modelos utilizados para a analise de selecdo. No entanto, sitios sob selecao
diversificadora foram identificados por diferentes métodos e abordagens o que
habilita a confiabilidade dos resultados obtidos nesse estudo. Além disso, a falta
de ferramentas para estudos das pressdes evolutivas sob genes inviabiliza
outros tipos de andlises além das analises aqui apresentadas.

O avanco das técnicas de sequenciamento proporcionou uma maior
facilidade e um baixo custo para a determinacdo da sequéncia gendmica de
baculovirus. Assim, o numero de estudos em que as variagdes genéticas eram
investigadas ao longo de todo genoma aumentou. Baillie e Bouwer (2012)
publicaram um dos primeiros estudos em que foi investigado em nivel genémico

a diversidade genética presente em uma amostra contendo um mix de diferentes
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isolados de HearNPV. A partir de entdo, esse tipo de analise foi investigada em
isolados de diferentes espécies virais como EeGV, HearNPV, AgMNPV, entre
outros (Ardisson-Araujo et al., 2014; Noune e Hauxwell, 2015; Brito et al., 2016).

Para avaliacdo da diversidade genética no contexto genémico, 0 genoma
completo dos sete isolados de ChinNPV foram sequenciados. Apés a montagem
e anotacdo dos genes, o genoma de ChinNPV-IE, isolado utilizado como
referéncia, foi publicado sendo este trabalho o primeiro relato da descricdo
gendmica do baculovirus patogénico a larvas C. includens.

Mesmo apresentando uma alta similaridade com o minimo de 96,4% de
identidade, foi observada uma heterogeneidade genética nos genomas dos sete
isolados de ChinNPV sendo contabilizados 1.995 variacfes pontuais ao longo
de todo o genoma. Considerando que os genomas dos isolados de ChinNPV
possuem tamanho médio de 140 kpb, foi identificado um namero pequeno de
mutagfes correspondendo menos que 2% do numero de bases nucleotidicas
presentes nos genomas. Além disso, erros de sequenciamento, em especial,
insercdes de adeninas em regides homopoliméricas, sao inerentes a tecnologia
454 Roche e podem estar causando uma superestimativa do numero de
variacdes genéticas entre o genoma dos sete isolados. De qualquer forma, essas
poucas mutacdes foram capazes de causar variacdes fenotipicas sendo os
isolados ChinNPV-IA, -IE e —IF 0os mais patogénicos entre os sete isolados
analisados.

Nos genomas dos isolados ChinNPV-IA, -IC e —ID foi observada uma
insergdo de ~1.700 pb adicionando um gene bro a mais no genoma desses
isolados. As proteinas BRO possuem um alto nivel de plasticidade e
variabilidade e sao considerados sitios potencialmente favoraveis para
hipervariabilidade (Mufioz et al., 1999; Bideshi et al., 2003; Cory et al., 2005).
Estudos descrevem algumas copias dos genes bro envolvidas com a replicacdo
de DNA e/ou regulacéo da transcricdo do hospedeiro ou atuando como fator de
regulacdo viral na fase tardia mas, at¢ o momento, a funcdo da familia de
proteinas BRO néo esta bem elucidada (Kang et al., 1999; Zemskov et al., 2000;
lyer et al., 2002; Bideshi et al., 2003). Em populacées de AgMNPV,BmNPV e
HearNPV também foram relatados diferencas no nimero de céopias de genes bro
presentes no genoma de diferentes isolados virais (Zhou et al., 2012a; Brito et

al., 2016; Ogembo et al., 2009). Entretanto, ndo ha estudos relatando como os
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diferentes niumeros de coépias de genes bro podem influenciar na variacédo
fenotipica encontrada entre isolados virais. Em ChinNPV, o numero de copias de
genes bro ndo esta relacionado com a variacdo fenotipica como a diferenca de
viruléncia observada entre os sete isolados, pois ChinNPV-IA, -IE e —IF,
considerados 0s mais patogénicos, apresentaram diferentes numero de cépias
de genes bro como o isolado ChinNPV-IA contendo uma cépia a mais.

Duas cépias do gene p26 foram identificadas no genoma de ChinNPV o
gue despertou a curiosidade de se entender quais 0s eventos de aquisis¢éo e
qual a acédo desses genes durante o ciclo de infec¢do dos baculovirus.

A hipotese de aquisicdo do gene p26 por meio da duplicacao de genes foi
refutada, mediante a pouca similaridade observada entre as copias de p26 e por
nao terem sua origem de um ancestral comum recente. Assim, os estudos
descritos neste trabalho indicam que a aquisicdo das coOpias do gene p26 no
genoma dos baculovirus ocorreu por transferéncia horizontal de genes. A
hipotese proposta por esse estudo € que as copias do gene p26 foram inseridas
no genoma dos baculovirus por 3 eventos de aquisicdo independentes. Os
primeiro e segundo eventos de aquisicdo do gene p26 na familia Baculoviridae
ocorreram, independentemente, com a transferéncia de p26 de organismos de
outras familias virais ou até mesmo outros microorganismos para o genoma do
baculovirus ancestral. Copias do gene p26 foram identificadas no genoma de
entomopoxvirus sendo eles uma das possiveis origens desse gene. Entretanto,
mais estudos s@o necessarios para a identificacdo de qual organismo foi o
“doador” do gene p26 para os baculovirus. E, para concluirmos nossa hipétese,
o terceiro evento de aquisicdo pode ter ocorrido pela transferéncia da segunda
cOpia p26 dos Alphabaculovirus Grupo | para os Alphabaculovirus Grupo I
durante a co-infeccéo de representantes virais desses dois clados em um mesmo
inseto hospedeiro.

