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RESUMO

PEREIRA, B. T. Sequenciamento do baculovirus que infecta a broca-da-cana-
de-acucar Diatraea saccharalis. 2013. 156 f. Dissertagdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Programa de Pds-Graduagdo Interunidades em Biotecnologia
USP/Instituto Butantan/IPT, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Baculovirus sdo virus especificos de insetos que infectam principalmente membros
da ordem Lepidoptera. Diafraea saccharalis granulovirus (DsGV) foi isolado de
larvas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), a broca-da-cana-de-
agucar, um dos insetos-praga de maior importancia na cultura de cana-de-agucar no
Brasil. Para entender melhor esse baculovirus, o genoma completo de DsGV foi
determinado e analisado. O genoma de DsGV foi obtido através do sequenciamento
pelo sistema 454 (454 GS FLX Titanium, Roche). Na segunda etapa do estudo,
foram utilizados os eletroferogramas obtidos através do sequenciamento por
interrupcédo de cadeia (método de Sanger) para a confirmagdo das regides de
cobertura reduzida. O genoma de DsGV apresentou 98.463 pb, tornando-se o menor
betabaculovirus sequenciado até o momento. O genoma possui um conteudo A+T
de 65% e potencialmente codifica 116 genes. Sete sequéncias ricas em AT
contendo multiplas repeticdes em tandem, conhecidas como regides homdlogas
(hrs), foram identificadas. A estrutura dessas regides revelou ser bem parecida com
a das hrs dos demais baculovirus. Foram identificados os 37 genes conservados em
todos os baculovirus e 19 genes especificos de betabaculovirus. Um grupo de 17
genes de DsGV néo foi encontrado em nenhum baculovirus sequenciado até o
momento. DsGV é o primeiro betabaculovirus que possui o gene gp64, que codifica
uma proteina de fusdo, originalmente encontrado apenas em alfabaculovirus do
grupo |. Parece ainda codificar a proteina F, porém a analise indica a existéncia de
virus nessa populagdo com grandes pedagos deletados do gene, o que sugere a
perda de funcao da proteina F para a GP64. A analise da distribuicdo da diversidade
de SNPs ao longo do genoma sugere que o DsGV é um virus com poucas
variagdes. A comparagao de ordem entre genomas de baculovirus e analise de
identidade das sequéncias identificadas no presente estudo mostraram que ele esta
mais proximamente relacionado aos betabaculovirus. A analise filogenética
utilizando a concatenacgédo das sequéncias deduzidas de aminoacidos de 30 genes
conservados em 61 baculovirus totalmente sequenciados sugere que DsGV esta
inserido no clado b do grupo dos betabaculovirus. Esse virus parece estar mais
estritamente relacionado a 5 GVs (ChocGV, PiraGV, ClanGV, CpGV e CrleGV) e
parece ser o baculovirus mais proximo do provavel ancestral comum desse grupo.

Palavras-chave: Diatraea saccharalis granulovirus. DsGV. Baculovirus. Genoma.
Sequenciamento 454. Analise da sequéncia. Filogenia.



