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Resumo

Baculovirus sao virus de DNA fita dupla, espeoffice artropodes, que tém
sido utilizados, principalmente, como agentes ddrote bioldgico de insetos-praga e
como vetores de expressdo de genes heterdlogdsizAgéio do baculoviru8nticarsia
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovir@gMNPV) no controle da lagarta da soja,
A. gemmatalisno Brasil, € o maior exemplo mundial de sucessard virus utilizado
como bioinseticida. Uma das caracteristicas insarges do genoma viral do AQMNPV
esta na auséncia dos genes quitinessi) e catepsinavtcath), que por sua vez estao
presentes na maioria dos genomas dos baculovirtenpentes ao grupo | do género
Nucleopolyhedrovirus(NPV). A auséncia dos geneschiA e v-cath pode ser
responsavel pela auséncia de liqguefacdo de lareaé. dgemmatalismortas pela
infeccdo do AgMNPV. Este trabalho teve como obgetas construcdo de AgMNPV
recombinantes com a introducéo individual ou enjwdn dos genes-chiA e v-cath,
derivados dos viruAutographa californica multiple nucleopolyhedrosr(AcMNPV)
e Choristoneura fumiferanalefective nucleopolyhedrovir/€fDefNPV) no genoma
viral, para a observacdo dos efeitos causados ipfacdo viral em larvas da.
gemmatalis comparativamente aeirus AQMNPV selvagem. O DNA plasmidial do
vetor de transferéncia, contendo os dois genesatkrs do virus CfDefNPV, foi co-
transfectado com o DNA de um virus recombinatevddno do AgMNPV, o virus
vAgGalA2, em célulasA. gemmatalis(lUFL-AG-286). O novo virus recombinante
construido (VAgp2100Gi-chiAv-cath foi isolado pelo método de diluicdo seriada, em
placa de 96 pocos. O VAgp2100&EhiAlv-cathfoi capaz de promover a ligliefacéo do
corpo das larvas déA. gemmatalisap0s a morte das mesmas. Porém, ndo houve
diferencas significativas com relacdo a virulén@agonsequentemente, o tempo de

morte das larvas comparado com o AQMNPV selvagesnAGMNPV recombinantes

XVii



possuindo apenas um dos genesHiA ou v-cath) ainda ndo foram isolados e, desta
forma, ndo foi possivel analisar o efeito causadiogsses genes separadamente, em

larvas deA. gemmatalis
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Abstract

Baculoviruses are double-stranded DNA virusedyrapiod-specific that have
been mainly used as biological-control agents séah pests and as heterologous gene
expression vectors. The use of ficarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) in Brazil, for the control of the velvetae caterpillar is the most successful
example of a virus used as a biological pesticitiee of the interesting features of the
AgMNPV genome is the absence of chitinaselfiA) e catepsiny-cath) genes, which
in turn are present in most of the genomes of loauises belonging to group | of the
Nucleopolyhedrovirusgenus. The absence ofchiA and v-cath genes may be
responsible for the lack of liquefaction &f gemmataligarvae killed by AQMNPV. The
aim of this work was the construction of recombinAgMNPV with the introduction
of each genevfchiA or v-cath) alone or both of them, derived from the baculasés
Autographa californica multiple nucleopolyhedro\sr(AcMNPV) and Choristoneura
fumiferanadefective nucleopolyhedrovirg€fDefNPV) into the AQMNPV genome and
observation of the effects caused by the viral dide in A. gemmatalislarvae,
comparared with the wild-type AgMNPV infection. Aaombinant transfer vector
DNA, containing both genes derived from CfDefNPVasaco-transfected with DNA
from vAgGalA2 virus, derived from AgMNPV, iA. gemmataliUFL-AG-286) cells.
The new recombinant AgMNPV virus construct (vVAgpQC@v-chiAv-cath was
isolated using the serial dilution method in 96 Ivpdhtes. The vAgp2100G#chiAlv-
cathwas able to promote liquefaction of infec®dgemmatalisarvae soon after death.
However, we have not detected significant diffeemnavith regard to virulence, and
consequently, the time of death, when compared ti¢hwild-type AQMNPV. The

AgMNPV recombinants, containing only one of the ggiy-chiA or v-cath have not

XiX



been isolated yet, and therefore, it was not ptsstanalyse the effects caused from

this genes separately A/ gemmatalisarvae.
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1. Introducéo

A soja (Figura 1), caracterizada por ser uma pldaguminosa de origem
chinesa, apresentou seu primeiro registro no Bexsil 1982, no Estado da Bahia,
passando a ser considerada um dos principais odettaveis do Pais (Ferraz, 2001).
Atualmente, o Brasil é considerado o segundo posdotundial do grdo de soja,
responsavel pela producdo de mais de 58,39 miltidédeneladas de soja dos 20,930
milhdes de hectares existentes (Ministério da Adftica Pecuaria e Abastecimento -
CONAB, 2008). O Estado do Mato Grosso € considecash@ior produtor brasileiro de
soja produzindo 15,359 milhdes de toneladas e adBstio Parana é considerado o
segundo maior produtor brasileiro de soja produzihdl,916 milhdes de toneladas na

safra de 2006/2007 (CONAB, 2007).

Figura 1: Planta da soja e os seus gréos. Adaptado do site:
http:/Amww.kennislink.nl/upload/121175 962_10983&8#01-soja_klein.jp.

Estima-se que cerca de 15 % das perdas na agr&guédm todo o mundo, se
devam unicamente ao ataque de insetos (Bravo &t€yoin1993). Diferentes espécies
de insetos atacam as culturas de soja durante @isleuvegetativo e reprodutivo,
principalmente em seu estagio larval, representamdamportante fator que afeta a

planta e a semente, podendo reduzir substancianaequalidade de ambas, caso néo
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seja feito tratamento para controlar a populacdopdgas, que podera tornar-se
excessiva e causar perdas significativas no remdovda cultura (Turnipseed & Kogan,

1987).

O controle de insetos-praga tem sido feito predanmtemente com uso de
inseticidas quimicos. Entretanto, existe uma tecidéem reduzir os investimentos e
consumo destes produtos quimicos, uma vez que qgrad desenvolvimento de
resisténcia aos principios ativos pelos inseta@snalas fortes pressfes sociais para a
conservacao ambiental. Sendo assim, embora o mudMico seja importante para
reduzir o risco de danos econdmicos em lavourasyaa utilizacdo apresenta alta
toxicidade e pode resultar em efeitos adversosoaten e ao ambiente (Moscardi &
Sousa, 2002). O custo para o desenvolvimento deticidas quimicos é alto e a
tendéncia ao longo dos anos € estar sempre aurdentievido a necessidade de novas
formulacbes mais adequadas as pragas, que se tona@snresistentes ao seu uso.
Diante de tais limitacdes, o interesse pela peaqdes inseticidas alternativos tem

crescido, como por exemplo, os bioinseticidas (Adia&: Batista Filho, 2001).

Dependendo do bioinsetivida a ser utilizado, pampl@sentar um custo menor e
tempo de vida util maior que os inseticidas quimicevando em consideracdo a
dificuldade da praga se tornar resistente ao seualdm de serem mais especificos e
menos poluentes. A utilizacdo de patégenos em a@mogg de controle representa
atualmente, mais de 2 % dos agentes de controllesdos usados em todo o mundo
(Ribeiro etalli, 2001). Entre os métodos aplicados ao control®dico de pragas
destacam-se a utilizacdo de produtos a base ds, \rimcipalmente os baculovirus

(Souzeet alli, 2002).
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O baculovirufAnticarsia gemmatalisultiple nucleopolyhedroviruAgMNPV)
€ capaz de controlar populacdeshaticarsia gemmataligHibner, 1818) (Lepidoptera:
Noctuidae), uma importante praga da soja que peowodesfolhamento da soja. Como
bioinseticida, os baculovirus podem ser aplicadws ferma de p6 (um produto
formulado) sobre a cultura para serem ingeridosaspdagartas-alvo. Dentre as
vantagens da utilizacdo dos baculovirus como latitida destacam-se (Ramachandran

et alli, 2001):

1. A acao especifica dos baculovirus sobre o indetp-a
2. E considerado um método seguro para 0 manuseio;

3. Apresenta vantagem de nédo poluir o meio ambiente;

Embora existam algumas limitacbes, com relacdseapuso que ainda €
muito pequeno nas lavouras e o longo periodo eninéeccdo e a morte do inseto
alvo (4-14 dias), permitindo que o inseto aindaseadano a lavoura antes de sua

morte.

Ha alguns anos, a eficiéncia da utilizacdo de vinssprogramas de controle de
insetos-praga, no Brasil, tem sido demonstradao¥@rogramas de controle biolégico
sdo aplicados no Brasil em culturas como a sojdhomé mandioca, uma vez
controladas com os baculovirAsiticarsia gemmatalis multipleucleopolyhedrovirus
Spodoptera frugiperdamultiple nucleopolyhedroviruse Erinnys ello granulovirus,
respectivamente. Outros virus tém sido isoladoprdgas de grande importancia com
potencial de uso nas culturas como a cana-de-gcgigadao, trigo, arroz, frutiferas,
hortalicas, pastagens e florestas (Ribetralli, 1998).

A utilizagdo da Engenharia Genética permitiu astmgdo de baculovirus

recombinantes visando o melhoramento da sua voidépela insercdo de diferentes
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genes codificantes de proteinas inseticidas (Ghaishlli, 2002) no genoma dos
baculovirus, consequentemente aumentando a patatge viral contra seus

hospedeiros, para futuras aplicagdes nos progrdenesntrole biolégico.

2. Baculovirus

2.1 Classificacdo dos Baculovirus

De acordo com o sistema de classificacdo hieréagproposto, por volta de
1960, pelo Comité Internacional de Taxonomia deud/ios baculovirus pertencem a
familia Baculoviridae Sao virus de DNA circular, fita dupla, apresedtatamanho
entre 80 e 200 mil pares de bases (pb) como miaggngético, e esta envolto por um
capsideo protéico em forma de bastonete (apreseEntamnca de 40-50 nm de didmetro
e 200-400 nm de comprimento), que por sua vez itonatunidade infectiva do virus,
denominado nucleocapsideo (Arif, 1986; O'Redhalli, 1992; Marunialet alli, 2004).

Entre os virus de inseto, os baculovirus sdo ads esaudados e utilizados para
controlar insetos-praga. Foram relatadas mais Geegpécies de artropodes infectados
naturalmente por baculovirus, sendo que 90% dadddous foram isolados a partir de
espécies de Lepidoptera (Jebtalli, 2006), embora possam ser encontrados em outras
ordens como, Diptera e Hymenoptera (Theilmeinali, 2005).

A classificacdo da familiBaculoviridaeem dois género®Jucleopolyhedrovirus
(NPV) eGranulovirus(GV), é baseada principalmente na morfologia des serpos de
oclusdo (OB), tamanho e sua constituicdo protédealos filogenéticos baseados na
comparacao das sequéncias de determinados gereadir do genoma completo

desses virus estdo sendo usados para refinars#fickgio entre os NPV e GV. Como
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exemplo, podem ser citados os genes da poliedrifsagranulina que foram utilizados
em varios estudos filogenéticos de espécies dddwaais, por serem considerados um
dos genes mais conservados entre as espécies deviras da ordem Lepidoptera
resultando na separacao das espécies pertencergéseao NPV em grupo | e grupo Il
(Zanottoet alli, 1993).

Baseado em métodos de andlises filogenéticas zidmtupor Hernioet alli
(2004), a filogenia da familiBaculoviridag incluindo 39 virus, distribuidos entre o
género NPV e GV, que infectam hospedeiros da ordempidoptera, Diptera e
Hymenoptera, foi reconstruida baseada na sequéosigenetef-8 eac22 Esses genes
sdo altamente conservados no genoma da maiorigidssonde o estudo gerou uma
arvore filogenética que mostra claramente a dividd® baculovirus de acordo com a

ordem do seu hospedeiro (Figura 2).
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Figura 2: Arvore filogenética baseada na seqiiéncia dos defi@se ac22de 39 virus pertencentes a

NPV
group 11

familia Baculoviridaeque infectam insetos de diferentes ordens departes. Adaptado de Herni@t

alli (2004).

Os baculovirus do génerbucleopolyhedrovirus também denominados de

“nuclear polyhedrosis virusesNPV” (virus da poliedrose nuclear) caracterizsarpor

produzirem grandes corpos de oclusdo, chamadosligenos, variando de 0,5 a i

de diametro, sendo composto principalmente de umigipa, denominada poliedrina

de peso molecular em torno de 29 kDa (Bilimagtaalli, 1991). Os NPV podem

apresentar particulas virais contendo mais de uofeocapsideo envolvido por um

envelope, denominados MNPV, ou ainda possuirenicpias virais contendo somente

um nucleocapsideo por envelope, denominados SNRWn@Ba et alli, 1991; Van

Regenmorteét alli, 2000).
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Os baculovirus do géne@ranulovirussdo também denominadosglanulosis
viruses(virus da granulose - GV). Ja o corpo de oclugs#@o@V, denominado granulo,
pode variar entre 0,15 a Quf de didmetro apresentando forma ovicilindrica, posto
principalmente pela proteina granulina com pesadlairao da poliedrina e geralmente
contém um unico virion, e ao contrario dos NPV,&é foram isolados apenas de
insetos pertencentes a ordem Lepidoptéfheilmann et alli, 2005). Devido as
limitacdes apresentadas pelo GV durante a replicagd cultura de células e pela
pequena gama de insetos hospedeiros, esses vidassdio pouco estudados (Hilton &
Winstanley, 2007). Ao contrario, os NPV sdo enamiis em centenas de espécies
hospedeiras (Federici, 1997) e existem difereritégadens de culturas de células de

insetos susceptiveis a esses virus (Miller, 1997).

2.2 Caracteristicas gerais dos baculovirus

A origem da palavra Baculovirus vem do labaculum(em portugués: bastéo)
por se referir a forma estrutural do capsideo Amksentado por esse grupo de virus
(Fieldset alli, 2001).

Uma peculiaridade dos baculovirus é a producdodaie tipos de virus
fenotipicamente distintos durante a infeccdo: osusviextracelulares, também
conhecidos como BV (do inglésuddedviruseg e os virus ocluidos, conhecidos como
OB (do inglés:occlusion bodigsou ainda, poliedros ou granulos, dependendo do
género (Murphyet alli, 1995). Nestes, um ou Varios nucleocapsideos es&80s em
uma matriz protéica cristalina. Uma vez livres desttriz, estes virions constituem os

virus derivados de corpos de oclusao ou ODV (d@éngcclusion derived virusgs
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Os BV séo produzidos por volta de 12 a 24 h apibdeacao (h p.i.), na fase
precoce. A transmissdo dos BV ocorre de formarsist ou seja, os BV produzidos
sdo responsaveis pela disseminacdo do virus dia @lkeelula, dentro de um mesmo
individuo. Esse fendtipo caracteriza-se pela pgseate um nucleocapsideo simples
envolto por um envelope, derivado da membrana @asan(Figura 3 A). J4 a proteina
poliedrina, responsavel pela formagdo ocluida desv produzida no nucleo da célula
na ultima fase da infeccédo, e a partir de 36 hog.poliedros passam a ser produzidos.
Os corpos de oclusdo ou OB s&o formados a partinmdematriz protéica que confere
protecdo as particulas virais no ambiente (FiguB).3A transmissdo dos OB ocorre

horizontalmente, de inseto para inseto, por vid(Malkman & Keddie, 1990).

A

Figura 3: Ultraestrutura de um baculovirus. (A) Microscoplatrénica de transmissdo mostrando uma
particula viral extracelulaBudded virus- BV) entrando em uma célula por endocitd®). A figura
mostra através de microscopia eletrdnica de trassmi as particulas virais oclusas (ODV) em uma
matriz  protéica (corpo de oclusdo ou OB). (Fontedoto A: adaptada de
http://www.cheque.uq.edu.au/research/bioengine&gagarch/Baculovirus/Baculo2.gif e foto B: cedida
pelo Dr. Bergmann Morais Ribeiro).
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2.3 Infecgaain vivo causada por baculovirus em larvas hospedeiras

A replicacdo dos baculovirus caracteriza-se petalytdo de dois tipos de
progénies infecciosas, citados anteriormente, aptasdo fungbes diferentes, porém
necessarias para a sua propagacao natural (Grahdekerici, 1986 citado por Castro
et alli, 1999).

A lagarta ao se alimentar de partes da plantaddes@ contaminada com
poliedros, presentes naturalmente no meio ambipnd@orciona a penetracdo desses
corpos de oclusao no seu sistema digestério. Agiatd intestino médio da lagarta, o
virus é submetido a um pH alcalino (variando dea9]4,5) onde a matriz protéica do
corpo de ocluséo é solubilizada, liberando asssrpaaticulas virais denominadas de
virus derivados da oclusdo (ODV). Essas partialga8o inicio a infeccdo denominada
priméria de maneira que as particulas virais assar® a membrana peritréfica e os
nucleocapsideos virais se fundem as membranas daevilwsidades das células
colunares do intestino médio, mediada por receptgpeesentes no envelope
lipoprotéico das células (Horton & Burand, 1993;akk&tapletoret alli, 2004). Em
seguida, os nucleocapsideos sdo transportadositoesqueleto até penetrarem nos
poros nucleares, atingindo o nacleo, onde o matgeaético viral é liberado dando
inicio a transcricdo dos genes virais e a replecac seu genoma. Novos
nucleocapsideos sédo entdo produzidos e transpsriz@la a regido basolateral das
células colunares do intestino médio, sendo emidadiberados para infectar células
do sistema traqueal ou se disseminar pela hemalmiaseto hospedeiro (Fuek alli,
1997;Castro et allj 1999).