Apesar de ndo ser clara a acdo da proteina P26 durante o ciclo de
infeccdo dos baculovirus, nossos estudos indicam que as duas cépias de p26
exercem funcdes distintas e ndo uma funcdo com acao conjunta, como foi
inicialmente pensado. Estudos relatam que a dele¢&o do gene p26 néo foi capaz
de influenciar na infectividade, viruléncia e producao de particulas OBs (Chaabihi
et al., 1993; Rodems e Friesen, 1993; Simon et al., 2008; Wang et al., 2009).

Entretanto, esses estudos prévios descrevem a delecdo de apenas uma das
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copias do gene p26, a copia localizada adjacente ao gene p10. Recentemente,
estudos descrevem a delecao individual das duas cépias do gene p26 do virus
de Spodoptera exigua NPV que, na cépia correspondente a ORF-129, resultou
na diminuicdo da patogenicidade das particulas OBs enquanto que, na cépia
correspondente a ORF-87, nao foi observado efeito significativo (Serrano et al.,
2015). Esses ultimos dados corroboram com nossos resultados indicando que
as duas copias de p26 possuem funcéo distinta durante o ciclo de infec¢ao dos
baculovirus. Entretanto, mais estudos deverdo ser conduzidos para elucidar com
mais detalhes como as cépias p26 atuam na infeccao de células do hospedeiro.

A heterogeneidade fenotipica ocorre naturalmente e é mantida em
populacdes de baculovirus no campo sugerindo que a diversidade genética é
uma vantagem para a adaptacdo ao hospedeiro, a evolucdo e a sobrevivéncia
dos baculovirus. Uma das maiores fontes de diversidade genética em
populacdes virais é o fluxo continuo de material genético do hospedeiro para as
populacdes virais que ocorre durante a interagcdo do virus com o inseto-
hospedeiro (Gilbert et al., 2016). A colonizag&o do inseto C. includens é recente
no Brazil e a baixa heterogeneidade genética observada em diferentes
populacdes brasileiras desse inseto pode ser um dos fatores que propiciam a
alta similaridade do genoma de isolados de ChinNPV coletados em plantacées

de soja do pais (Palma et al., 2015).
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

As informacdes geradas pelos dados obtidos deste estudo dao suporte

para concluirmos que:

v O gene pif-2 recebeu destaque em analises de diversidade genética
presentes nos core genes pif-2, lef-9 e helicase de isolados de ChinNPV
pois, em contraste com o esperado, esse gene apresentou um grande
namero de polimorfismos (158 SNPs).

v' Dentre os polimorfismos observados em pif-2 de ChinNPV, 23 sédo
variacdes nao-sinbnimas dentre 0s quais 2 sitios estdo sob pressao
diversificadora sendo variacdes potencialmente causadoras de alteracdes
significativas na estrutura secundaria da proteina PIF2.

v' Este é o primeiro estudo detalhado sobre a descricdo gendmica de
ChinNPV que apresenta DNA fita-dupla circular em torno de 140 kpb e
contém 142 ORFs putativas: 37 core genes de baculovirus; 100 genes
encontrados em outros baculovirus; 3 genes bro, bro-a (ORF-33), bro-b
(ORF-69) e bro-c (ORF-110); duas ORFs unicas de ChinNPV (Psin5 e
Psin8).

v" Os genomas de sete isolados de ChinNPV possuem alta similaridade com
identidade minima de 96,4%. Entretanto, foi observado uma
heterogeneidade genética entre o0s isolados que apresentaram
polimorfismos, indels e inser¢cdes de pequenos fragmentos ao longo de
todo o genoma.

v As cOpias do gene p26 de baculovirus se correlacionam de acordo com o
seu posicionamento gendmico: adjacente a p10 (Alphabaculovirus com
uma unica copia), iap-2 (Alphabaculovirus Grupo 1) e ptpl e ptp2
(segunda copia dos Alphabaculovirus Grupo 1). Provavelmente, esses
genes foram adquiridos pelos baculovirus em trés eventos independentes
de captura e a presenca de diferentes dominios protéicos indica funcéo

distinta entre as duas coOpias encontradas nos Alphabaculovirus Grupo II.
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Os dados e informacdes obtidas neste estudo abrem importantes
possibilidades de investigagao:

v' Prospeccao de novos isolados do virus patogénico a larvas C.
includens para uso no controle da praga.

v Investigagdo de mecanismos de agao distintos das proteinas P26
encontradas na familia Baculoviridae.

v Caracterizacdo das ORFs Unicas de ChinNPV como possiveis novas
proteinas virais ainda ndo descritas na literatura.

v' Estudo detalhado da diversidade genética com base no genoma
completo dos isolados de ChinNPV investigando o efeito da
heterogeneidade genética na variacdo fenotipica observada entre os

isolados.
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