ABSTRACT

PEREIRA, B. T. Sequencing of baculovirus that infects sugar cane borer
Diatraea saccharalis. 2013. 156 p. Masters thesis (Biotechnology) — Programa de
Pos-Graduacdo Interunidades em Biotecnologia USP/Instituto Butantan/IPT,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Baculoviruses are insect specific viruses that infect mainly members of the Order
Lepidoptera. Diatraea saccharalis granulovirus (DsGV) was isolated from Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), one of the most important insect pest of the
sugar cane culture in Brazil. To better understand this baculovirus, the complete
genome sequence of DsGV was determined and analysed. The genome of DsGV
was obtained by 454 sequencing system (454 GS FLX Titanium, Roche). The next
step of study was to use the electropherograms obtained by chain termination
sequencing (Sanger sequencing) for confirmation of low coverage regions. Our
results showed that the nucleotide sequence of the DsGV genome is 98 463 bp in
length, which makes it the smallest betabaculovirus sequenced to date. The genome
has a A+T content of 65% and potentially encodes 116 putative genes. Seven AT-
rich sequences containing multiple tandem repeats, known as homologous regions
(hrs) were identified. Their structure showed to be very similar to the other hrs of
baculoviruses. It contains the 37 baculovirus core genes and a set of 19
betabaculovirus-specific genes. A group of 17 putative DsGV genes were not found
in any genome of the baculoviruses sequenced up to the present. DsGV is the first
betabaculovirus sequenced so far that has the gp64 envelope fusion protein gene,
originally found only in alphabaculovirus group |. It seems still encode the F protein,
but the analysis indicates the presence of viruses in this population with large
portions deleted of gene, which suggested the loss of function of the F protein to
GP64. The SNPs diversity distribution along genome suggests that this isolate of
DsGV has few variations. The genome order comparisons and analysis of sequence
identity identified in this study revealed that DsGV is more closely related to
betabaculoviruses. Phylogenetic analysis performed with concatamers of 30
conserved proteins from 61 fully sequenced baculovirus genomes suggests that
DsGV is a member of clade b of the betabaculovirus. This virus seems to be closer to
5 GVs (ChocGV, PiraGV, ClanGV, CpGV e CrleGV) and the closest to the putative
common ancestor of this group.

Keywords: Diatraca saccharalis granulovirus. DsGV. Baculovirus. Genome. 454
Sequencing. Sequence analysis. Phylogeny.
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1 INTRODUGAO

A lagarta Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) (Lepidoptera: Crambidae),
conhecida como broca-da-cana-de-agucar, € um dos insetos-praga de maior
importancia da cultura de cana-de-agucar no Brasil. InuUmeros patégenos acometem
esse inseto, tais como Metarhizium anisopliae (Metsch.) (Ascomycota:
Clavicipitaceae), Beauveria bassiana (Bals.) (Ascomycota: Cordycipitaceae) e,
particularmente, o granulovirus de Diatraea saccharalis (DsGV) (ALVES et al., 1990;
GALLO, 2002; LECUONA; ALVES, 1988; VENDRAMIM, 1987).

Os baculovirus, maior e mais estudado grupo de virus patogénicos de insetos,
sdo virus de DNA dupla-fita circular (80-180 Kpb), que se caracterizam
principalmente pela presenga de corpo de oclusado (“occlusion body” - OB) e um
cristal proteico (POLIEDRINA ou GRANULINA), que envolve e protege as particulas
virais (KING; POSSEE, 1992). Ja foram encontrados baculovirus em mais de 700
espécies de insetos, cuja maioria pertence a ordem Lepidoptera (HERNIOU; JEHLE,
2007; THEILMANN et al., 2005).

Desde a década de 60, os primeiros estudos focavam no uso de baculovirus
como agentes de biocontrole de insetos-praga na agricultura e na silvicultura
(MOSCARDI, 1998; PAYNE, 1986), tais como larvas de insetos lepidopteros
(HOKKANEN; LYNCH, 2003" apud ANTONY et al., 2011). A utilizagdo desses virus
no controle de pragas € uma alternativa ecoldgica e sustentavel, diferenciando-se do
controle quimico, principalmente em relagdo ao custo, ao impacto ambiental, a
especificidade, a segurangca e ao desenvolvimento da resisténcia (SUN; PENG,
2007; SZEWCZYK et al., 2006).

A partir das décadas de 70 e 80, com o desenvolvimento da tecnologia do
DNA recombinante, os baculovirus comegaram a ser utilizados como vetores de
expressao de proteinas exégenas (PENNOCK et al., 1984; SMITH et al., 1983). As
proteinas produzidas nas células de insetos sao, geralmente, biologicamente ativas
e imunologicamente similares as proteinas naturais. Essa nova aplicagdo permitiu
sua ampla utilizagao na medicina como agentes profilaticos (vacinas) e terapéuticos

e para diagnose, além de permitir a producéo de proteinas de interesse agrbnomo e

! HOKKANEN, H. M. T.; LYNCH, J. M. Biological control: Benefits and risks. Cambridge University
press publ. 2003.
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para pesquisa basica (GRABHERR; ERNST, 2010; KABA et al., 2004; KOST, 2000;
O'REILLY et al., 1992).