Outra via alternativa é o transporte de particviagis diretamente para as

células do sistema traqueal e/ou hemolinfa. Essseriinacdo para outros tecidos
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caracteriza a infeccdo secundéria e as célulagligtinfectadas produzem o fendtipo
BV, que ir4 infectar outras células por endocitossliada por receptores. A proteina
viral GP64, presente no envelope do virus é recidgagor receptores celulares e apés
a endocitose, essa proteina medeia a fusdo da mmemnbiral com a membrana
endocitica, culminando com o escape do virus patdoplasma da célula infectada
(Engelharcet alli, 1994; Volkman & Hom, 2000).

Durante a infeccéo, o inseto fica debilitado, padb sua capacidade motora e
de alimentacao, ocorre também o clareamento d&rmepéddevido ao acumulo de virus
no nucleo das células epidermais e adiposas, aéafiethr o desenvolvimento da larva
parando seu crescimento (Federici, 1997).

Quando a larva do inseto infectada pelo virus epoor seu tegumento se
desintegra facilmente, liberando grande quantidkd®B no meio ambiente, servindo
de in6culo para infectar outros insetos hosped€votkman & Keddie, 1990) (Figura

4).
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Ingestio de poliedros (1)

Intestino médio (2)
; 4 — {

Saco de poliedros (4)

Figura 4: Esquema ilustrando o ciclo natural de infeccdmsada pelo baculovirus em larvas da ordem Lepidap(&) Primeiramente ocorre a ingestédo de polie(td),
presentes na superficie da planta, pela larva siEtan Apds a ingestdo, os OB atingem o intestindionga larva (B) onde sofrem dissolugdo devido Hp lfperando as
particulas virais. Ao atravessar a membrana péc&rdo virus pode infectar células colunares, carizando a infecgdo primaria. (C) Em seguidajmeca infecgédo de
outros tipos celulares permitindo a disseminacawides através da hemolinfa (caracterizando a gdfecsecundaria). (D) A infeccéo viral se espaleeanido a larva a
morte, de maneira que seu corpo se torna um “samatendo milhares de OB, que se rompe, liberandOB®$10 meio ambiente, e assim, dar continuidadeico de
infeccéo (E) (Barros, 2007).
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2.4 Regulacéo da expressao génica

Uma vez iniciada o processo de infeccdo, a exgoesgénica ocorre,
ordenadamente, em cascata (O’Redy alli, 1992), indicando um controle em nivel
transcricional, no qual os genes expressos em uassectemporal regulam os genes
expressos na fase subsequente (Blissard & Rohrri@8A). A expresséo génica viral pode
ser dividida em dois estagios principais: a etagzqre (fasesarly) caracterizada pelos
eventos que precedem a replicagcdo do DNA virabtapa tardia (faskte), caracterizada
pela expressédo de genes poés-replicacdo do DNA(@liskard & Rohrmann, 1990). Além
disso, as fases precoce e tardia podem ser digidiohafase precoce imediatminediate
early, IE), correspondendo a genes expressos logo agescapsidacao viral, nas primeiras
horas de infeccéo e a fase de expressao muita ety latg de genes que sdo expressos
a partir de 18 h p.i (Xet alli, 1995; Guarint alli, 1998)

A fase precoce da expressao inicia 30 min aposfexgdo se estendendo até
aproximadamente 8 h p.i. (Gross & Shuman, 1998 riGuat alli, 1998). O DNA viral
comeca a ser transcrito causando rearranjo dosquedeto e a dispersao da cromatina no
ndcleo da ceélula hospedeira. A fase tardia seargom a replicacdo do DNA viral e é
completamente dependente da expressdo de genasedprécoce, e a partir de 8 a 10 h
p.i., & producéo das particulas virais extracedslgdBV). Esta fase também caracteriza-se
pela parada na sintese de proteinas celulares (Mul&, 1997).

A fase tardia é subdividida em tardialate (6 a 18 h p.i.) e muito tardia aery
late (18 h p.i. em diante) (Blissard & Rohrmann, 1999)fase muito tardiavery late

caracteriza-se pela producao da proteina poliedoniacipal proteina que compde a matriz
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protéica do OB, durante a sua montagem que ocorrgicdeo e pela produgédo da proteina
P10, que forma agregados fibrilares no nucleo etoplasma e esta envolvida no processo
de ocluséo das particulas virais, assim comoseacklular com aproximadamente 72 h p.i.

(Williams & Faulkner, 1997).

2.5 Sistema de expressao dos Baculovirus

Além de serem eficientes como bioinseticidas,amsilovirus séo também utilizados
como sistema de expresséo, ou seja, podem expogesees heterdlogos com eficiéncia. O
sistema baseia-se na introducdo de genes exogengsenoma de algum baculovirus de
interesse no lugar de um gene nao essencial pa@ieacao, sempre comandado por um
promotor considerado forte.

Smith et alli (1983) e Pennockt alli (1984) publicaram os primeiros trabalhos
utilizando o baculovirugutographa californica multiple nucleopolyhedro\8AcMPNV)
como vetor de expressao para prod@zinterferon e3-galactosidase em cultura de células
de S. frugiperda(lPLB SF-21 AE). Proteinas de importancia em digsrareas, como por
exemplo, na medicina e na agricultura, foram exga®em grande quantidade, em cultura
de células de insetos usando os baculovirus cornawegede expressao (Ribeied alli,
1998)

Comparado com outros sistemas de expressao, tygan para utilizacdo desses
vetores sdo: potencial para expressdo de protdiessologas em altos niveis; alta
especificidade dos baculovirus, tornando-se umersst seguro para ser utilizado;
existéncia de promotores fortemente ativos duramtéase tardia da infeccdo sem

interferéncia no ciclo viral; capacidade para ctgara de grandes insercdes; co-expressao
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de dois ou mais genes; ambiente eucariotico pgpeessdo de proteinas complexas de
eucariotos; simplicidade de manipulagéo (Ribeiralli, 1998).

O modelo mais simples desse sistema consisteooa tio gene da poliedrina por
um gene heterdlogo de interesse sob o comandootiaogor da poliedrina (Smitat alli,
1983). A producao de um virus capaz de se remicacélulas de inseto pela inativacdo do
gene da poliedrina por delecdo ou insercao de uwo gene impede a formacdo da
poliedrina e consequentemente a formacdo dos caiposclusao (Possee, 1997). Da
mesma maneira, a producdo de virus recombinantestralos a partir da delecdo de
outros genes como o da quitinase do baculovirusMeWIndo afeta a replicagéo viral em
cultura de células ou em insetos, porém perde actdgule de derreter ou liquefazer o
corpo da larva (Hawtiet alli., 1997). Um efeito similar foi observado quandtetiei-se o
gene catepsina do genoma do baculovirus ACMNP\tkR;a-aulkner, 1995).

Existem varios métodos para construir um baculgviecombinante, entre eles a
insercdo de genes heterdlogos em baculovirus pomtdgnacdo homodloga que ocorre
guando um vetor de transferéncia, contendo o geneteresse, e sequéncias flanqueando
0 gene homologo a seqiéncia é introduzido juntameom um DNA viral dentro de
células de inseto. Assim que sdo submetidos aaosfeccdo em célula de inseto, ocorre
uma troca de insertos, por recombinacdo homélagalltando na substituicdo do gene
original no virus pelo gene de interesse contidplasmideo. Nas células serdo produzidos
virus selvagem e recombinantes sendo que esseoseémd isolado por purificacdo em
diluicdo seriada em placas de 96 pocos contenddaséle inseto infectadas (Casttaalli,
1999).

Um outro método muito utilizado para construir Wlagirus recombinates se da

pela transposicao sitio especifica de um cassetgpiessao para o genoma do baculovirus
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propagado em células @scherichia coliDH10Bac™ (Invitrogen), que por sua vez possuli
além do genoma do baculovirus, um plasmfuEperresponséavel pela codificacdo de uma
transposase bacteriana que reconhece sequénceglaspinvertidas que flanqueiam o
gene exogeno no vetor pFastBac (Luclaivalli, 1993). Este método consiste de um vetor
de transferéncia pFastBac que contém o gene desetesob o comando de um promotor
especifico do baculovirus e quando propagados kraséeEscherichia colDH10Bad™
ocorre a transposicao do cassete de expressamddgterélogo para o Bacmid dentro da

célula hospedeira.

2.6 Controle de insetos utlizando o baculovirusAnticarsa

gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) no Brasil

A larva de Anticarsia gemmatalisHubner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae),
conhecida como lagarta da soja, é considerada wvaga{chave da sojicultura, ocorrendo
desde a Argentina até o Sudeste dos EUA, podenggarcaiminui¢cdo significativa na
producédo de soja, tornando-se economicamente iemgert(Galloet alli, 2002). A
ocorréncia da lagarta da soja nas culturas de rsoj8rasil varia entre o periodo de
novembro a marco, apresentando picos populacianaastir de janeiro conforme a regiao
(Andradeet alli, 2004). Na fase larval d& gemmatalisas lagartas inicialmente raspam as
folhas da soja causando prejuizo consideravel aidmedue crescem, tornando-se
responsaveis por importantes danos a cultura de €gm o objetivo de atingir o seu
desenvolvimento maximo, estagio de pupa, as lag@adem comprometer até 100% da

cultura de soja, pelo desfolhamento, comendo taditnbo como as nervuras da planta. O
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consumo médio da lagarta é de 9C cta folhas, ou seja, o equivalente a 2,1 vezesa su
propria massa a cada 24 horas (Getlalli, 2002).

Visando o combate as pragas que atacam a sojas \@aises produtores dessa
leguminosa, e entre eles o Brasil, estdo empreganestimentos tecnoldgicos de alto
nivel. Desde a década de 1970, o Brasil vem debemdo e aprimorando programas
visando a exceléncia da qualidade e produtividedeadeguminosa. Entre esses programas
destaca-se o maior programa mundial de controleumda praga usando um virus,
desenvolvido pela Embrapa Soja (Londrina-PR), impldo no inicio da década de 1980,
que utiliza o baculovirusAnticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV), que foi isolado pela primeira vez de Bsvdo insetd\nticarsia gemmatalis

Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) (Allen & Knell, I97qFigura 5).

Figura 5: (A) Larva deAnticarsia gemmatali§l®/5° instar) saudavel. (B) Larva Aaticarsia gemmatalisiorta por infecgéo
causada pelo baculovirus AgMNPV. (Adaptado de:/Avipw forestryimages.org/images/192x128/12351§0¢phttp://

www.embrapa.gov.br).

O uso efetivo do AQMNPV em culturas de soja cheg@itingir cerca de 2 milhdes
de hectares de soja, esse fato indica que a gélizde grandes quantidades de inseticidas

guimicos deixaram de ser aplicados no meio ambidfdse virus é considerando um
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excelente agente de controle biologico por sematde especifico e por conseguir driblar
com eficiéncia os mecanismos de defesa da lagslidacardi, 1998; Ribeiro & Pinedo,
2001).

Oliveiraet alli (2006) publicaram recentemente o genoma completoadulovirus
AgMNPV, apresentando um DNA genbémico com 132.23@pde bases (pb). A andlise
inicial revelou que o AgMNPV pertence ao grupo | géneroNucleopolyhedrovirus
(NPV), apresentando uma maior identidade de segignrorganizacdo gendémica com 0s
baculovirus Choristoneura fumiferanadefective nucleopolyhedrovirugCfDefNPV),
Epiphyas postvittananucleopolyhedrovirus (EppoNPV), Choristoneura fumiferana
multiple  nucleopolyhedrovirus (CfIMNPV) e Orgyia pseudotsugata multiple

nucleopolyhedrovirufOpMNPV) (Figura 6).
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Figura 6: Fenograma mostrando a relacdo entre o AQMNPV m®uinte e sete genomas completos de

baculovirus (Oliveirat alli, 2006).

In vitro, o AQMNPV ¢é capaz de se replicar melhor em cultigacélulas deA.
gemmatalis(UFL-AG- 286) (Sieburth & Maruniak, 1988) emborasga se replicar em
outras linhagens celulares 8e frugiperda(IPLB-Sf21-AE) (Vaughnret alli, 1977)T. ni

(Tn368) (Clemet alli, 1994) e BTI-Tn5B1-4 (Granades alli, 1994).
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2.7 Outras espécies de baculovirus que atacam inse{praga

Entre outras espécies de larvas de insetos qumnatgplantagcbes no mundo
encontram-se as larvas Aatographa californiceencontradas na Ameérica do Norte, sendo
nativas desta area. Alimentam-se da folhagem de wariadade de cultura de plantas

hospedeiras, tais como a planta da batata (Bré\@eB).

Figura 7: Larva de Autographa californica (Lepidoptea: Noctuidgde (Adaptado de:
http://www.forestryimages.org/images/192x128/135o[)fg)

Essas larvas também s&o susceptiveis a virusittspedae insetos que ocorrem
naturalmente, como por exemplo, o baculovirus AcMNBrewer, 1995). A espécie
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirusAcCMNPV) que se encontra
agrupada ao grupo | do géneMucleopolyhedrovirusé o baculovirus mais estudado
atualmente no mundo (Ribeied alli, 2001) sendo o primeiro baculovirus a ter seu g@no
completamente seqiienciado, com um tamanho de ¥3BIBPAyreset alli, 1994). Além
do seu ciclo de infeccdo, que tem sido extensivéresiudado tanto vivo comoin vitro.

Uma outra importante praga que ataca florestas Angerica do Norte,

Choristoneura fumiferanafoi responsavel pela destruicdo de cerca de 4lHoes de
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hectares de floresta por ano no Canada, no pededb990 a 2001 (National Forestry

Database; http://nfdp.ccfm.org/index_e.php) (Laueballi, 2005).

Figura 8: Larva deChoristoneura fumiferanéLepidoptera: Noctuidae). (Adaptado de:

http://www.forestpests.org/caterpillars/sprucebudwafm).

Atualmente, ndo existe nenhum agente biolégicazae controlar com eficacia as
infestacbes das larvas. fumiferana Arif et alli (1984) descreveram o isolamento e a
purificacdo de uma linhagem irlandesa do baculsvi@. fumiferana multiple
nucleopolyhedroviruCfMNPV), a partir de uma populacao de virus sedvag

O virus selvagem isolado € constituido por doigsviiferentes, &. fumiferana
multiple nucleopolyhedrovirugCIMNPV) e outro denominad€&. fumiferanadefective
nucleopolyhedrovirug CfDefNPV). O dltimo foi considerado defeituoso @By a sua
incapacidade de infectar larvas@efumiferangpela rota natural de infeccgmer os ele so
se torna infectivo quando injetado na hemolinfaidgeto hospedeiro. Entretanto, na
presenca do CfMNPV, o virus CfDefNPV pode infectarvas hospedeiras d€.
fumiferanaper os(Lauzon,et alli, 2005). Os dois virus sdo considerados espéesantds
apos andlise com endonuclease de restricdo e sstiedbibridizacdo cruzada. O genoma

do C. fumiferana defective nucleopolyhedrovirus(CfDefNPV) possui 131.160 pb e
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apresenta 149 ORFs (Lauzat,alli, 2005). Enquanto o genoma do CfMNPV consiste em
129.593 pb apresentando um total de 146 ORFs glaally, 2005).

Apés o seqlenciamento completo do genoma do baoudoAgMNPV, a sua
analise inicial revelou que esse virus possui unaomidentidade de sequéncia e
organizacdo genbmica, com o virusChoristoneura fumiferana defective
nucleopolyhedrovirugCfDefNPV). Um dos fatores interessantes do genamna do
AgMNPV esta na auséncia dos genes quitinasehi)) e catepsinavtcath, que por sua
vez estdo presentes no genomas dos baculovirusiNGtMee AcMNPV, entre outros

(Oliveiraet alli, 2006).

2.8 Genes virais quitinase e catepsina

Os genomas dos baculovirus codificam genes aweslique ndo sdo essenciais para
a replicacdo, porém conferem vantagem seletivaias.vUma vez que os baculovirus
replicam seu genoma dentro do nucleo das céluldmsipedeiro, eles estdo susceptiveis a
adquirir seqiéncias de nucleotideos a partir dpdumiro. Sendo assim, alguns dos genes
auxiliares existentes, como por exemphp, egt ptp, fibroblast growth factor(v-fgf),
ubiquitin (v-ubi) e superoxide dismutas@-sod, podem ter sido adquiridos a partir do
inseto hospedeiro pela transferéncia horizontglesees (Hughegt alli, 2003).

Alguns estudos demonstram que os genes auxik@esitilizados para controlar a
fisiologia, o desenvolvimento e o comportamentoirtseto hospedeiro (O’Reillgt alli,
1997), por exemplo, os geniep (inibidor de apoptose) bloqueia a resposta apcptdas

células do hospedeiro infectadas (Clenalli, 1991), o genegtinativa alguns hormdnios
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do inseto hospedeiro (O’'Reilly & Miller, 1989) egeneptp induz um comportamento
diferente, com relacédo ao esfor¢co da atividadenmtora exercida pelas larvas infectadas
gue ocorre na fase tardia da infeccédo (Kastitalli, 2005).

Outros exemplos de genes auxiliares que conferamuantagem seletiva para os
baculovirus sdo os genes quitinashif) e catepsinavfécath (Daimon et alli, 2006),
encontrados na sequUéncia gendmica dos baculoEippsNPV, OpMNPV, ACMNPV,
RaoWMNPV, BMNPV, CIMNPV, HycuNPV, CIDeNPV e AnpeNPV pertencentes ao grupo
| do género NPV, com excecao do baculoviigMNPV, que apresenta no seu genoma a
auséncia de uma regido de 3.0 pares de quilobgddss)( conservada a montante
(downstreah ao genegp64 (Slack et alli, 2004). A expressao do gene quitinase de
AcMNPV ocorre na fase tardia da replicacdo do vér@sn conjunto com a catepsina viral
promove a liquefacdo ou derretimento do corpo dspédeiro nos estagios tardios da
infeccdo (Hawtiret alli, 1997). A auséncia dos genes quitinase e catepsigggnoma do
AgMNPV podem ser responsaveis pela larva infectama o baculovirus AQMNPV néo
apresentar a caracteristica de liqiefacdo do aaparva logo apés sua morte.

Alguns patogenos de insetos, tais como 0s bacukvproduzem quitinases para
dissolver ou ligliefazer o corpo do inseto hospeddipois da morte provocada pela
infeccdo viral (Merzendorfer & Zimoch, 2003). Enzasnquitinoliticas, como a quitinase,
catalisam a hidrdlise de quitina, um polissacariftemado por polimeros dg-1, 4-N-
acetyl-D-glucosamina. Um estudo imunohistoquimia qlitinase deC. fumiferana
(Zhenget alli, 2003), um ortélogo da quitinase Ne sextae deB. mori revelou que a
quitinase participa da degradacdo da quitina deranfprocesso de muda dos insetos

(Merzendorfer & Zimoch, 2003).
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Acredita-se que a ligiefagdo do tecido do insespadeiro apds a morte facilita a
dispersdo da progénie viral no meio ambiente (kadd©97) e véarios estudos indicam a
identificacdo que dois produtos de genes viraislificados por algumas espécies de
baculovirus, que séo essenciais para promovermessesso de liqiefacdo: uma quitinase
(chiA) e uma cisteino proteasedath (Slacket alli, 1995; Hawtiret alli, 1997).

O genechiA, presente no genoma dos baculovirus ACMNPV e BmNRY
essenciais para induzir a ligiefacdo terminal daalinfectada com baculovirus somente
apos a morte da larva (Hawtet alli, 1997; Wanget alli, 2005). Acredita-se que esse
sintoma promova a transferéncia horizontal da priegéo virus na natureza (O’'Reillgt
alli, 1997; Hawtiret alli, 1997). Katsumat alli  (2004) observaram que nao houve
ligiefacdo das larvaB. mori infectadas quando o gewhiA foi deletado do genoma do
baculovirus BmNPV, indicando quhiA é um gene essencial para promover a liqiefagéo
terminal do hospedeiro. Desta forma, esses estudasam que o produto do gechiA
esta envolvido na degradacéo da cuticula do hospedigrante o processo de liquefacéo
do hospedeiro (Hawtiet alli, 1997). Em suporte a esta hipotese, ACMNPV aptasdn
mutacbes nos residuos do sitio ativo de V-CHIA sgm&a menor habilidade para
liqliefazer a larva (Thomaet alli, 2000).

O genechiAdo AcCMNPV apresenta ambas atividades exo e enitioage (Hawtin
et alli, 1997) e esté localizada no reticulo endoplasm@RE) de células de insetos devido
a presenca de um motivo de retencédo (KDEL) C-teamBegundo Thomast alli (2000),

a atividade quitinolitica dahiA do AcCMNPV é essencial para causar a ligiefagdo do
hospedeiro e a delecdo deste motivo KDEL resultosatrecdo inicial da enzima a partir

de células infectadas (Savidealli, 2002).
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Uma hipotese atual da origem dos geobsAs é que eles foram transferidos
horizontalmente a partir de bactérias para os baguk. Essa hipétese € baseada em
estudos feitos a partir de suas estruturas e filag@iawtinet alli, 1995; Hughe=t alli,
2003). Entretanto, recentemente identificaram utol@yo dechiA, o BmChi-h, a partir da
larvaBombyx morapresentando alta homologia entre as sequiéncidsCidlAs (63 % de
identidade com CHIA do AcMNPV) e quitinase de baat(73 % de identidade cachiA
de Serratia marcescefgDaimonet alli, 2003). BmChi-h esta envolvido na degradacdo da
quitina durante o processo de infec¢do e estek®go® sdo altamente conservados entre 0s
insetos de lepidépteras (Daimenalli, 2006).

Outra proposta funcional do geodA do ACMNPV esta no auxilio em processar
uma cisteino protease, denominada catepsina (V-GAg@stificada pelo virus (Horet
alli, 2002). Os genes-cath codificam uma cisteino protease do tipo papaima atia
homologia de seqUéncia a uma cisteino proteasgstismal, catepsina L. (Ohkawé alli,
1994; Slacket alli, 1995). O produto do genecathdo AcCMNPV tem 35,5 kDa e uma
forma precursora de 32 kDa (pro-V-CATH) que sdo asnprocessadas a uma forma
madura de 27,5 kDa de forma similar a catepsinalacket alli, 1995). Entretanto, Hom e
Volkman (2000) encontraram que, na auséncia do gateA no genoma do ACMNPV,
proV-CATH néo é processada na forma madura, formagiegados insolluveis dentro de
células infectadas.

Estudos comprovaram que mutantes de BmNPV e AcMNiR¥pazes de produzir
V-CATH, também n&o causam a liquefacdo terminahdeto hospedeiro (Ohkavea alli,

1994; Slaclet alli, 1995; Daimoret alli, 2006).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Considerando que a maioria dos baculovirus NP\$ym&m seu genoma 0s genes
da catepsina e quitinase e diante da importance;@la dessas proteinas na interacao virus
e hospedeiro resultando na liquefacao final dotaneeem maior disseminagao da progénie
viral, o presente trabalho propde construir viresombinantes com base na insercdo dos
genes \ehiA e v-cathdos virus CfDefNPV e AcCMNPYV no genoma do AgMNP¥\waliar
a capacidade desses virus recombinantes em pronaovVigilefacdo de larvas de.

gemmatalignfectadas.

3.2 Objetivos Especificos

. Clonagem dos genes quitinase e catepsina dos kacslCAcCMNPV e
CfDefNPV no vetor de transferéncia p2100;

. Clonagem individual dos genes quitinase e catepsamdo do AcCMNPV
guanto do CfDefNPV, nos vetores pGEM T-easy e pAgGa

. Construcdo do virus recombinantes vAgp2l0€tiA/v-cath pela co-
transfeccdo do DNA do plasmidio p2100&ghiAlv-cath com o DNA do
virus recombinante vAgGalA2, separadamente em reultie células de

inseto;
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Andlise transcricional dos genes heterdlogos dausvirecombinante
vAgp2100CfchiA/v-cathe via RT-PCR,;

Andlise dos efeitos causados pelo virus recombenaAgp2100CEthiA/v-

cath em larvas d&A. gemmatalicom base na determinacdo de parametros
de mortalidade (bioensaios);

Ensaios enzimaticos para avaliar a atividade erimienda enzima quitinase

e de cisteino-proteases (catepsina);
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4. Materiais e Métodos

4.1. Virus, células e insetos

Durante o desenvolvimento do presente trabalhas inhagens celulares derivadas
de insetos foram utilizadas: células Techoplusia ni(BTI-Tn5B1-4) (Granadogt alli,
1994) foram infectadas com o baculovirus selvageMMPV L-1 (Lee & Miller, 1978) e
outra linhagem celular proveniente das célulasidicarsia gemmataligUFL-AG-286)
(Sieburth & Maruniak, 1988) foram utilizadas pareogagar o baculovirus selvagem
Anticarsia gemmatali$AgMNPYV, isolado 2D) (Johnson & Maruniak, 1989sias como,
0s virus recombinantes vAgGalA2, construido a pddiAgMNPV, caracterizando-se pela
presenca do gene reportacZ comandado pelo promotor da poliedripalf) (Ribeiro et
alli, 2001) e o vAgp2100G#f-chiAv-cath (construido neste trabalho). As células foram
conservadas em meio TC-100 (GIBCO-BRL), suplementeoim 10 % de soro fetal
bovino e mantidas a 26° C.

LagartasA. gemmataligHubner, 1818) foram utilizadas no presente tradbglara
amplificar o virus selvagem (AgMNPV) e o virus rmetmnante construido
(VAgp2100Cfv-chiAv-cath, bem como para a realizagdo de bioensaios e gaiosn
enzimaticos. As larvas foram gentilmente cedidda pea. Maria Elita Batista de Castro

(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — CEBRAR).
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4.2. Purificagcao do DNA de BV em larga escala

Os virus purificados durante o desenvolvimento dabalho foram os virus
selvagens AcCMNPV e AgMNPV e os virus recombinamégGalA2 e vAgp2100CY-
chiAlv-cath A purificagdo do DNA dos virus utilizados foi lieada de acordo com o
procedimento descrito em O’Reilgt alli (1992) detalhado a seguir:

Foram colocados 30 mL do virus em um tubo de adtraifuga (pollyalomer,
Beckman) de 38 mL. Foram acrescentados 3 mL dé&olde sacarose 25 % no fundo do
tubo e completou-se com PBS (Tris-HCL 1 M, pH M&Cl 5 M). Este material foi
centrifugado a 24.000 r.p.m. por 75 min a 4° C otorr SW28 (Beckman L8-70 M). Em
seguida, o sobrenadante foi descartado removends{sacos de sacarose. Acrescentou-se
1 mL de tampéawirus disruption buffe(10 mM Tris-HCI pH 7.5; 10 mM EDTA; 0,25%
SDS) e o sedimento foi ressuspenso cuidadosamemtepipetagem. Acrescentou-se
proteinase K (50Qg/ml) e incubou-se a 37° C por no minimo16 h.

Quando a solucéao clareou, purificou-se o DNA vadicionando o mesmo volume
do sobrenadante (v/v) da solucédo de fenol: clomi@r(24:1), seguido de centrifugacdo a
14.000 r.p.m. por 5 min (microcentrifuga Eppendb#15 C). O sobrenadante foi retirado
e colocado em um novo microtubo. Foi adicionads@wenadante a mesma quantidade de
cloroférmio, centrifugando novamente a 14.000 r.pjor 5 min (microcentrifuga
Eppendorf, 5415 C). O sobrenadante foi transfepdoa em um novo microtubo. Em
seguida, adicionou-se ao sobrenadante 1/10 do edtienacetato de sédio 3 M (pH 5.2), 2x
o volume de etanol absoluto para precipitar o DNralvextraido, e incubado a -80° C

durante 1 h. Na sequéncia, a amostra foi centrifaiga 14.000 r.p.m. por 30 min e 0
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sedimento lavado com 1Qd. de etanol 70 %, seguido de uma nova centrifugalggo
14.000 r.p.m. por 5 min (microcentrifuga Eppendb#l15 C). Por fim, o sobrenadante foi

descartado e o sedimento ressuspenso grh 8@ agua “milli-Q”.

4.3 Construcao do plasmideo p2100AcchiAlv-cath

Células deT. ni (BTI-Tn5B1-4), 5 x 18 placa de 100 mm, foram infectadas com o
baculovirus selvagem AcMNPV, 10 unidades formadatasplacas (pfu) / célula, e
incubadas a 26° C. Apods cinco dias de infeccamboemadante da cultura de células foi
removido para extracdo do DNA de BV produzidos. \patracao e purificacdo do DNA
do virus selvagem AcMNPV, de acordo com o procedimdetalhado no item 4.2, fez-se
uma digestao utilizando a enzima de restrigaoH| (Invitrogen) com o objetivo de retirar
as regides flanqueadoras dos genes quitinase psicatepresentes no genoma do virus
selvagem AcMNPV (Figura 9). Para uma reacdo desthigecontendo um volume final de
30 pL foram utilizados 1QuL do DNA purificado (cerca de 10§y), 3uL do tampao 10X
React 3 (Invitrogen), 2 U da enzinBanH| e 16 uL de agua “milli-Q”. Em seguida, o

sistema de digestao foi incubado a 37° C durahte 3
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Figura 9: Organizacé@o dos genes quitinase e catepsinanmrgedo baculovirus AcCMNPV. O esquema
mostra as ORF dos genes quitinase e catepsina gedeslef-7 e gp64/gp67, localizados a montante
(lef-7) e a jusantegp64gp67) aos genes quitinase e catepsina, respectivamestsitios de restricdo

BanH]I estdo localizados no meio dos geledsr e gp64e por isso os genes foram intenrrompidos.

Pela analise de eletroforese em gel de agaros# {Sambroolet alli, 1989) foi
possivel observar o perfil eletroforético do DNAavidigerido com a enzimBanHl. O
fragmento de 3.300 pares de bases (pb), referertreanho daassetdoi retirado do gel
de agarose, eluido e purificado de acordo com togu do PureLink! Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen) e entdo, quantificadm gel de agarose 0.8 %.

O plasmideo p2100 (Hallwass, 2005) contém um feagande DNA de 2.100 pb do

locus da poliedrina do baculovirus selvagem AgMN#yura 10).

41



Bgl Il

P2100linkerBgl 1l

5100 pb

Pstl

Figura 10: Plasmideo p2100linkBglll. Mapa do plasmideo p2100, mostrando o promagi&olh) e o
gene da poliedrina, assim como os sitios de rastfsti, SpH. Em verde, sitio de restrigaBglll

escolhido para clonagem dasseteontendo os geneschiAe v-cath

Com o fragmento purificado dos genes quitinaseatepsina foi realizada uma
reacao de ligacdo com o vetor de transferéncia(p2aftendo um linkeBglll (Hallwass,
2005), previamente digerido com a enzima de réstrigglll (Promega), segundo
instrucdes do fabricante e seguido da reacdo desaslacdo com a enzima CIAP — Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase (Promega) de acaaln as instrucbes do fabricante.
Sabendo que os sitios para as enziBasH| (5'G|GATCC3’) eBglll (5’'A |GATCT3)
apresentam compatibilidade de ligacéo, a reacdigalgio foi realizada utilizando8.- do
cassetepurificado (cerca de 206g), 1 uL do tampéo de ligacdo 10 X, & do vetor
p2100linkerBglll (aproximadamente 5fg) e 0,01 U da enzima de ligagdo T4 DNA ligase
(Promega).

A ligacao foi utilizada para transformacdo, emulz competentes da cepa
Escherichia coliDH5a (Invitrogen), utilizando o método de choque-téomie acordo com

o protocolo de transformacéo bacteriana, descoitGpmbroolet alli (1989). O plasmideo
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p2100 contém o gene de resisténcia a ampicilirssilpditando assim, a selecéo dos clones
positivos pela presenca do antibiotico ampicilid@0(ug/mL). A bactéria contendo o
plasmideo de interesse, denominado p21064lsiAv-cath foi cultivada em meio L-Broth
(triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, Na®l d/L e HO destilada) seguido da
extracdo do DNA plasmidial em larga escala de aceaim o protocolo de lise alcalina

descrito por Sambroodt alli (1989).

4.4 Construcao do plasmideo p2100@fchiA/v-cath

O plasmideo pCfDefNPNindIIIQ, gentilmente cedido pelo Dr. Arif Basil (Nait
Resources Canada), apés digerido com a enzima stecdie Hindlll (Promega),
apresentou um fragmento com tamanho de 3,236 pltaptém as ORFs completas dos
genes quitinase e catepsina e regides flanqueadonasntante e a jusante. (Figura 11).
Para uma reacao de digestdo com a enzima de dedtirgdIIl contendo um volume total
de 66uL utilizamos 50uL do DNA purificado (aproximadamente 1§§), 5uL do tampéao
10 X H (Promega), nL de BSA 10 X, 1 U da enzimidindlll e 5 uL de agua “milli-Q”.

Em seguida, o sistema de digestao foi incubadd £&3Wrante 3 h.
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Figura 11: Organizacdo dos genes quitinase e catepsina mormge do baculovirus CfDefNPV. O
esquema apresenta as ORF completas dos genesspliircatepsina, assim como as regides montante
do gene quitinase e a extremidade do ggu a montantedo gene catepsina. Os sitios de restricdo

Hindlll estédo localizados no meio dos geleds/ e gp64e por isso os genes foram intenrrompidos.

Pela analise em eletroforese em gel de agaros@0d@ digestdo do plasmideo
pCfDefNPWHIndIlIQ, foi possivel observar o perfil eletrofor@icdo DNA viral digerido
com a enzimddindlll. O fragmento liberado de 3,200 pb foi retirado gel de agarose,
eluido e purificado de acordo com o protocolo deePimk™ Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen), seguido da andlise de quantificac@ocdssetepurificado para posterior

reacao de ligacao no vetor de transferéncia p21GaHindlll (figura 12).
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Figura 12: Plasmideo p2100linkelindIll. Mapa do plasmideo p2100, mostrando o prom(iBiolh) e o
gene da poliedrina, assim como os sitios de rastfgti, SpH. Em azul, sitio de restricadindlll
escolhido para clonagem dassetecontendo os geneschiAev-cath

Para facilitar a clonagem direta dmassete génico purificado no vetor de
transferéncia p2100linkidindlll, foi introduzido no vetor p2100 um sitio destécdo da
enzimaHindlll. Primeiramente, o plasmideo p2100 foi digeraon a enzima de restricdo
EcdRV, seguido da desfosforilacéo e ligado ao Lirtkerdlll (BioLabs), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Na sequéncia, a ligagdio ufilizada para transformacgéo
bacteriana por choque térmico, de acordo com @m@oti descrito por Sambroak alli.
(1989). Alguns clones positivos, contendo o plagmi@2100 com o sitio de restricdo
Hindlll, foram selecionados. Para confirmar a clonagknsitio de restricaslindlll no
plasmideo p2100, este foi digerido com a enzimeesikeicdoHindlll e o perfil de restricdo
foi analisado em gel de agarose 0.8 %, corado comédio de etidio (0,{tg/mL).

Apbs confirmacdo da construcdo do vetor p2100tkellll, o vetor foi digerido
com a enzima de restric&tindlll seguido de desfosforilagdo com a enzima CIACalf
Intestinal Alkaline Phosphatase (Promega) de acooio as instru¢cdes do fabricante, e
uma reacao de ligacao foi preparada utilizangd 8o cassetegénico purificado (cerca de

100ng), 1 uL do tampéao de ligacdo 10 X, & do vetor p2100linkédindlll e 0,01 U da
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enzima de ligacdo T4 DNA ligase (Promega).

A ligacdo foi utilizada para transformacdo baetesi utilizando o método de
choque-térmico de acordo com o protocolo de tramsfodo bacteriana, descrito por
Sambrooket alli. (1989). O plasmideo recombinante foi denomina@bOpCfv-chiAv-
cath e a bactéria contendo esse plasmideo foi cultiwadameio L-Broth, seguido da
extracdo do DNA plasmidial em larga escala de aceaim o protocolo de lise alcalina

descrito por Sambroodt alli (1989).