Outra aplicagdo é o uso de baculovirus como vetores de transferéncia para
terapia génica, utilizando células de mamiferos (AIRENNE et al., 2000). Sabe-se que
esses virus sdo capazes de entrar em células de mamiferos e liberar o material
genético no nucleo, sem a ocorréncia de replicagao viral. A utilidade dos baculovirus
em terapia génica consiste em associar a elevada produgéo de proteinas exdgenas
com a auséncia de efeitos citopaticos nas células de mamiferos infectadas (TANI et
al., 2003).

No Brasil, os baculovirus tém sido investigados por varios grupos, tanto em
termos de utilizagdo no controle biolégico, quanto na expressdo de proteinas
exdgenas e nos aspectos basicos da biologia molecular destes virus (LAUZON et
al.,, 2005; RIBEIRO et al., 1998; WOLFF et al., 2008). O sequenciamento de
baculovirus contribui para o maior conhecimento da estrutura de seu genoma,
sequéncia e fungcdo de cada gene e, consequentemente, permite entender os
mecanismos moleculares que envolvem a infecgao viral. A caracterizacdo de um
novo baculovirus pode inclusive ser util para identificar seu grau de segurancga para
aplicagdo no campo, descobrindo, dessa forma, a melhor maneira de manipulacao
do virus para seu uso no controle biolégico. Além disso, possibilita a realizacédo de
comparagdes gendmicas com baculovirus ja sequenciados, permitindo a analise de
dados filogenéticos relevantes (CASTRO et al., 1999; HERNIOU; JEHLE, 2007).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Baculovirus

A familia Baculoviridae compreende um dos maiores e mais estudado grupo
de virus especifico de insetos conhecido. Os baculovirus sao encontrados
espalhados na natureza, infectando mais de 700 espécies de artropodes, que
pertencem principalmente as ordens Lepidoptera, Himenoptera e Diptera
(HERNIOU; JEHLE, 2007; O'REILLY et al., 1992; VOLKMANN et al., 1995; XU et al.,
2010).

O nome baculovirus deriva do latim baculum, que significa bastdo, devido ao
formato dos virions. Eles possuem DNA circular dupla-fita (superenovelado), virion
com envelope em formato de bastao (baculo) e tamanho variavel entre 80 a 180 Kpb
(BLISSARD et al., 2000? apud JAKUBOWSKA et al. 2005; MOSCARDI, 1998). Seu
genoma codifica de 90 a 180 proteinas, que possuem papel importante na
replicacdo do DNA, transcricdio do RNA, na estrutura e reproducdo dos virus
(NEGREIRO et al., 2004; THEILMANN et al., 2005). A estrutura basica dos
baculovirus é o nucleocapsideo, um “core” cilindrico constituido de DNA e proteina,
que possui de 40-50 nm de didmetro e 200-300 nm de comprimento. Dentro do
nucleocapsideo, a dupla-fita de DNA se une de forma heterogénea a uma proteina
basica e origina um “core” cilindrico (O’'REILLY et al.,, 1992; VALICENTE et al.,
2010).

A presenca de virions oclusos em corpos proteicos (OB — “occlusion body”) é
a principal caracteristica da familia Baculoviridae. Existem dois tipos morfolégicos
em baculovirus, os nucleopoliedrovirus (NPVs) e os granulovirus (GVs). Os corpos
de oclusao sao cristais proteicos que envolvem as particulas virais, recebendo a
denominacdo de poliedros (formados principalmente pela proteina POLIEDRINA)
nos NPVs e de granulos (formados principalmente pela proteina GRANULINA) nos
GVs. A POLIEDRINA possui cerca de 30.000 Daltons (Da) de massa molecular,
similar a GRANULINA, e representa cerca de 95% do conteudo do OB nos NPVs. A