4.5 Construcdo dos vetores pGEMAw:-chiA, pGEMACc.v-cath,
pGEMCH. v-chiA e pGEMCHf.v-cath

Para analisar separadamente o efeito causado get®s quitinase e catepsina,
tanto do AcCMNPV quanto do CfDefNPV, foram prepasa@®LR, com o DNA purificado
de cada virus, utilizando os oligonucleotideos &fipes para cada gene, desenhados para
esse trabalho e citados na tabela 1.

Quatro reacdes foram feitas utilizando os pares dai&onucleotideos
QUITCIF/QUITCIR e CATHCfF/CATHCIR para amplificarsogenes quitinase e catepsina
do CfDefNPV, assim como os pares de oligonucleo§dQUITACF/QUITACR e
CATHACF/CATHACR para amplificar os genes do ACMNPAs reacdes de amplificacao
foram feitas em um volume total de pD contendo 41,21l de agua “milli-Q”, 5,0ul de
tampdo 10 X (Invitrogen), 1,51l de dNTP 10 mM (Invitrogen), 1, de cada
oligonucleotideo (1uM) da Integrated DNA Technologies (IDT), 0,3 U da&zienaTaq

DNA polimerase (Invitrogen) e il do DNA (aproximadamente 1hfy). As amplificacdes
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foram efetuadas em termociclador Perkin Elm@eneAmp PCR System 2400)
programado para 30 ciclos, cada um constituidogegainte seqiéncia:
* Desnaturacao inicial a 95° C por 5 min;
» Ciclo de amplificacédo: desnaturacdo a 95° C poirl3@ s; anelamento a 56° C por
1 min 30 s; extensdo a 72° C por 1 min 30 s;
» Extenséo final a 72° C por 7 min;
Pela analise em eletroforese em gel de agaro$é da&s PCR, foi possivel observar
o perfil eletroforético dos DNAs amplificados. @agmentos amplificados foram retirados
do gel de agarose, eluidos e purificados de aamwtdoo protocolo do PureLink Quick
Gel Extration Kit (Invitrogen). ApoOs purificacdo sldfragmentos contendo os genes
guitinase e catepsina do AcCMNPV e do CfDefNPV feaima reacdo de ligacdo entre os
genes e o vetor pGEM®8asy (Promega), de acordo com o protocolo de iésido
fabricante, e os vetores resultantes foram entddagsna transformacéo de célulasede
coli DH5a (Invitrogen) utilizando o método de choque-térm{8ambrooket alli, 1989),
seguido da extracdo do DNA plasmidial em largalasda acordo com o protocolo de lise
alcalina descrito por Sambroekalli, (1989).
Para confirmar a clonagem dos genes no vetor pGEaasy, fez-se a digestdo dos
plasmideos pGEMAg:chiA pGEMAcv-cath pGEMCfv-chiA e pGEMCfv-cathcom as
enzimasBglll e BanHlI, pois na construcédo do oligonucleotideos foraseifidos sitios de

restricdo para essas enzimas em cada extremidade.
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Tabela 1 Oligonucleotideos usados nas PCR para deteccgeates quitinase e catepsina no DNA dos plasmideos

Gene  Oligonucleotideo

Sequéncia de nucleotideos (5> 3)

(*) Posicéo

QUITCFF
QUITCFR
Quitinase

QUITAC F

QUITAC R

CATHCf F

CATHCIR
Catepsina

CATHAC F

CATHAcC R

AGATCTATGGTGCACTATTTGGTAAAAG

GGATCQAAAACCTGACGCATGTCTAAAAACAGCAC

AGATCRATGTTGTACAAATTGTTAAACGTTTTGTGG

GGATCQAAATACTGCAGAATCGTG

AGATCRATGAACAAAATTGTGTTGTATTTGTTAATT

GGATCAACCTTCTTTTTGACAGTAGGCATAATTGTG

AGATCRATGAACAAAATTTTGTTTTATTTGTTTGTGTACGGCG

GGATCQAAATAGCGAGTGTGTTGAGATT

28 nta partir do ATG do
gene quitinase

- 187 nt a partir do c6don
de terminacéo do gene
quitinase

36 nt a partir do ATG do
gene quitinase

-134 nt a partir do cédon
de terminagédo do gene
quitinase

36 nt a partir do ATG do
gene catepsina

-157 nt a partir do cédon
de terminagédo do gene
catepsina

43 nt a partir do ATG do
gene catepsina

-28 a partir do cédon de
terminagdo do gene
catepsina

* Posicao dos oligonucleotideos em relacao ao prinmeicleotideo da sequéncia.
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4.6 Construcdo dos vetores de transferéncia pAgGatA-chiA,
pAgGalAc.v-cath, pAgGalCf.v-chiA e pAgGalCfyv-cath

Para analisar o efeito dos genes quitinase e siategeparadamente, tanto em
cultura de células quanto em larvas Alegemmatalis vetores de transferéncia foram
construidos utilizando o plasmideo pAgGal (Ribatalli, 2001), que contém o gege
galactosidasesob o comando dos promotoigasanosina phosphoribosyl transferaggpt),
derivado deE. coli, e da poliedrinapolh) derivada do baculovirus AGQMNPYV (figura 13).
PolAGRE | Promotor polh

Bglll

Regiéo promotora a partir do genegpt de E. coli
f LacZ

pAgGal
8429 pb

Sitio poli-A EcoRl

Figura 13: Mapa do plasmideo pAgGal mostrando a localizacagrdmotor da poliedrina assim

como a localizacao da regido promotora do ggri@ntes do gene ¢&galactosidasdlLac?).

Para isso, foram realizadas duplas digestdesegpemente a digestdo do plasmideo
pAgGal com a enzima de restricBglll seguido da digestdo com a enzima de restricdo
EcaRl, assim como a digestdo do pAgGal com as enzBgils e Ndd. Em seguida, os

plasmideos construidos pGEMm«hiA pGEMCfv-chiA e pGEMCfv-cath foram
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digeridos com as enzimas de restriggglll e EcoRl e o plasmideo pGEMAg-cath
digerido com as enzimaBglll e Ndd. Os fragmentos liberados pela digestdo dos
plasmideos foram extraidos do gel de agarose &cades de acordo com o protocolo do
PureLinkK™ Quick Gel Extration Kit (Invitrogen).

Em seguida, foi feita a clonagem de cada fragmegémico purificado,
separadamente, no vetor de transferéncia pAgGehnfirmacao da clonagem se deu pela
PCR utilizando os oligonucleotideos especificosa mada gene (citados na tabela 1) e o

mesmo programa, detalhado anteriormente, foi atitz

4.7 Confirmacéo da construcéo dos plasmideos p210€wchiA/v-cath
e p2100Civ-chiA/v-cath

O plasmideg2100Acv-chiAv-cath foi digerido com a enzima de restricRst
(Promega) para confirmar a clonagem e a orientdQ@menes visualizado pela da analise
do perfil de restricdo em gel de agarose 0.8 %@dwrom brometo de etidio (Qui)/mL).
Uma PCR, utilizando os oligonucleotideos espedfijgara os genes quitinase e catepsina
do baculovirus ACMNPV (tabela 01), desenhados dairpda sequéncias dos genes
depositados no banco de dados (Acesso ao GenBdrk?&58), foi conduzida para
confirmar a inser¢cdo dos genes no plasmideo p210@hcAv-cath

Para confirmar a clonagem dos genes quitinase epsiad no plasmideo
p2100Cfv-chiAlv-cath fez-se a digestdo com a enzima de restrigaallll (Promega)
liberando um fragmento de 3.236 pb, correspondaonteamanho dacassetegénico

contendo 0s genes quitinase e catepsina, visualzadjel de agarose 0.8 %, corado com
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brometo de etidio (0,hg/mL). Além da digestdo, uma PCR utilizando oligdeatideos
especificos para os genes quitinase e catepsinaaddovirus CfDefNPV (Tabela 1),
desenhados a partir da sequéncia dos genes depssita banco de dados (Acesso ao
GenBank # AY327402), foi conduzida para confirmentd a insercdo dos genes como a
sua orientacdo no plasmideo p2100&hiAv-cath

O programa utilizado na PCR para a amplificacés genes foi o0 mesmo para
ambos os plasmideos construidos:

* Desnaturacao inicial a 95° C por 5 min;
* Ciclo de amplificacédo: desnaturacéo a 95° C poiril3@ s; anelamento a 56° C por
1 min 30 s; extensdo a 72° C por 1 min 30 s;

» Extenséo final a 72° C por 7 min;

4.8 Construcao do baculovirus recombinante vAgp21@3.v-chiA/v-cath

Apoés clonagem dos genes, o plasmideo p210abiAv-cath foi co-transfectado
com o virus recombinante vAgGalA2 em cultura dellegél UFL-AG-286 com lug de
DNA dos plasmideos e Oy do DNA do virus recombinante vAgGalA2 utilizandma
solucdo de lipossomos (Cellfectin, Invitrogen). Uplaca de 35 mm de diametro foi
previamente preparada com células UFL-AG-286 (Dc#lulas) e incubada por 1 h, para
aderéncia das células. Em seguida o DNA plasmédiatal foram diluidos em 250L de
meio TC-100 sem soro em um microtubo. Dez micaditde lipossomos foram diluidos
em 250uL de meio TC-100 sem soro, misturados a solugatendon o DNA e incubados
por 15 min a temperatura ambiente. O meio de @iltde células foi substituido pela

mistura de DNA/lipossomos e a placa incubada a ¢eatygra ambiente por 5 h. Apds esse
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periodo, a mistura foi trocada por meio TC-100 na@emtendo 10 % de soro fetal bovino e
as celulas foram incubadas a 26° C. Sete dias ambstransfeccdo, o sobrenadante das
células transfectadas foi usado para isolar o baous AgMNPV recombinante
(VAgp2100Cfv-chiAv-cath pelo método de diluicdo em placa de 96 poc¢ospcdescrito
por O'Reilly et alli (1992). Sete ciclos de isolamento em placa de & foram
necessarios para o isolamento do virus recombindgfe2100Cfv-chiAv-cath

O plasmideo p2100Ae¢chiAv-cath também foi co-transfectado com o virus
recombinante vAgGalA2 em cultura de células UFL-28 com 1ug do DNA do
plasmideos e 0,bg do DNA do virus recombinante vAgGalA2 utilizangma solucéo de

lipossomos (Cellfectin, Invitrogen) e seguindo ogadimento detalhado anteriormente.

4.9 Confirmacédo da introducao dos genes-chiA e v-cath no DNA
gendmico do virus recombinante vAgp2100Cf.v-chiA/eath

Foram utilizadas duas estratégias para confirmamorstrucdo do baculovirus
recombinante vAgp2100@tchiAv-cath uma pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)

e a outra pela técnica de hibridizaGmuthern blat

4.9.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica de PCR foi usada para identificacdo geses quitinase e catepsina
presentes no DNA gendmico do virus recombinantestosiclo, vAgp2100C¥-chiAv-

cath Para deteccdo dos genes foram utilizados os nsegp@®@s de oligonucleotideos
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sintéticos desenhados a partir da sequéncia des ggiitinase e catepsina depositados no
banco de dados, descrito no item 4.5.

Duas reacdes foram feitas utilizando os pares ld@nucleotideos QUITCIF/
QUITCIR e CATHCIF / CATHCIR. As reacbes de ampkigéo consistiram de um volume
final de 25ul, contendo 16,2l de agua “milli-Q”, 2,5ul de tampao 10 X (Invitrogen), 1,5
ul de dNTP 10 mM (Invitrogen), 1,0l de cada oligonucleotideo (1M) da Integrated
DNA Technologies (IDT), 0,3 U da enzinfaaq DNA polimerase (Invitrogen) e fil do
DNA (20 ng). As amplificagbes foram efetuadas em termocala®erkin Elmer
(GeneAmp PCR System 2400) programado para 30 ciclada um constituido pela
seguinte sequéncia:

e Desnaturacao inicial a 95° C por 5 min;
» Ciclo de amplificacdo: desnaturacdo a 95° C porirf; anelamento a 56° C por 1

min e 30 s; extensdo a 72° C por 1 min e 30 s;

» Extenséo final a 72° C por 7 min;

Apo6s a amplificacdo, foram adicionados, a cadastiao 10ul do tampéo de
amostra (0,25 % azul de bromofenol (p/v), 0,25 %nd cianol (p/v) e 30 % glicerol (v/v)
em HO). Essas amostras foram aplicadas em gel de ag@/@$6, submerso em tampao
de corrida TBE 0,5 X (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1mMlarcador de massa molecular
conhecido (1 Kb DNA Ladder, Invitrogen) foi colocadcha extremidade do gel como
padréo para determinar o tamanho dos fragmentasigerAo término da corrida o gel foi

corado com brometo de etidiog/ml).
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4.9.2 Construcao de sonda nao-radioativa

O DNA purificado do plasmideo p2100&GEhiA/v-cathfoi utilizado para preparar
uma sonda n&o-radioativa com o “DIG DNA LabellingdaDetection Kit” (Boehrg
Mannheim), segundo orientacbes do fabricante. Odpapligonucleotideos usado para
preparar a sonda foram QUITCfF e QUITCIR, citaddaieela 1. Este sistema de marcacéao
usa digoxigenina (DIG) acoplada a dUTP para mabgéA, RNA ou oligonucleotideos
para hibridizacdo e subsequente imunodeteccéo.pPegparar a sonda, uma PCR foi feita
em um volume total de 140, contendo 73,7l de agua “milli-Q”, 10,Qul de tampéo 10 X
(Invitrogen), 3,0uL de MgChL 25 mM (Invitrogen);10,Qul de mistura de dNTP (dCTP,
dATP, dGTP, dTTP e DIG-dUTP) a 1 mM, I4Dde cada oligonucleotideo (30), 0,3 U
da enzimaraq DNA polimerase (Invitrogen) e il do DNA (20ng). As amplificagbes
foram efetuadas em termociclador Perkin Elmer (Beme PCR System 2400),

programado para 30 ciclos, de acordo com as etkgsasitas anteriormente no item 4.9.1.

4.9.3 Hibridizagdo nao-radioativa do perfil de regtcado viral e

plasmidial

Primeiramente, um gel de agarose 0.7 % foi cadeegam o DNA viral purificado
do virus selvagem AgMNPV e recombinante vAgp2108ChiAlv-cath e do DNA
plasmidial do p2100Gf-chiA/v-cath digeridos com a enzima de restrigdmdlIll. Apos a
corrida eletroforética as fracdes de DNA foram daottumentadas com brometo de etideo (5

pug/ml) e posteriormente transferido para uma mengreda nailon (Sigma 0,2um)
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utilizando-se um aparelho Hybaid Vacu-Aid (Hybamhnforme instrugédo do fabricante.

O gel foi tratado com solucdo depurinadora (H@IM) por 10 min. O excesso de
solucéo foi retirado e, em seguida, tratou-se colocdo desnaturante (NaCl 1,5 M e NaOH
0,5 M) por 20 min. Retirou-se o0 excesso de solg&atou-se com solucédo neutralizadora
(Tris HCI pH 7,4 1 M e NaCl 1,5 M) por 20 min. Nowante, retirou-se o excesso de
solucéo, para entdo acrescentar a solucdo SSQNAX 150 mM; citrato de sédio 15 mM,
pH 7,2) permanecendo por 1 h. Terminando o pro¢céssese a fixacdo da membrana pela
exposicao a luz UV por 15 min para cada lado da lonaina.

A membrana foi hibridizada com sonda ndo-radi@atdspecifica para o gene
quitinase. A hibridizagéo foi feita segundo protocdo DIG DNA Labelling and Detection
Kit (Boehringer mannheim), com algumas modificagc@membrana foi imersa em solucéo
SSC 2X, enrolada e colocada no cilindro do forntiteidizacdo Hybaid com um pouco da
mesma solucdo. Retirou-se a solucdo SSC 2 X eoadi@im-se 50 mL de tampéo de
hibridizagdo pré-aquecido a 42° C. Levou-se aodode hibridizacdo e fez-se a preé-
hibridizagédo a 60° C por 30 min, sob suave agitacao

A sonda (aproximadamente 26§ de DNA) foi desnaturada a 100° C, por 5 min, e
imediatamente incubada no gelo. Acrescentou-se ilaalro, a sonda desnaturada. A
hibridizag&o foi realizada a 60° C, por 24 h soévsuagitacdo. A membrana foi lavada duas
vezes com SSC 2 X-SDS 0,1 %, a temperatura ambieottes min e duas vezes com SSC
0,1 X-SDS 0,1% a 68° C, por 15 min, sob agitacatstamte. Para deteccdo a membrana foi
lavada com tampéao de lavagem (acido maléico 0,NACI 0,15 M; Tween 20 0,3 % (v/v),
pH 7,5) por 5 min e incubada por 30 min em soluggueadora 1 X. O anti-DIG-AP
conjugado foi diluido para 75 U/mL (1:10.000) emr0Q de solucdo bloqueadora 1 X e a

membrana incubada por 30 min nesta solucdo. Emdsedavou-se duas vezes por 15 min
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em tampdao de lavagem e equilibrou-se por 5 minampdo de deteccdo. A membrana foi
incubada em solucdo de coloracéo fresca, no essemoagitacdo. Apos obtida a intensidade

desejada das bandas (1-3 h), a reagao foi pansatadie-se com agua destilada.

4.10 Analise transcricional (RT-PCR) dos genes-chiA e v-cath em

células de inseto infectadas com o virus vVAgp210Q&thiA/v-cath

Células UFL-AG- 286 (5 x f&élulas/placa de 100 mm) foram infectadas com 10
pfu / célula do virus recombinante vVAgp2100afhiAv-cathe a 72 h p.i., as células foram
coletadas e centrifugadas a 3.000 r.p.m. por 5(microcentrifuga Eppendorg415 C). O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se asasédn5ul de Trizol, um fenol &cido,
(Invitrogen) para extracdo do RNA, seguindo recataedes do fabricante (Gibco-BRL).
Em seguida, o tubo foi invertido cinco vezes e lbados a temperatura ambiente por 10
min. Adicionou-se 10Q.L de cloroférmio e misturou rigorosamente durarieségundo,
armazenando durante 5 min a temperatura ambiente.

A amostra foi centrifugada 14.000 r.p.m. por 15 rmmcrocentrifuga Eppendorf,
5415 C) e o sedimento lavado com etanol 70 %, @ridentrifugado a 14.000 r.p.m. por 2
min (microcentrifuga Eppendorf5415 C). O etanol foi descartado e o sedimento
permaneceu no gelo até secar. Em seguida, a anfioistessuspensa em 22 de agua
“milli-Q” que sofreu tratamento prévio com 0,01 %\ dietilpirocarbonato (DEPC)
durante 16 h para em seguida a solugdo de agueD&FC ser autoclavada, tornando a
agua livre de RNAses.

Na sequiéncia, preparamos uma mistura para a @otelw; cONA utilizando o kit
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M-MLV-RT (Invitrogen) de acordo com as instru¢des fdbricante, contendo 1@ do
RNA extraido anteriormente, . dNTP 10 mM e JuL (10 uM) do oligonucleotideos T1
(que se anela na cauda poli-A) (Tabela 2), paraseiome final de 12.iL. Incubou-se em
banho-maria a 65° C por 5 min e posteriormente @o gor 3 min. Em seguida, foi
adicionado 4uL do tampédo 5 X (Promega - enzima ImProm-2)ul2de 0.1 M DTT
(agente redutor); LL de inibidor especifico para RNAse 24,800 U/ml4 U, da enzima
Transcriptase reversa 2,5l para obter um volume final de 320.. A amostra foi
incubada durante 1 h a 37° C. Apés incubacao £3@°enzima foi desativada a 70° C por
15 min em banho-maria e posteriormente armazenadi@ezer -80° C, até 0 momento de
uso.

Foi preparada, entdo, uma PCR, a partir do cDNwa pm volume final de 2L
contendo: 0,3 U da enzimBagq DNA polimerase (Invitrogen); 2,hL de Tampéo 10 X
(Invitrogen); 2,5uL de MgChL 25mM (Invitrogen); 1,0uL de dNTP; 1,0uL (10 pM)
oligonucleotideos T2 (que possui seqUéncia idéntam@s 19 nucletotideos do
oligonucleotideo T1) como oligonucleotideo reverébabela 2), 1uL (10 puM)
oligonucleotideos especifico para RT-PCR (Tabeld DuL de cDNA e 17,5L de 4gua

“milli-Q”.
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Tabela 2 Oligonucleotideo usados nas PCR para construg@®NA e para detecgdo do RNAm dos genes

quitinase e catepsina no DNA do virus recombinaAtp2100Cfv-chiAv-cath

Gene Oligonucleotideo Sequéncia de nucleotideos (5> 3) (*) Posicéao

422 nucleotideos antes do codon

Quitinase RTQUITC CGGATTACGCTGTTAAATCGCT de terminagdo do gene quitinase
RTQUITAC TACACACTACGCTGTCGATGCGT 424 nucleotideos antes do codon
de terminagdo gene quitinase
416 nucleotideos antes do c6don
. RTCATHCf
Catepsina TACGAGGCCGTCATGAACAT de terminagdo do gene catepsina
RTCATHAC

AGCGTTCGAAGCCATCATTA 426 nucleotideos antes do cédon
de terminacgdo do gene catepsina

T1 CCTGCAGGATCCTTAGGTTTTTTTTTTTT

TTTTTT Cauda Poli-A
T2 Equivalente aos 19 primeiros
CCTGCAGGATCCTTAGGTT nucleotideos do T1

* Posicao dos oligonucleotideos em relacéo ao promeicleotideo da sequéncia.

As amplificagdes foram efetuadas em termocicladenkiR elmer (GeneAmp PCR
System 2400), programado para 31 ciclos, cada umstitwido pela seguinte sequéncia:
» Desnaturagéo inicial a 95° C por 2 min;
» Ciclo de amplificacédo: Desnaturacédo a 95° C poriri; mnelamento a 56° C por 1
min 30 s; extensdo a 72° C por 1 min 30 s;
» Extenséo final a 72° C por 5 min;
Para confirmar a especificidade dos geneshiA e v-cath os fragmentos

amplificados por PCR foram purificados do gel darage e submetidos a uma nova PCR
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utilizando pares de oligonucleotideos especifiaa pada gene (RTQUITCf e QUITCf R

e RTCATHCf e CATHCf R).

4.11 Purificacdo dos corpos de oclusdo (OB) a partde insetos
infectados com AgMNPV e vAgp2100C¥-chiA/v-cath seguido da

contagem dos OB purificados

Larvas deA. gemmatalig3°/4° instar) foram infectadas via microinjecaorccerca
de 5 -10uL do estoque de BV do virus selvagem AgMNPV e dassirecombinante
VAgp2100Cfv-chiAv-cath com um auxilio de uma seringa de 1 mL. As lan@srh
mantidas em copos plasticos e alimentadas com tetegblida artificial (62,5 g de feijao,
50,0 g de gérmen de trigo, 50,0 g de proteina da 3b,2 g de levedo de cerveja, 30 g de
agar, 75 g de leite em po, 3 g de acido ascorhiéog de acido soérbico, 2,5 g de nipagin, 3
mL de formol 40 %, 5 mL de solu¢éo vitaminica e@@&fL de 4gua destilada). Apos 90 ou
120 h p.i., as larvas mortas foram coletadas ezenamas em um tudo Falcon de 50 mL a -
20° C até seu uso para purificacao de poliedros.

A larvas armazenadas foram maceradas, utilizandimlta e pistilo, com 8 mL de
tampédo de homogeneizacéo (acido ascorbico 1 %;B5%S Tris 0,01 M pH 8.0; EDTA
0,001 M). Para cada dez gramas de lagarta utiseout0 mL de tampéo de
homogeneizacdo. O macerado foi filtrado com que#tmadas de gaze e posteriormente
centrifugado a 12.000 r.p.m.(Beckman J2-Ml, roty 4 4° C por 12 min, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em 2CmEJEmM seguida, 5 mL do material,

com concentracéo final de 30 mg/mL, foi aplicadbrsagyradientes de sacarose variando de
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1,17 g/mL a 1,30 g/mL e centrifugado a 24.000 r.,em uma ultracentrifuga (Beckman
L8-70M, rotor SW28) a 4° C por 40 min. Com o auxilie uma pipeta Pasteur uma banda
contendo os corpos de oclusédo (OB) foi coletadduédd quatro vezes em TE (Tris-HCI
pH 8,0 e EDTA 0,5 M) e centrifuugada a 12.000 r.pemm uma centrifuga preparativa
(Beckman J2-Ml, rotor 14) 4°C por 15 min. O seditoeioi ressuspenso em agua “milli-
Q” e armazenado a -20° C.

A contagem direta dos poliedros, em microscopipfeibta em um hemacitdmetro
(camara de Neubauer). A suspensao contendo osscdgpoclusao (OB) purificados foi
diluida 1000 vezes com agua destilada. Quinze fitro® de cada solucdo diluida foram
transferidas para a lamina de contagem, de modmarttodo o volume desse espaco (sem
excesso). Sob o microscopio foi estabelecido o mdéo contagem para a sua
uniformizacdo (nUmero e posicdo dos campos ondamfdieitas as contagens), nesse
trabalho utilizamos o campo 2, que corresponde aanea de 0,0625 nfmA contagem foi
realizada em triplicata da mesma suspensao no castaoelecido.

A média de contagens foi multiplicada pelo fator amversédo (n x 16 x 10
poliedros/mL, onde n é o n° médio de poliedros ado$/campo) do campo utilizado,
resultando no numero de poliedros existentes npessdo (Alves & Moraes, 1998). A
concentracdo de poliedros do AgMNPV obtida foi 51 OB/mL enquanto o virus

recombinante vAgp2100@fchiAlv-cathobteve uma concentracéo de 6 X OB/mL
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4.12 Bioensaios

Bioensaios foram realizados utilizando larvas Algticarsia gemmatalig3°/4°
instar) visando (a) observar se o virus recomb@eonstruido, vAgp2100G@tchiAlv-cath
€ capaz de causar liglefacéo das larvas no finalfelecao, e (b) determinar os parametros
de mortalidade larval em diferentes concentracoedms. Da mesma forma, larvas foram
inoculadas com AgMNPV para observacao comparatigeedeitos da infeccao.

Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizgadedros purificados dos virus
vAgp2100Cfv-chiAlv-cathe AQMNPV, sendo testados cinco tratamentos patta eaus
nas seguintes concentracdes: 9,0% 20 x 16; 8,1 x 10; 2,43 x 16 e 7,29 x 160OB/mL.
Para cada tratamento, constando de trés repetif@®sn utilizadas 30 larvas da.
gemmatalis sendo distribuidas trés larvas por copo plastieo50 mL contendo dieta
artificial preparada sem os conservantes formapagmn. Cerca de 100L do indculo viral
das concentracdes citadas acima foram distribvédododa a superficie da dieta (~0,5
cm’). Nos controles, o inéculo viral foi substituidor00uL de agua destilada. As larvas
foram mantidas em uma incubadora B.O.D., em coedi¢ontroladas de temperatura (27°
C), fotoperiodo (14 h) e umidade (70%).

A partir do terceiro dia (72 h p.i) de inoculagité o estagio de pupa, foram feitas
observacdes diarias, para avaliar a mortalidadéadess. Ao final dos bioensaios os dados
foram analisados pelo programa MicroProbit 3.0 ljg@&le Probit — Finney, 1978) para
determinar a Cio (concentracdo letal 50 - capacidade do virus n&a®6 dos insetos
testados) e T4g (tempo letal 50 — tempo que leva para o virus mafafo dos insetos
testados). Também foi calculado o TM (tempo médio ndorte — média do tempo

necessario para que os insetos testados morrala)fopeula descrita abaixo, onde D € o
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dia de avaliacdo e N € o numero de larvas morfasvpeis nesse dia (Morales, 2001):

™= (D1 x N1) + (D2 x N2) + (D3 x N3)(D4 x N4)...(Dn x Nn)

Total de larvas mortas pelo virus

Foram observados também, a partir de 96 h p.a atérte das larvas, as estruturas
dos tecidos internos. Para isso foram coletadaddréas deA\. gemmatalisnfectadas com
os virus selvagem (AgMNPV) e o recombinante (VA@EXfv-chiAv-cath que foram
submetidas a inoculagdo com a maior concentrac@® (¢ 16 OB/mL) utilizada na
realizacdo dos bioensaios. As larvas coletadasoakmente foram dissecadas com uma
abertura no dorso, que se estende da cabeca hadimdomen, a fim de expor o tubo
intestinal e outros 6rgaos, sendo fotografadas emestereomicroscopio (Stemi SV11,
ZEISS). Larvas nao infectadas também foram colstagladissecadas como controle

(mock).

4.13 Ensaios Enzimaticos

4.13.1 Ensaio Quitinolitico

Testou-se a atividade da quitinase presente nadpms purificados neste trabalho
do AgMNPV e do vAgp2100Gf-chiAv-cath

Antes de iniciar o ensaio quitinolitico, fez-sel@sagem de proteinas presentes no
estoque de poliedros utilizando o método de Brad{@radford, 1976) para verificar a

concentracdo de proteinas totais e a leitura fiai Euma absorbancia de 595 nm (Sigma).
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A partir da dosagem de proteinas estabelecidagAfi. de proteinas totais nos poliedros
do AgMNPV e 7,8ug/uL de proteinas totais nos poliedros do vAgp2100€hiA/v-cath o
ensaio foi conduzido em triplicata utilizando 1@pde proteinas.

Para determinacdo da atividade quitinolitica fdilizada uma metodologia
determinada pela quantificacdo de acUcar redutétogho DNS) (Miller, 1959) liberado da
quitina. Cerca de 13L e 25uL de OB do AgMNPV e do vAgp2100@tchiAv-cath
respectivamente, foram acrescentados em uma solgd@i@ndo 500uL de quitina
regenerada 0,5 %, 250 de tamp&o acetato de s6dio 50 mM pH 5,2 compdetanreacao
para 1 mL com de tampédo acetato de s6dio. As aasofstram incubadas a 37° C por 16 h
em um agitador com velocidade de 100 rpm. Apdés psdedo de incubacédo, as amostras
foram centrifugadas a 14.000 r.p.m. (Beckman J2+btihr 14) por 5 min e 25QL foi
coletado do sobrenadante e transferido para um micotubo e entdo, foi adicionado 750
uL de DNS. Em seguida, as amostras foram fervidad@onin e a quantidade de agucar
redutor formado foi estimada espectrofotometricame(iitachi V-2000) a 550 nm.

Quitina regenerada e agua destilada (sem enzimapfotilizadas como controle.

4.13.2 Ensaio Proteolitico

Para os ensaios proteoliticos também foram utitigaos poliedros do AQMNPV e
vAgp2100Cfv-chiAlv-cath,assim como a hemolinfa de larvas infectadas cowiras e de
larvas nao infectadas. Ap6s 120 h p.i. a hemoluda25 larvas de cada tratamento
(infectadas e mock) foram coletadas através deaqugno orificio feito no segundo par de

patas das lagartas. A hemolinfa coletada foi homeigada em um tampao anticoagulante
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(NaOH 98 mM; NaCl 186 mM; EDTA 1,7 mM; acido cioiddl mM, pH 4.5) para evitar
melanizagéo e entdo armazenada a -80° C, até o mhmishe uso.

Antes de iniciar o ensaio proteolitico, fez-seogatjem de proteinas presentes na
hemolinfa das larvas infectadas e n&o infectaddizamdo o método de Bradford
(Bradford, 1976) para verificar a concentragéo ibéginas totais. A leitura foi feita a uma
absorbancia de 595 nm (Sigma). A partir da dosagemroteinas estabelecida obteve-se
9,3 ug/uL e 11 pg/ul de proteinas totais presentes na hemolinfa addetde larvas
infectadas com o AgMNPV e com vAgp2100&EhiA/v-cath respectivamente, e na
hemolinfa de larvas ndo inoculadas (mock) apreseh®?2ug/uL de proteinas totais. O
ensaio foi conduzido em triplicata utilizando 1§ de proteinas. A dosagem de proteinas
presentes nos poliedros foi a mesma utilizadaemo 4.13.1.

Testou-se a atividade de proteases utilizando ceufstrato queratina azulada
(Keratin Azure, Sigma). Foram utilizados na reagd¢b uL. da hemolinfa do AQMNPV,
18,0 uL da hemolinfa do vAgp2100G£chiAv-cath e 11,6uL de hemolinfa a partir de
larvas néo infectadas. Para os poliedros foranzadibs 13.L e 25uL do AQMNPV e do
VAgp2100Cfv-chiAv-cath respectivamente. Na reacdo as amostras foranbadaucom
500 uL de tampéao de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0 e M@l M e 50 mg de substrato
gueratina azulada (Keratin Azure, Sigma) durantea337° C. Apés a incubacéo, a reagéo
foi parada com 10QL de TCA 10 % (&cido tricloroacético, Sigma) e eatta no gelo por
1 h. Em seguida, centrifugou-se a 14.000 r.p.mcKBan J2-MI, rotor 14) por 5 min, onde
500uL do sobrenadante foi coletado e transferido paranavo microtubo. Fez-se a leitura
das amostras em um espectrofotdmetro (Hitachi \0Rp@0uma absorbéncia de 595 nm.

Queratina azulada e agua destilada foram utilizeda® controle.
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5. Resultados

5.1 Construcao do plasmideo p2100AcchiA/v-cath

O DNA gendmico do baculovirus AcCMNPV foi digeridmm a enzima de
restricdoBarmHI. O DNA gendémico do baculovirus AcCMNPV apresesgge sitios de
restricdo para a enzinianHl e o I6cus aonde estao presentes 0s gewbsA e v-cath
correspondem ao quarto sitio de restricdo exatareiite as regides de 108.454 nt a
105.148 nt, indicado pela seta na figura 14 A. NMdilpeletroforético da digestdo foi
possivel detectar um fragmento de DNA com cerca.8@6 pb referente aos genes

chiA ev-cath como mostra a figura 14 B.

4690 BamHI
B626 BamHI

15110 BamHlI 5.000 pb=—

113032 BamHI
109467 BamHi
108454 BamHI

105148 BamHI

A 3.206 pb
2.800 pb—

ACMNPV
133.894 pb

Figura 14: Perfil de restricdo do DNA genémico do AcCMNPV camenzima de restric@ant|.