2 BLISSARD, G. W.: BLACK, B.; CROOK, N.; KEDDIE, B. A.; POSSEE, R.; ROHRMANN, G. F.;
THEILMAN, D. A.; VOLKMAN, L. 2000. Family baculoviridae. In: VAN REGENMORTEL, M. H. V;
FAUQUET, C. M.; BISHOP, D. H. L.; CARSTENS, E. B.; ESTES, M. K.; LEMON, S. M.; MANILOV,
J.; MAYO, M. A.;; MCGEOCH, D. J.; PRINGLE, C. R.; WICKNER, R. B. (Eds.). Virus Taxonomy:
Seventh Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Academic Press, San
Diego, California. 2000.
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oclusdo das particulas virais € uma propriedade importante nos baculovirus, pois
garante protegéo, por ser uma estrutura de resisténcia, e permite a transmissédo do
virus entre insetos no ambiente (BLISSARD; ROHRMANN, 1990° apud VALICENTE
et al., 2010; SUMMERS et al., 1980).

Nos NPVs os tamanhos dos corpos proteicos, que possuem formato
poliédrico, estdo compreendidos entre 1 a 15um de didmetro (FEDERICI, 1997). Os
GVs contém corpos de oclusdo de forma oval (pequenos granulos), com 0,3 a 0,5um
de tamanho, possuindo uma particula viral ou duas (raro) em seu interior (Figura 1).
Apos a ruptura da membrana nuclear de células infectadas, ocorre a montagem
destas particulas entre os conteudos nuclear e citoplasmatico (THEILMANN et al.,
2005).

A maneira como o0 nucleocapsideo esta organizado dentro dos envelopes
proteicos, produz dois tipos morfolégicos distintos dentro dos NPVs: o tipo simples
(SNPV), apresentando somente um nucleocapsideo, ou o tipo multiplo (MNPV), com
varios nucleocapsideos empacotados por envelope (Figura 1). No entanto, os dois
fendtipos ndo apresentam validade taxondmica (VAN REGENMORTEL et al., 2000;
ZANOTTO et al., 1993).

Figura 1 — Morfologia dos nucleopoliedrovirus (NPVs) e granulovirus (GVs). A
presenca de oclusdes virais € a principal caracteristica dos baculovirus,
recebendo o nome de poliedros nos NPVs e granulos nos GVs. Os
NPVs podem ser do tipo simples (SNPV), contendo um virion por
envelope, ou multiplo (MNPV), com varios virions por envelope. Os
GVs sdo menores, ovalados e possuem geralmente apenas um virion
em seu interior.
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Fonte: Adaptada de Guarino (2011)

® BLISSARD, G. W.; ROHRMANN, G. F. Baculovirus diversity and molecular biology. Annu. Rev.
Entomol., v. 35, p. 127-155, 1990.
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2.2 Classificacao dos baculovirus

Os baculovirus sdo nomeados taxonomicamente de acordo com a espécie do
hospedeiro do qual foram isolados. O baculovirus isolado da lagarta da alfafa,
Autographa californica, por exemplo, recebe o nome de Autographa californica
multiplo nucleopoliedrovirus (AcMNPV) (VAIL, 1971) e o baculovirus isolado da
lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, é o Anticarsia gemmatalis multiplo
nucleopoliedrovirus (AgMNPV) (ALLEN; KNELL, 1977).

Inicialmente, a familia Baculoviridae foi dividida em dois géneros,
nucleopoliedrovirus (NPVs) e granulovirus (GVs), de acordo com diferengas na
morfologia do corpo de oclusado e analises filogenéticas de suas sequéncias de DNA
e aminoacidos (LANGE; JEHLE, 2003). Recentemente, tem sido proposta a divisao
da familia Baculoviridae em quatro géneros, com base no hospedeiro e na estrutura
do corpo de oclusdo. Comparagdes de 29 genomas de baculovirus mostraram que a
histéria evolutiva dos baculovirus acompanhava a classificagdo dos insetos
hospedeiros mais proximos do que as propriedades morfolégicas que foram
utilizadas anteriormente para classifica-los (JEHLE et al., 2006).