(A) Perfil de restricdo do genoma do AcCMNPV. (B)aAse eletroforética em gel de agarose a 0,8
% mostrando em M - Marcador de massa molecular DBimbdaPst (Promega) digerido com a
enzima de restricdBst (Promega), setas a esquerda indicam o tamanladgdenas bandas do
marcador. 1- DNA gendmico do AcMNPV digerido coBanHI. A seta a direita indica o

fragmento de 3.306 pb contendo os genes quitinaagepsina.
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O fragmento de 3.306 pb, do gel de agarose, foovetn do gel e utilizado em
uma reacao de ligacdo no vetor p2100liBkgt, resultando no plasmideo p2100¥%c.
chiAlv-cath com cerca de 8.406 pb, contendo o promotor e o danpoliedrina do
baculovirus AgMNPYV, assim como, 0S genes quitinaseatepsina do baculovirus
AcMNPV (Figura 15). A confirmacdo da insercdo génicno plasmideo
p2100linkeBglll foi realizada pela digestdo, do plasmideo p2l@@ahiAv-cath
construido, com a enzima de restriggs, ocorrendo a liberacdo dos fragmentos de
2.975 pb, 2.779 pb, 1.935 pb e 686 pb (FiguraAéperacdo desses fragmentos indica

gue o gene catepsina encontra-se ajusante ao mnodaopoliedrina.
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A Linker Bgl Il lef-7 chitinase catepsina gp64/gp67

C «
Sitio Bam HI I—// - - - \\ Sitio Bam H

P2100linkerBgl 11
5100 pb

nul,lpgﬂ(’d

Ligacdo do cassete
génico no vetor p2100
liker Bgl I

Pstl

vt o Pe,

d(g\P
4 4
&
D

A Sphi
D
B Digestdo com Enzima
de Restricdo Bgl Il
5-AlGATC T-3

3-T CTAGIA-5 o

P2100AcchiA/v-cath
8.406pb

P2100linkeBg! II
5100 pb

eunaparod

Pstl

Pstl

Figura 15: Esquema da construcdo do plasmideo p21@0&uAlv-cath A figura A mostra o mapa do plasmideo p2100 liréglll mostrando a orientacdo do promotor da
poliedrina (fPolh) e do gene da poliedrina, a localizacdo dos siteosestricadglll, Pst e SpH. A figura B apresenta o esquema da digestéo aengteo conBglll e o

local (indicado pelas setas) referente a atuac@mziana de restricaBglll na sequéncia de nucleotideos. A figura C ilustesquema da organizacéo génica no fragmento de
BamHI (3.306 pb) do genoma do AcCMNPV contendo os ganésnase e catepsina, que foi inserido no p2h@6eiBglll. A figura D apresenta o mapa do plasmideo

p2100Acv-chiAlv-cath mostrando a posi¢do dos gemeashiA e v-cathflanqueados pelas seqiiéncias parciais dos defRég gp64 respectivamente, assim como, a posi¢do
dos genes da poliedrina e seu promot&o(h) e os sitios de enzimas de restricdo Patae SpH.
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il «—2.975pb

2.500 pb <« 2.77¢pb
2.000 pb sl
W <+— 1.93tpb
750 pb

<+— 68¢€ pb

Figura 16. Analise eletroforética mostrando o perfil de niedb do plasmideo construido
p2100Acv-chiA/v-cath Clonagem e orientacdo dos genes quitinasehi@d e catepsinavficath

no vetor de transferéncia p2100linRgil. Analise em gel de agarose 0.8 % mostrando a
confirmacgédo da construgdo do plasmideio p2108A8kiA/v-cath pela digestdo com a enzima de
restricioPsi. M — Marcador de massa molecular 1 Kb DNA ladffegermentas). 1 — Perfil de
restricdo do plasmideo p2100&&hiAv-cath apds digestdo com a enzirRai, apresentando

fragmentos de 2.975 pB,779 pb, 1.935 pb e 686 pb.

5.2 Construcao do plasmideo p2100@fchiA/v-cath

O plasmideo pCfDefNPNindIlIQ foi digerido com a enzima de restricdo
Hindlll, para liberacdo de um fragmento de 3.238 pbuid 17), que contém as ORFs
completas dos genes quitinase e catepsina, assio parte da regido a montante do
gene quitinase e a extremidade do ggp@4 a montante do gene catepsina, derivados
do genoma do baculovirus CfDefNPV. O fragmentodnido, inserido no vetor de

transferéncia p2100linkgindlll, previamente construido com a introducdo de um
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linker Hindlll no sitio de enzima de restricg&xoRV (dados ndo mostrados) digerido

com a enzim&lindlll.

4100 pb —

<+— 3.23tpb

2.800 pb —

Figura 17: Perfil eletroforético da digestdo do plasmidedDEENPVHindIlIQ com a enzima
Hindlll (1) em gel de agarose 0.8 %. M- marcador desaanolecular, DNA do fagb digerido
comPst. 1- A seta indica a posi¢do do fragmento de 3{@36orrespondente aos genes quitinase

e catepsina derivados do genoma do baculovirusfifbé

O fragmento de 3.236 pb gerado foi extraido efipado do gel de agarose e
utilizado em uma reacao de ligacao entoassetagyénico e o vetor p2100linkemdlll,
formando o plasmideo p2100GthiAv-cath apresentando um fragmento de 8.336 pb
contendo o promotor e o gene da poliedrina do babuis AQMNPV, assim como, 0s
genes quitinase e catepsina do baculovirus CfDefiyura 18). A confirmacdo da
insercdo génica no vetor foi feita digerindo o piedeo p2100C¥-chiAv-cathcom a

enzima de restricadindlll (Figura 19).
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Figura 18: Esquema da construcéo do plasmideo p210afAlv-cath. A figura A representa o0 mapa do plasmideo p21®@ecolo um sitio de restrickoRV proximo

ao promotor da poliedrina que foi digerido com aima de restricd&caRV, linearizando o plasmideo e tornando as extrad@d “cegas”. Na seqiéncia, o Linkéndlll
foi introduzido, por uma reacdo de ligacdo, naseexidades “cegas” do plasmideo previamente digdfigara B). A figura C mostra o plasmideo p21Qtké&Hindlll
digerido ,que foi ligado ao fragmento de 3.236pbtendo ocassetale genes, no qual se encontram 0s genes quigneaepsina (figura D). A figura E mostra 0 mapa do

plasmideo p2100@fchiAlv-cath com a posi¢do dos genehiA e v-cath flanqueados pelas sequéncias parciais dos defRés gp64 respectivamente, assim como, a
posicdo dos genes da poliedrina e seu promoRwlifpe os sitios de restricdo para as enzifsse SpH.
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3.000 pb
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Figura 19: Andlise eletroforética do plasmideo p2108&hiA/v-cath Eletroforese em gel da agarose a
0,8 % mostrando em M - Marcador de massa moledukls DNA ladder (Invitrogen); 1 - Vetor p2100
linker Hindlll intacto apresentando um fragmento de 5.100 2ob;Fragmento de DNA de 3.236 pb
contendo os geneschiA e v-cathdo virus CfDefNPV; 3 — Plasmideo construido p2H0EA/v-cath
intacto, apresentando um fragmento de DNA de 886} — Digestao do p2100€Hi-A/v-cathcom a
enzima de restricadindlll, liberando fragmentos de DNA de 5.100 pb €38.pb.

5.3 Confirmagdo da construcdo dos vetores pGEMAEchIA,
pPGEMAC.v-cath, pPGEMCHf.v-chiA e pGEMCHf.v-cath

A amplificacdo dos genes quitinase e catepsinabdasilovirus ACMNPV e
CfDefNPV por PCR, com oligonucleotideos especifigesaram fragmentos de 1.852
pb e 1.131 pb referentes aos genes quitinase epsoae do CfDefNPV,
respectivamente, enquanto os gene quitinase esocaedo ACMNPV amplificaram

fragmentos de 1.796 pb e 1.004 pb, respectivantErgera 20).
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2.000 ph=— 1.700 phe <+— 1.79€pb
1.852 pb

1.650 ph=—

1.100pb=—
<+— 1.004pb
1.131 pk

1.000 ph=— 850 ph=

Figura 20: Andlise eletroforética mostrando os fragmentos @B Rmplificados, referentes aos genes
chiA e v-cath (A) Fragmentos de DNA amplificados por PCR obtida partir do plasmideo
pCfDefNPWHIndIlIQ correspondendo aos genes v-chiA e v-cathpeetd/amente (pogos 1 e 2). M -
Marcador de massa molecular 1 Kb DNA ladder (logan). (B) Fragmentos de DNA correspondente
aos genes-chiAev-cathobtidos a partir do fragmento purificado do genatnaAcMNPYV apés digestao
comBanH]I, respectivamente (pogos 1 e 2). M- marcador desa molecular, DNA do fagodigerido

comPst.

Os fragmentos amplificados foram clonados no vé¢oclonagem pGEM-Teasy
(Promega), resultando na constru¢cdo dos plasmigé€&MAcv-chiA pGEMAcy-
cath, pGEMCfv-chiA e pGEMCfv-cath e a confirmacédo das clonagens foi realizada
pela digestdo dos plasmideos construidos com amanze restricadglll e BanHl,
liberando fragmentos de 1.430 pb, 1.004 pb , 1@2 1.131 pb, respectivamente.
(Figura 21 e 22). O tamanho do fragmento de 1.4Bllbprado pela digestédo difere do
tamanho obtido pela PCR de 1.796 pb devido a ptas#ée um sitio de restric&glll

no interior do geng-chiAdo AcMNPV, liberando um fragmento de 366 bp.
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quitinase catepsina
Mael 2707 QUITAF | CATHACF
100 / = 1.430mpb o 1.004ipb -
pGE¥ -I'E,Easy acZ QUI%; PGEM"-T Easy acZ " enter
— o —
pGemAw-chiA pGemAw-cath
@ digerido ﬁ digerido
QUITACF CATHACR
\
‘e\\ <_| \\\ \\ ‘_l .&(\\)‘
& chiA < 3 Beoak ©
& |_, R L.
QUITACR CATHACF
3.000 p <+— 3.01tpb
2.000 p
1.500 p
<+— 1.430pb
<— 1.004pb
1.000 p

Figura 21: Andlise eletroforética do perfil de restricdo ddssmideos pGEMAw®-chiA e pGEMAcv-
cath. A figura A representa os esquemas das construgiEepldsmideos pGEMAgc.chiAe pGEMAcy-
cathcom os gene do AcMNPYV. Clonagem dos genes quitifvashiA) e catepsinavfcath) do ACMNPV

no vetor pGEM-Teasy (figura B). A figura B mostreamdlise em gel de agarose 0.8 % mostrando a
confirmacdo da construcdo dos plasmideios pGEMAKIA e pGEMAcv-cath pela digestdo com as
enzimas de restricaBglll e BanHI. Os fragmentos de DNA com tamanho aproximadd3 @45 pb
corresponde ao vetor pGEM-Teasy (Pocos 1 e 2).NMareador de massa molecular 1 Kb DNA ladder
(Invitrogen). No poco 1 o fragmento de 1.430 pled#imlo, corresponde ao gene quitinase do ACMNPV e
um fragmento liberado de 1.004 pb, no poco 2, eeterao gene catepsina do ACMNPV.
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Figura 22: Andlise eletroforética do perfil de restricdo ddasmideos pGEMCf-chiA e pGEMCfv-
cath. A figura A representa os esquemas das construgizepldsmideos pGEM@fchiA e pGEMCfv-

cath com os gene do CfDefNPV. Na seqliéncia, clonagengdnss quitinasev{chiA) e catepsinavf
cath) do CfDENPV no vetor pGEM-Teasy (figura B). A figuB apresenta a andlise em gel de agarose
0.8 % mostrando a confirmagdo da construcdo dasnpieios pGEMCH-chiA e pGEMCfv-cath pela
digestdo com as enzimas de restriBgtil e BanHl. Os fragmentos de DNA com tamanho aproximado
de 3.015 pb corresponde ao vetor pGEM-Teasy (Pb@g&). M — Marcador de massa molecular 1 Kb
DNA ladder (Invitrogen). Nos pocos 1 e 2 ocorrelibaracdo de um fragmento de 1.852 pb e 1.131 pb
referente aos genes quitinase e catepsina do CRD&fMNspectivamente.
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5.4 Construcdo dos vetores de transferéncia pAgGatA-chiA,
pAgGalAc.v-cath, pAgGalCf.v-chiA e pAgGalCfv-cath

A partir da purificagdo dos fragmentos correspotEleaos genes quitinase e
catepsina, liberados dos plasmideos construidosvi@tk-chiA pGEMCfyv-cath e
pPGEMAcv-chiA apés digestdo com as enzinBgll e EcoRl e com a purificacdo do
fragmento liberado pelo plasmideo pGEMAcath, apds digestdo comglll e Ndd,
reacoes de ligagcéo foram feitas no vetor de tre@rstea pAgGal. Este foi previamente
digerido em duas reacdes: uma com as enzimastdede8glll e EcaRl e a outra com
as enzimasBglll e Ndd, para retirar o fragmento correspondente ao gimes-
galactosidasdLac Z) presente no vetor pAgGal e assim introduzitaoal os genes-
chiA e v-cathde cada virus, separadamente, resultando na wpistdos plasmideos,
pAgGalAcy-cath pAgGalCfy-chiAe pAgGalCiv-cath que por fim possuem o0s genes
flanqueados por regides homologas ao baculovirugiNR)V (Figura 23). Nao foi
possivel ainda finalizar a construcéo do plasmjpfsgGalAcv-chiA.

A confirmacdo da clonagem dos genes por PCR aifia oligonucleotideos
especificos, amplificou fragmentos de 1.004 pb31.ftb e 1.852 pb, correspondente
aos genes catepsina do baculovirus AcMNPV e CfD¥fPao gene quitinase do

baculovirus CfDefNPV, respectivamente (Figura 24).
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1.500 pb

2.000p <— 1.852pb

1.500 p

1.131pb

1.000 pb 1.004pb

Figura 24: Confirmacgéo da clonagem dos genes catepsina do RMWMINCfDefNPV e do gene quitinase
do CfDefNPV no vetor pAgGal. (A) O gel de agarosg @ mostra a amplificacdo de dois fragmentos
por PCR, utilizando oligonucleotideos especifidés.poco 1, o fragmento de 1.004 pb corresponde ao
gene catepsina do AcMNPV, enguanto no pogo 2, agnfento de 1.131 pb foi amplificado também por
PCR, correspondente ao gene catepsina do CfDeflNP¥.Marcador de massa molecular 1 Kb DNA
ladder (Invitrogen). (B) Eletroforese em gel deraga 0.8%. No poc¢o 1, um fragmento de 1.852 pb foi
amplificado por PCR, confirmando a inser¢cdo do gguiénase do CfDefNPV do vetor pAgGal. M —
Marcador de massa molecular 1 Kb DNA ladder (logém).

5.5 Construcdo e confirmacdo do baculovirus AgMNPV
recombinante (VAgp2100Cifv-chiA/v-cath)

O plasmideo p2100GEkchiAv-cath foi co-transfectado com o DNA do
baculovirus recombinante vAgGalA2 em células detm&JFL-AG-286, dando origem
ao virus recombinante vAgp2100GEhiAlv-cath No interior das células de inseto,
ocorreu o evento da recombinacdo homoéloga entregades do plasmideo vetor e do
genoma viral, havendo a troca de regides homolegae os dois DNAs. O vetor de
transferéncia p2100QtchiAv-cathpossui além do gene de interessel{iA e v-cath,

0 gene da poliedrina, conferindo ao virus recomtig@vAgp2100CH-chiAv-cath a

1



capacidade de expressar poliedrina e produzir OBcélmlas de inseto infectadas
(Figura 25). Apés o isolamento em placas de ditwigé 96 pocos (O'Reillet alli,
1992), a confirmacéo da insercdo génica, no gendonbaculovirus AgMNPV, foi
realizada por PCR utilizando oligonucleotideos eSpes para os genes de interesse,
v-chiA e v-cath que produziu fragmentos correspondentes a essegenes (figura

26).
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Vetor de transferéncia Baculovirs recombinante

’ Pui
chif pPalh

Genomma do baculowitas

Figura 25: Esquema ilustrativo da construcdo e do isolameatbatulovirus recombinante vAgp2100&EhiAv-cathpelo método de recombinacdo homéloga. A figura A
apresenta o evento que ocorre entre as regidegpuladoras deassetede expressao dos genes exdgenos, no\cabiA e v-cath no vetor de transferéncia, e regides

homélogas no genoma de virus vAgGalA2. Dessa fayméus adquire @assetecontendo o gene de interesse (figura B). Em saguid figura C, o virus construido

vAgp2100Cfv-chiAv-cathé isolado em diluicBes seriadas em placa de 96sgbédaptado de: Corréa, 2007).
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Figura 26: Amplificacdo dos geneschiA e v-cathdo virus recombinante vAgp2100GEhiAv-
cath Eletroforese em gel de agarose 0,8 % mostrangwoduto da amplificacdo da PCR
utilizando o par de oligonucleotideos especificd$| TCfF e QUITCIR para o geng-chiA e
CATHCfF e CATHCIR para o genecath 1 e 2, respectivamente - As setas a direitacamdios
fragmentos de 1.852 pb e 1.131 pb referentes amssgechiA e v-cath respectivamente. M -
Marcador DNA ladder 1 Kb plus da Invitrogen, a esga estdo indicados o tamanho de algumas

bandas do marcador.

Para a confirmacdo da insercdo dos geresA e v-cathno genoma do virus
recombinante construidwAgp2100Cfv-chiAlv-cath a técnica Southern blot foi
utilizada com uma sonda de DNA ndo radioativa (zafda por PCR com o par de
oligonucleotideos QUITCIF e QUITCIR). As preparag@®» DNA plasmidial, DNA
viral, submetidos a digestdo com a enzhiradlll, e a sonda foram separadas em gel de
agarose 0,7 % (Figura 27 A), e transferidas para umembrana de nailon. Apds

hibridizacdo com a sonda, Observou-se uma bandsémanho esperado, a qual
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identificou a localizacdo do gene quitinase e g existente no genoma do

baculovirus vAgp2100Gf-chiAlv-cath(Figura 27 B).

A M 1 2 3 4 5 B
L
-
— <€4—5.100 pb
5.000 ph—b st P
-
3.000 ph=s="4 <4— 3.238 pb
<«— 3.238pb
o " «—1885pb
1650 pb—s

<€4+—1.885 pb

Figura 27: Confirmacdo da inser¢do dos geneshiA e v-cath no genoma do baculovirus
AgMNPV. (Figura A) Gel de agarose a 0,7 % mostraogeerfil do DNA plasmidial (p2100G#
chiAlv-cath) e viral. Perfil de restricio do DNA do AgMNPV mmoco 1 e recombinante
vAgp2100Cfv-chiAv-cath poco 2, digeridos com a enzirhindlll. Poco 3 -p2100Cfv-chiAv-
cath digerido comHindlll. Poco 4 — Fragmento de DNA de 3.238 pb obtigds extracao e
purificacdo dos geneschiAev-cathdo gel de agarose (controle positivo). Poco 5agifento de
1885 pb utilizado como sonda de DNA amplificado B@R com os oligonucleotideos QUITCfF
e QUITCIR. M - Marcador DNA ladder 1 Kb Plus (Imagen) (Figura B) Anélise d8outhern
blot - Padrdo de hibridizacéo do perfil eletroforético @A analisados. Pogo 2 — Marcagéo dos
genes quitinase e catepsina no genoma do virus 248§ fv-chiAv-cath com 3.238 pb de
acordo com os controles positivos. Pocos 3 e Agrirentos de 3.238 pb detectados no plasmideo

p2100Cfv-chiAv-cathe nocasseteggénico purificado (controles positivos). Poco Blarcacdo da
sonda.
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5.6 Andlise transcricional dos genes quitinase-ChiA) e catepsina
(v-cath) do virus vAgp2100Cfv-chiA/v-cath expressos em células de

inseto

O RNA do virus vAgp2100Gf-chiAv-cath foi purificado a partir e células
UFL-AG- 286 infectadas (72 h p.i.) para analisatranscricdo dos genes exdgenos
inseridos nos baculovirus construido neste trabakiodo submetido a uma reacédo de
RT-PCR para confirmar a transcricdo dos genesngisié{-chiA) e catepsinavfcath.

O oligonucleotide®TQUITCT, especifico para a regido interna do gene quéinas
produziu quatro fragmentos de DNA apresentandoritansgde aproximadamente 500
pb, 600 pb, 750 pb como mostra o gel de agarose%®,8a figura 28. Ja o
oligonucleotideoRTCATHCY, especifico para a regido interna do gene catgpsin
produziu fragmentos de DNA de aproximadamente 500ep600 pb (figura 28).
Entretanto, ndo foi possivel determinar qual dagrfrentos correspondia ao transcrito
do gene. E possivel que a baixa especificidade aaonucleotideos usados

(RTQUITCf e RTCATHC) tenha gerado varios fragmenta reacdo de RT-PCR.
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1.000 pb

750 pb

500 pb

250 pb

Figura 28: Analise transcricional dos genes quitinase e catagam células de inseto infectadas
com o virus recombinante vAgp2100&EhiAv-cath Perfil eletroforético do gel de agarose 0.8 %
com os produtos de amplificacdo de RT-PCR a pawtimRNA extraido de células UFL-AG-286

infectadas como o vAgp2100&fchiAlv-cath utilizando os oligonucleotideos RTQUITCf (para
quitinase) e RTCATHCT (para catepsina) juntamenta o T2. M - Marcador de massa molecular
1 Kb DNA ladder (Invitrogen). 1 e 2 — Fragmentospéifitados de RT-PCR correspondente ao
mRNA dos genes quitinase e catepsina, respectii@mAs setas a direita indicam o tamanho

aproximado dos fragmentos amplificados.

Para determinar a especificidade do fragmentadostpela RT-PCR tanto do
genev-chiA como do gene-cath foi retirado do gel de agarose para purifica¢@dos
os fragmentos amplificados no poco 1 e no poco Ziglaa 28, e entdo foram
submetidos a uma nova PCR, desta vez utilizandoligenucleotideos RTQUITCf
(especifico para a reacdo de RT-PCR do gectdA) e QUITCf R (reverso do gene
chiA), que se anelam na posi¢cdo 422 e -187 a partivdon de terminacdo do gene
chiA, respectivamente, produzindo um fragmento espeatadgproximadamente 600 pb
(Figura 29 A). Para a detecc¢ao do fragmento coorefgnte ao genecath utilizou-se

os pares de oligonucleotideos RTCATHCf (especifiaca a reacdo de RT-PCR do
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genev-cath e CATHCf R (reverso do genechiA) anelando-se na posicéo 416 e -157
respectivamente, em relacdo ao cédon de termindgg&genev-cath produzindo um

fragmento também esperado de aproximadamente 5fFqba 29 B).

A B
1.000 pb—
500 pb— 600 pb 750 pb—
500 pb— 570 pb

Figura 29: Andlise da PCR utilizada para identificar a espaddde dos fragmentos
correspondente aos genes quitinase e catepsinfugorecombinante vAgp2100€fchiAv-cath

Na figura A, uma analise de eletroforese em gedgirose 0.8 % apresentou um produto de PCR
com tamanho aproximado de 600 pb utilizando osonligleotideos RTQUITCf e QUITCf R
especificos para o genechiA A figura B, mostra a eletroforese em gel de as@mr@.8 %, a
amplificagdo de um produto de aproximadamente 5B0uplizando os oligonucleotideos
RTCATHCf e CATHCf R especificos para o gereath.M - Marcador de massa molecular 1 Kb

DNA ladder (Invitrogen).
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5.7 Analise dos parémetros de mortalidade a partir do
vAgp2100Cfv-chiA/v-cath e do AQMNPV

Os bioensaios consistiram de 30 larvas inoculadaisnente com poliedros em
diferentes concentragBes. A infectividade foi coraga entre os virus AGQMNPV e
vAgp2100Cfv-chiA/v-cathpela determinacdo da concentracdo letal médigg(@Ldo
tempo letal médio (Tdg).

Os valores obtidos na Gd-para o virus recombinante vVAgp2100cEhiA/v-
cath e para o virus selvagem AgMNPV foram 58.151,16 4e8&2,20 OB/mL,
respectivamente, sendo estes dados referentesia deéduas repeticbes (Tabela 3).
Estes resultados mostram que a concentracdo neaepaéa 0 virus recombinante
matar 50% das larvas testadas aproxima de 0,6 wezesr do que a concentracdo do
virus selvagem AgMNPV requerida para matar o mesamoero de larvas. I1Sso sugere

que ndo houve diferenca significativa entre ossviestados.

Tabela 3: Concentracdo letal média para larvasgemmatalisnfectadas oralmente com poliedros dos
virus AQMNPV e vAgp2100C¥-chiA/v-cath Método de Probit

Hospedeiro/ *CLsp  Limites Fiduciais 95% Slope X
Virus (OB/ml)
Anticarsia gemmatalis ~ 58151,16 4262,22 - 158974,76 0,69 0,98
vAgp2100Cfv-chiA/v-
cath
Anticarsia gemmatalis ~ 64882,20 5393,37- 173936,80 0,67 2,99
AgMNPV

*CL 50 : Concentracdo letal média de poliedros (OB/ml)esséria para matar 50% da populacdo de

insetos em teste.

Similarmente ao observado para sg;La variagdo do tempo letal (Jd-

determinado foi muito pequena entre os virus testan uma mesma concentracao
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viral. Como o esperado, observou-se, para ambesuss uma diminuicdo gradativa no

tempo letal (Tlg) com 0 aumento das concentragdes virais testddagla 4).

Tabela 4Tempo letal médio (Tdg) para larvag\. gemmatalisnfectadas oralmente com poliedros dos
virus vAgp2100Cf-chiAlv-cathe AQMNPV. Método de Probit.

Virus Concentration  *TL sg LF 95% Slope X

(OB/ml) (dias)

90000 7,26 6,61-8,36 15,25 17,30

270000 6,89 6,33-7,72 16,53 15,05

vAgp2100Cfy- 810000 6,30 5,97-7,03 19,96 16,56

chiA/v-cath 2430000 6,22 4,57-6,73 26,44 9,93

7290000 5,92 5,40-6,44 24,26 10,88

90000 7,32 6,56-8,72 14,98 16,14

270000 7,91 7,04-9,73 12,18 25,08

AgMNPV 810000 6,54 6,16-7,06 21,82 11,72

2430000 6,26 6,05-6,47 25,36 4,35

7290000 5,95 5,42-6,52 24,32 12,36

*TL 59: Tempo letal médio de poliedros (OB/ml) necesspeam matar 50% da populagdo de insetos em

teste.

Com relacdo ao tempo médio de morte (TM), os valoggelaram que o dois
virus nas diferentes concentracdes testadas ngarelne a atingir um dia de diferenca
do tempo necessario para que as larvas testadesnm@rabela 5).

As taxas de mortalidade larval determinadas m@strarm aumento progressivo
das porcentagens a medida que as concentracossdaraentadas em ambos o0s virus.
A maior diferenca observada foi na concentracdox2’ OB/mL em que 0 virus
vAgp2100Cfv-chiAlv-cathapresentou uma mortalidade de 11 % maior que s vir

AgMNPV.
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Tabela 5: Mortalidade e tempo de morte de larvAs gemmatalisinfectadas oralmente com o
recombinante vAgp2100QftchiAv-cathe com o AQMNPV nas diferentes concentracdes deqrok

Virus Concentragdo Numero de  Mortalidade *Tempo médio de
(OB/ml) larvas mortas (%) morte (dias)
90000 18,33 61,10 7,00
270000 21,00 70,00 7,04
VAgp2100Cfy- 810000 23,67 78,90 6,63
chiA/v-cath 2430000 26,67 88,90 6,67
7290000 28,00 93,33 6,35
90000 18,00 60,00 6,68
270000 17,67 58,90 6,65
AgGMNPV 810000 23,34 77,80 6,29
2430000 25,67 85,56 6,66
7290000 27,00 90,00 6,16

*Tempo médio de morte média do tempo necessario para que os insetasldéssmorram

5.8 Andlise da ligliefacéo e da estrutural dos tead das larvas de
Anticarsia gemmatalis infectadas com AgMNPV e vAgp2100C¥-
chiA/v-cath

Larvas deA. gemmatalisinoculadas, via oral, com o0s virus AgMNPV e
vAgp2100Cfv-chiAv-cath foram dissecadas e as estruturas dos 6rgao istéonam
observados. Larvas nao infectadas (mock) apresant@eus 6rgaos internos intactos
como esperado. Nas larvas infectadas com o bacusoselvagem AgMNPV o0s seus
tecidos internos estavam aparentemente intactogoefoi observado a melanizagéo e a
degradacgédo da cuticula do corpo das larvas. (FgixraEnquanto as larvas infectadas
com o virus recombinante vAgp2100&GEhiAv-cath apresentaram os seus 6rgaos
internos completamente derretidos, também apresemtama notével melanizacao e

degradacgédo da cuticula do corpos das larvas agarti68 h p.i. (Figura 31)
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Figura 30: Andlise estrutural dos tecidos internos das lad@é. gemmatalisnfectadas com o virus
aelvagem AgMNPV nas diferentes horas apos infec@@olarva ndo infectada (Mock), 0 h p.i.(B)
Larva infectada com AgMNPV a 96 h p.i., (C) 120.h @ (D) 168 h p.i. IM — Intestino médio.
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Figura 31: Andlise estrutural dos tecidos internos das lades&. gemmatalisias diferentes horas apés
infeccdo. (A) Larva ndo infectada (Mock), O h pH) Larva infectada com vAgp2100&ifchiAlv-catha
96 h p.i., (C) 120 h p.i. e (D) 168 h p.i. IM —éstino médio.

Ao longo dos bioensaios analisados foi possivekntar o efeito causado pela
inser¢@o dos geneschiA e v-cathno baculovirus recombinante vAgp210QathiAv-
cath Todas as larvas mortas por esse virus apresentacafinal da infeccdo a
degradacdo da cuticula do seu corpo, caracterizzamoama massa liquida viscosa e
pela melanizacdo da cuticula das larvas caradctieripar uma coloracdo preta (Figura
32). Ao contrério, as larvas infectadas com o visgvagem AgMNPV néo

apresentaram melanizagdo e degradacdo da cutical@po da larva no final da
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infecgdo, somente com aproximadamente 10 dias apdieccdo as larvas infectadas
com o virus selvagem comegaram a apresentar umanagaescura (melanizada) com
0 corpo seco, provocado pelo processo natural deng@osicao do corpo da larva apés
a sua morte (Figura 32). Este resultado sugera@ueséncia dos geneshiAe v-cath

no genoma do baculovirus selvagem AgMNPV estd @siccom a perda da

capacidade do virus de liquefazer as larvas irdesta
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Figura 32: Larvas deA. gemmatalisnfectadas com os virus AQMNPV e vAgp2100athiAv-cathcom
diferentes h p.i.. (A) Andlise da estrutura extednacorpo das larvas infectadas com diferentes. i8).
Larvas infectadas com o recombinante a 168 h gpresentando o corpo liquefeito e a cuticula
melanizada.
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Figura 33: Larvas deA. gemmatalisinfectadas com o virus AGMNPV com 10 dp.i. Apaeent

melanizacéo da cuticula ocorrido devido ao proceatural de decomposicao da larva apds sua morte.

5.9 Ensaio enzimatico

A atividade quitinolitica foi analisada a partosdpoliedros purificados dos virus
AgMNPV e vAgp2100C#-chiA/v-cath utilizando o método DNS (Miller, 1995), onde
foi mensurada a quantidade de acucar redutor dbedla quitina, a uma absorbancia de
550 nm. O resultado apresentado na figura 34 mastraantidade de acgucar que foi

reduzido entre os dois virus testados, ndo ap@sgmgrande diferenca.
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Figura 34: Atividade quitinolitica detectada nos poliedros dunidos pelos virus AgMNPV e
vAgp2100Cfv-chiAv-cath a uma absorbéncia de 550 nm. Resultados simifaram obtidos em

trés experimentos independentes.

Mensuramos a atividade proteolitica a partir dadimfa de larvas infectadas
com os virus AgMNPV, vAgp2100GtchiAv-cath e larvas néo infectadas (mock),
assim como, dos poliedros purificados a partir dioss AQMNPV e vAgp2100C¥-
chiAlv-cath utilizando um substrato especifico (queratina ada)l para detectar a
atividade de proteases. O resultado apresentadigura 35 mostrou que a atividade
proteolitica detectada na hemolinfa do virus redoentie e do selvagem, apresentou
uma atividade semelhante, enquanto na hemolinfetactd de larvas n&o infectadas
(mock) detectou-se a atividade proteolitica um pouenor comparada com a
hemolinfa infectada com os virus. N&o foi possidedervar diferencas significativas
entre a atividade proteolitica detectada nos palgedos virus selvagem e recombinante

(Figura 36).
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Atividade Proteolitica

0,35
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Figura 35: Ativiadade proteolitica detectada na hemolinfaagta de larvas infectadas com os virus
AgMNPV e vAgp2100CH-chiAv-cath a uma absorbancia de 595 nm. Resultados simifaras

obtidos em trés experimentos independentes.

Atividade Proteolitica

0,35
0,3
0,25 -
0,2
0,15
0,1
0,05 -

HH

o Poliedros

Abs / 595 nm

AgMNPV (OB) VAgp2100Cf.v-chiA/v-cath
(OB)

U / 100 microgramas de proteinas totais

Figura 36: Atividade proteolitica detectada nos poliedros pmidios pelos virus AgMNPV e
VvAgp2100Cfv-chiAv-cath a uma absorbéncia de 595 nm. Resultados simifaram obtidos em

trés experimentos independentes.
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6. Discussao

No presente trabalho, foram estudados os efedasaclos pelos genes virais
quitinase e catepsina, onde as caracteristicasdaie a melanizacdo e a degradacao da
cuticula no corpos das larvas testadas foram nuostraEsses genes foram obtidos a
partir de dois baculovirus: o0 AcMNPV e o CfDefNPAmMbos possuem uma regido
gendmica altamente conservada, que acomoda esgegeal®es, entre as espécies
pertencentes ao grupo | dos NPV (Ayeeslli, 1994; Lauzoret alli, 2005).

O gene viral catepsina foi primeiro identificada ®@RF 127 de 966 pb no
genoma do baculovirus ACMNPV durante a analiseedgiéncia de nucleotideos da
regido a montante do gengp67. Esta ORF apresenta homologia com uma cisteino-
protease da familia papaina como uma catepsinbotira-cath (Slacket alli, 1995).
Em 1995, Hill e colaboradores, também identificanam genev-cath no genoma do
baculovirus CfMNPV apresentando 80 % de identidemt® relacdo a sequéncia de
aminoacidos do AcCMNPV e 88,6 % de identidade corataepsina viral encontrada no
genoma do CfDefNPV (Lauzaet alli, 2005). Ayre<et alli (1994), identificaram a ORF
126 de 1656 pb no genoma do ACMNPV que correspandgene quitinase e que se
assemelha com a de outros orgamismos, principaégntamh a deSerratia marcescens
uma bactéria do solo gram-negativa (57 % de ided&f88 % de similaridade). O gene
v-chiAdo CfDefNPV possui 79,3 % de identidade com o gecleiAdoAcCMNPV.

Em 2005, Lauzon e colaboradores, apresentaranpeanento e a organizacao
genondmica do baculovirus CfDefNPV comparando conotras espécies de
baculovirus. Construiram mapas fisicos, baseadpedd de restricdo do genoma do

CfDefNPV com a enzima de restricgbndlll. No perfil de restricdo apresentado, a
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presenca de um fragmento de 3.236 pb, denomihktdadlll-Q, foi clonado em um
vetor e posteriormente sequénciado, indicando sepga de dois geneg:chiA e v-
cath O plasmideo pCfDefNPMindIlIQ (3.236 bp) utilizado neste trabalho visando a
obtencdo dos geneschiA e v-catha partir do baculovirus CfDefNPV, cedido pelo Dr.
Arif Basil (Natural Resources Canadd), corresporekiatamentea esses dois genes
apos digestdo com a enzima de restrigaallll.

Antes da conclusdo do sequénciamento do bacusoyigMNPV (Oliveiraet
alli, 2006), estudos prévios ja indicavam a ausénasededois genes proximo ao lécus
do genegp64 no genoma do baculovirus AgMNPV (Slaek alli, 2004). Alguns
estudos sugerem que o ganehiA esta funcionalmente ligado a expressédo do gene
cath, de maneira que na auséncia do gerehiA do AcCMNPV, a proV-CATH
(precursor da forma ativa da proteina V-CATH) ddWAPV, ndo é processada na sua
forma madura, formando agregados insolUveis det#socélulas infectaddblawtin et
alli, 1997; How & Volkman, 2000). A partir do sequémeento completo do genoma
do AgMNPV foi possivel comprovar a auséncia deskes genes (Oliveirat alli,
2006).

Para analisar uma possivel degrada¢do e melaaizcauticula das larvas de
A. gemmatalisforam construidos neste trabalho dois plasmidaoggando os gene
chiA e v-cath obtidos a partir dos virus ACMNPV e CfDefNPV pétsercdo desses
genes no vetor de transferéncia p2100 (Hallwas85)20gque além de conter um
fragmento do gene da poliedrina e o seu promadoiljth a detecgao e o isolamento dos
virus recombinantes. A intencdo de construir visombinantes pela inser¢cdo de
genes tem sido realizada com o objetivo de aumentauléncia dos virus contra seus
insetos hospedeiros, além de expressar proteinedlogas em cultura de células de

insetos (Hammoclet alli, 1990; Jarviset alli, 1997; Moscardi, 1998; Casted alli,
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1999). Neste trabalho, a construcdo do virus reocwnte vAgp2100C¥-chiAv-cath
ocorreu entre o DNA do plasmideo p210@chiAv-cathe o DNA do baculovirus
deficiente no gene da poliedrina (vVAgGalA2), ond® possivel isolar o virus
recombinante pela presenca de poliedros produziligsimas explicacdes para nao
termos obtido sucesso na construgcédo do virus rdoamte com 0s genes retirados do
AcCMNPV, pode ter sido devido a concentracdo utl&Zzada solugdo lipossémica,
quantidade ideal de células ou até mesmo probleet@sionados a concentracdo dos
materiais, levando em considerac¢éo a dificuldadsedsonstruir um virus recombinante
pelo método de recombinagcdo homédloga uma vez quproporcdo de virus
recombinantes produzidos ap0s a co-transfeccaofia de 0,1 a 1 % com relacdo ao
virus parental (Kittet alli, 1990).

As estratégias utilizadas neste trabalho parairocenf a insercdo desses dois
genes no genoma do baculovirus AQMNPV foram benedidas, onde confirmou-se
por PCR a amplificacdo dos fragmentos correspordeabds genesg-chiA e v-cath
além da deteccdo do fragmento de tamanho espeeadoop dois genes-ChiA e v-
cath) por Southern-blot apenas no DNA gendémico do virus recombinante oaidst
(VAgp2100Cfv-chiAv-cath.

Os genesv-chiAs que pertencem aos baculovirus do género NPV sdao
considerados genes virais tardios que codificantepras pertencentes a familia de 18
quitinases (Savilleet alli, 2004). Savilleet alli (2002), mostraram que a mutacdo do
motivo KDEL induz uma parcial redistribuicdo datqmase tanto nos tempos iniciais
quanto nos tempos tardios da infec¢éo, sendo assuelecdo do motivo KDEL ou
substituicdo com residuos de glicina permitiu qupliinase se movimentasse através
da via secretora, se acumulando no meio extracefyds 24 h. Um tempo mais

detalhado da infeccéo indicou que a quitinase jenas detectada no meio de cultura
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de células infectadas com o viruspathchiA (sem a delecdo do motivo KDEL da
guitinase)com 72-96 h p.i.. Slaclet alli. (1995), mostraram a expressao temporal da
proteina V-CATH. Analise déNestern blotconfirmou a auséncia da detec¢do da
enzima antes de 22 h p.i., indicando que a expreda#-cath é tardia e por isso, a
catepsina pode contribuir com o processo de ligédefado tecido observado na
patogénese durante a infeccéo.

As andlises transcricionais dos gemasiA e v-cathpor RT-PCR apresentaram
um perfil eletroforético com véarios fragmentos aifigddos utilizando
oligonucleotideos especificos para cada gene.af@lpode ter ocorrido devido a baixa
especificidade dos oligonucleotideos na reacdo deP®R. Para determinar a
especificidade dos fragmentos obtidos pela RT-P@iRas reacbes de PCR foram
feitas com todos os fragmentos amplificados e igadbs utilizando pares de
oligonucleiotideos especificos para cada gene: RTQf)especifico para a reacédo de
RT-PCR do genev-chih) e QUITCf R (reverso do gene-chiA), produzindo um
fragmento esperado de aproximadamente 600 pb e RMCA (especifico para a
reacdo de RT-PCR do geneath) e CATHCf R (reverso do genechiA) produzindo
um fragmento também esperado de aproximadamentptbstes resultados indicam
que 0s genes estdo sendo expressos na fase nrdito (izery late) da infeccdo de
células UFL-AG-286.

Para avaliar com precisao a expressao dos getlas e v-cathem diferentes h
p.i., sabendo que esses genes sdo expressos mavitseardia da infeccdo, estd sendo
desenvolvido para complementar os estudos des@hma técnica de PCR em tempo
real, porém os dados ainda n&o foram concluidos.

Segundo Hawtiret alli (1997), a delecdo do genRkiA e v-cath do genoma do

AcMNPV néo teve nenhum efeito significante nasplO baculovirus recombinante
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com o gene/-chiA deletado apresentou na £140 OB/larva, j4 0 virus com o gene

cath deletado apresentou 31 OB/larva para matar 50 $blataas derl. ni, quando
comparados com o controle AcCMNPV (29 OB/larva), psso a Dl nao foi
significativamente maior entre os virus recombis@selvagem. Os dados do tempo de
sobrevivéncia (T$) desses virus recombinantes também ndo apresentéfierencas
significativas. Os valores da Bj-obtidos com o0s virus recombinantes, com 0s genes
deletados, sugerem que eles ndo apresentam neffilnugda com relacdo a habilidade
do virus em infectar larvas de insetos, ou sefesedois genes ndo sdo essenciais para
promover a replicacdo do virus e por isso sdo dereilos auxiliares.

Baculovirus recombinantes com grande potencial egnadlar a membrana basal
dos tecidos do inseto foram desenvolvidos pelaesgdio de proteases. Com o objetivo
de introduzir o gene catepsina-L @& peregrina foi construido um AcMNPV
recombinante, sob o comando do promotor ieséarly) e p6.9 late), reduzindo
significativamente para 51 % o tempo de sobreviédo insetoH. virescensassim
como o consumo 26 vezes menor do alimento que us \delvagem (Harrison &
Bonning, 2001). Em outro estudo, construiram um ANEN recombinante contendo o
gene gquitinase del. sextasob o comando do promotor da poliedrina apresdatama
velocidade maior de morte contra a laivafrugiperda(75 h) comparado ao virus
selvagem (100 h) (Gopalakrishnenalli, 1995).

Foi feito um estudo no nosso grupo de pesquisa &otonstrucdo de virus
recombinantes possuindo os genes catepsinad. geregrinae quitinase derivada do
fungo M. anisopliage sob o comando dos promotores em tandeXi\{ e pSyn, onde
observaram que o virus recombinante contendo o gatepsina foi mais virulento
contra larvas entre o 3° e 4° instar 8e frugiperdaquando comparado aos virus

selvagem e ao virus recombinante contendo o geatieape (Welzel, 2006).
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Neste trabalho, o virus recombinante construidotetmlo 0os geneschiAe v-
cathsob o comando dos seus promotores originaistif@ago para observar os efeitos
da infeccdo viral em larvas de gemmataligpor meio de bioensaios, assim como o
virus selvagem (AgMNPV). Bioensaios mostraram plefierminacdo da Gbque ndo
existem diferencas significativas entre o virusonmeiginante (vVAgp2100Gf:chiAv-
cath) e o virus selvagem com relacdo a patogenicidade.

Com relacdo ao tempo letal médio §J)- as larvas dé\. gemmatalisndo se
mostraram mais resistentes quando infectadas coimu® vAgp2100Ck-chiAlv-cath
apresentando um tempo médio de morte semelharsehamem entre 6 e 7 dias apos a
infeccdo, quando infectadas oralmente. O tempo onéli morte também foi
semelhante para vAgp2100GEhiAlv-cathe AQMNPV na mesma concentragéo, assim
como os valores da mortalidade e daspJLNa maior concentracdo testada, a
mortalidade das larvas atingiu aproximadamente 9@&ta os dois virus selvagem e
recombinante.

Portanto, os parametros avaliados - concentratalo(Clso), tempo letal (Tko),
tempo de morte (TM) e taxa de mortalidade (%) — aficesentaram diferencas
significativas entre os virus, selvagem e recomtisa

Alguns estudos demostraram que a expressao dos ¢j@dee catepsina-L do
AcMNPV esta envolvida na liqiefacdo do corpo doefasnos estagios finais da
infecgéo, sendo reduzido a uma massa fluida e sas@dolkman & Keddie,1990; Hom
et alli, 2000). Baculovirus mutantes com o geneath deletado ndo apresentaram
liquefacdo do corpo de inseto (Slaetkalli, 1995; Hawtinet alli, 1997). Experimentos
conduzidosin vitro confirmaram a producdo de quitinase e catepsinacélumas
infectadas com AcCMNPV conv-cath deletado e AcMNPV conchiA deletado,

respectivamente, sugerindo que quitinase e caeepstdo associados com a liquefacéo
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de larvas infectadas. A cuticula do inseto podedsgradar neste processo. A cuticula
serve para proteger o inseto de infeccbes por patdy perigos fisicos e dissecacao
(Hawtin et alli,1997).

Wang et alli (2005), construiram um mutante BmNPV com o gerzhiA
deletado (BrohiA) e o efeito foi observado em cultura de célulad\Benem larvas.
mori. Comparagdes citopatolégicas de células infectadias @ mutante e com o virus
selvagem (BmNPV) mostraram que a dele¢do do ghifeevidenciou a auséncia de
lise celular. Analise de SDS-PAGE sugeriram queantidade de poliedrina produzida
pelo mutante BrehiA foi 7 % menor comparado com células infectadas oowirus
selvagem. Nas larvas, os sintomas apresentadosi@umiectados com BahiA foi
diferente de larvas infectadas com o selvagem, andemolinfa estava clara e houve
uma menor degradacéo do corpo do inseto morto.

Recentemente, foi relatado que alguns lepidéptémaspedeiros codificam
ortolégos dev-chiAs (BmChi-h Daimonet alli., 2003), diante disso, Daimaat alli
(2006) descreveram estudos comparativos entrengséi de BmNPV e o ortélogo
BmChi-h A partir de BmNPVs recombinantes foram constrsiidom as formas nativa
e modificada doBmChi-h sob o0 comando do promotor da poliedrina, deletamdo
promotor dev-chiAoriginal. Com isso demostraram que em culturaéielas BmCHI-

h foi secretado mais rapidamente comparado a V-C#tiABmNPYV, que ficou retido
nas fracdes intracelulares das células infectglesavelmente devido a presenca de do
motivo KDEL de retengdo C-terminal no reticulo gpldsmatico. Demostraram
também, que em larvas d& mori infectadas com o BmNPV com o gemehiA
deletado, a ligiefagéo terminal do corpo das laevasativacdo de cisteino-proteases

codificada pelo baculovirus ndo foram observadas.
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A auséncia de ambos os genes pode ser respomsAsehdo degradacdo da
cuticula e melanizacdo da cuticulaAlegemmatalisapds a morte, quando infectadas
com o baculovirus selvagem AgMNPV (Oliveegalli, 2006). Alguns estudos sugerem
que outros genes possam estar envolvidos tambésa pescesso de liquefacdo Hai
infectadas com AgMNPV, tais como o gdp@5K (Katsumaet alli,1999; Katsumaet
alli, 2004). Slaclet alli (2004), injetaram BV em larvas de nicom o AgQMNPV-2D e
relataram a liquefacdo e a melanizagédo da larvectafla, assim como em larvas
injetadas com BV do AcCMNPV (experimento ndo mosijad

Os principais sintomas observados em larvas dest por baculovirus séo a
flacidez do corpo e a cuticula extremamente frdgds tecidos internos, ocorre a
degradacdo dos componetes protéicos da membrared bagm alguns casos,
dependendo do patdégeno, ocorre a melanizagéo graddedo da cuticula (Hoet alli,
2000).

Neste trabalho, larvas foram observadas quandmtadas, via oral, com o0s
virus AGQMNPV e vAgp2100C¥-chiAv-cath Foi possivel analisar a estrutura dos
orgdos internos e externos das larvas infectadasmekanizacdo e a degradagdo da
cuticula foi observada nos bioensaios com o vieaembinante vAgp2100G@tchiAv-
cath a 168 h p.i. e ndo foi observado em larvas inflxtacom o virus selvagem
AgMNPV. Estes resultados confirmam que a expregse&ogeney-chiA e v-cathem
conjunto sdo capazes de promover 0s sintomas aeiosspara degradar e provocar
melanizacao no corpo das larvasAdgemmatalis

Uma estratégia descrita na literatura para aumentaivel de expressdo de
proteinas secretadas esta na utilizagdo de valerésiculovirus com o gene quitinase
deletado (Posseet alli, 1997). Quitinase € traduzida em uma proteinaetamta

apresentando importante funcdo na maquinaria despoate da proteina e
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provavelmente demonstra alta competicAo entre aseipas secretadas por
recombinantes no inicio da via secretora (Thoetaalli, 1998).v-cath é sintetizada
como uma proenzima inativa, que se acumula noutetiendoplasmatico de células
infectadas e é ativado pela clivagem proteolitioafinal da infeccdo (Honet alli,
2002). Estes autores propuseram um papel adicgoWaCHIA do AcMNPV, uma vez
que atua também como uma chaperona molecular duocaptocessamento de proV-
CATH.

Daimon et alli (2006), demostraram que a atividade de cisteiotease foi
menor nos extratos de células infectadas e na hd@ale larvas infectadas com v-
chiAD (v-chiA deletado). Demostraram também que a atividadéstksro-protease foi
recuperada pelechiAde BmNPV dirigida pelo promotor da poliedrina, grarnao foi
recuperada pel®mChi-h que por sua vez esta sob o comando dos seu mmomot
original, sugerindo entdo que BmCHI-h ndo é capazativar V-CATH em células
BmN e em larva8. mori

Estudos demonstraram também, a auséncia de atviglsdmatica especifica
para deteccdo de cisteino-proteases (V-CATH) etureutle célulag. ni infectadas
com o baculovirus AQMNPYV (Slaait alli, 2004). A atividade proteolitica da V-CATH
ndo foi detectada em células infectadas com o AgMIEAF’5 h p.i., ao contrario uma
quantidade significativa de atividade proteolitfoa observada em células infectadas
com o OpMNPV e AcMNPV. (Hawtiet alli, 1997; How & Volkman, 2000).

A atividade quitinolitica detectada a partir dosligdros purificados do
AgMNPV e vAgp2100CH-chiAv-cathdemostrou que a quantidade de aglcar reduzido
pela quitina e detectado pelo substrato DNS ndesaptou diferencas significativas
entre o virus selvagem e o virus recombinante nddst neste trabalho, apesar de ter

sido observado a atividade um pouco maior nos gragedo virus selvagem. O fato do
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virus selvagem, que atuou como controle negatistengabalho, detectar atividade
quitinolitica a partir dos poliedros purificados dervas infectadas com o virus
selvagem pode ser explicado devido a presenca degeitinases produzidas pelas
larvas (Krameket alli, 1997).

Da mesma forma, a atividade proteolitica da herfeoldas larvas infectadas
com AgMNPV e vAgp2100C¥-chiAlv-cath e nao infectadas, assim como, dos
poliedros dos virus, na presenca do sustrato guerazulada, ndo demonstraram
diferencas significativas entre os virus testadosletec¢do da atividade de proteases
nos poliedros do AgMNPV e na hemolinfa de larvafeatadas com o AgMNPV
provavelmente ocorreu devido a presenca de pratepse sdo essenciais para as vias
metabdlicas tanto de procariotos como em eucarigdoameret alli, 1997). Isso nos
leva a concluir o fato dos geneschiA e v-cath estarem sob o comando de seus
respectivos promotores, que ndo sao consideradosopores fortes o suficiente para
expressar as proteinas desses genes em grandalagenpara analisar as atividades
enziméaticas. Novos experimentos devem ser reakizpdm@ determinar os niveis exatos
de atividades enziméticas assim como o seu graspiecificidade. Variagfes no pH,
nos tampdes e na concentragdo das amostras podemeckr a atuacdo da enzima a ser
testada.

Os geney-chiA e v-cathsdo considerados genes auxiliares, ou seja, apaese
alguma vantagem seletiva ao virus, porém ndo s&ess&rios para propagar a
replicagdo viral em culturas de células ou insefdretanto, a delegcdo de um desses
genes pode comprometer o sintoma caracterisco esergra dos dois genes, a
liquefacdo (Slacket alli, 1995; Hawtiret alli, 1997; Oliveiraet alli, 2006).

Visando um estudo mais detalhado com relacéo édnalidade e expressao

dos genes/-chiA e v-cath separadamente foram também construidos nestdhimaba
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outros plasmideos (pAgGal@ifchiA pAgGalCfy-cathe pAgGalAcv-cath, uma vez
gue varios relatos na literatura indicam que es$® genes atuam em conjunto quando
0 objetivo é liglefazer o corpo dos insetos hospesle Entretanto ainda nado foi

possivel construir 0s virus recombinantes a pagsses plasmideos construidos.
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7. Conclusoes e Perspectivas

A construcdo de um baculovirus recombinante cansercdo dos genes virais
quitinase e catepsina no genoma do baculovirus AgWiplode estar relacionado com a
capacidade de causar a ligliefagédo do corpo dassla@®A. gemmatali'em conjunto,
apresentando degradacdo e melanizacdo da cutimitatanto, analises de bioensaios
devem ser conduzidas para verificar com precisdpan&@metros de mortalidade do
virus recombinante contra a lagarta da gojgemmatalisEsses mesmo genes foram
inseridos em um vetor de transferéncia (pAgGalassetamente, visando a inser¢cao no
genoma do baculovirus AgQMNPV.

Visando dar continuidade ao trabalho, pretende-se:

e Construir um baculovirus recombinante por co-treedo, a partir do
plasmideo p2100Ae-chiA/v-cath bem como a partir dos plasmideos
pAgGalCfv-chiA pAgGalCfv-cath pAgGalAcv-chiAe pAgGalAcv-cath

* Isolar baculovirus recombinante contendo os gewm&hiA e v-cath do
ACMNPV;

» Isolar baculovirus recombinantes AQMNPV contendagesev-chiA e v-cath
para analisar o efeito individual de cada gene;

* Realizar bioensaios com larvas de gemmatalisutilizando os virus a serem

isolados, bem como realizar 0s ensaios enzimaticos;
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