A nova classificagéo de baculovirus inclui: alfabaculovirus (NPVs especificos
de insetos lepidépteros); betabaculovirus (GVs especificos de insetos lepiddpteros);
gamabaculovirus (NPVs especificos de insetos himendpteros) e deltabaculovirus
(NPVs especificos de insetos dipteros). Estudos filogenéticos do gene da poliedrina
e de outros genes conservados em baculovirus permitiram ainda a subdivisao dos
alfabaculovirus em grupo | e Il (HERNIOU; JEHLE, 2007; JEHLE et al., 2006;
ROHRMANN, 2008; ZANOTTO et al., 1993).

2.3 Infecgao e modo de agao

Durante o ciclo infectivo, ha a formacdo de dois fendtipos virais, que sao
produzidos em diferentes fases do processo de infecgdo: uma forma nao oclusa, os
BVs (“budded virus”), e outra oclusa, os ODVs (“occlusion-derived virus”),
fundamentais para os processos de infeccdo e propagacao do virus (Figura 2). Os
BVs e ODVs diferem-se em relagdo a morfologia e composic¢ao proteica, forma de
penetragdo no hospedeiro, natureza dos envelopes virais e infectividade
(BRAUNAGEL; SUMMERS, 1994; THEILMANN et al., 2005; ZHOU et al., 2005).
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O virus derivado da oclusdo (ODV) é responsavel pela primeira fase da
infecgdo (infeccdo primaria) dentro da larva hospedeira, possuem a funcdo de
transmissdo do virus entre os insetos no ambiente e mantém os virions viaveis no
ambiente por anos contanto que n&o recebam a luz do sol. O virus extracelular (BV)
€ responsavel pela segunda fase de infec¢do (infecgdo secundaria) e apresenta um
papel de disperséo do virus de célula a célula no interior do inseto (ANDRADE et al.,
2004; ROHRMANN, 2011).

Figura 2 — Fenotipos virais durante ciclo de infeccédo de baculovirus: forma néo
oclusa, “Budded virus” (BVs), e forma oclusa, “Occlusion-derived virus”
(ODVs). A esquerda se encontra um BV com um Unico nucleocapsideo
(em vermelho) dentro do envelope celular, com proteinas virais
inseridas (GP64/Proteina F). A direita observa-se um ODV com vérias
particulas virais dentro do mesmo envelope (virus do tipo multiplo).
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Fonte: Adaptada de http://www.microbiologybytes.com/virology/kalmakoff/ baculo/ baculo.html

A principal rota de infeccdo pelos baculovirus é oral (in vivo), provocando a
morte do inseto cerca de 6 a 8 dias apds o inicio da infecgao (Figura 3). As larvas
hospedeiras, unica fase susceptivel a infecgao pelo virus, ingerem os poliedros (ou
OBs) dos baculovirus ao se alimentar de folhas. Os poliedros sédo dissolvidos no
meio alcalino (pH 8-11) do intestino dos insetos, liberando as particulas virais
(ODVs) no lumen digestivo (FEDERICI, 1997; ZHOU et al., 2005). Os ODVs
liberados penetram nas células colunares do intestino médio a partir da interagao
direta das suas proteinas especificas associadas ao envelope (PIFs) com receptores
celulares especificos, ou seja, ocorre fusdo das membranas viral e celular mediada

por esses receptores. Dentro da célula epitelial, os nucleocapsideos podem
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apresentar diferentes rotas: ser direcionado ao nucleo, infectar células da traquéia e
infectar células regenerativas anexas ao intestino e/ou atingir a hemolinfa (KIKHNO
et al., 2002; SLACK; ARIF, 2007; WASHBURN et al., 1995).

Apdés a ingestdo e entrada dos virus nas células intestinais, os
nucleocapsideos entram no nucleo pelo movimento dos filamentos de actina e
ocorre a transcricdo de certos genes virais e posteriormente a replicacdo do DNA.
Logo apds a replicagdo e transcricdo de genes tardios ha a montagem de varios
nucleocapsideos. Estes vao para o citoplasma da célula e originam os BVs, uma
particula viral que sai da célula por brotamento da membrana plasmatica (possui
insercdo de proteinas virais GP64/proteina F). Esse fendtipo viral produz uma
infecgdo sistémica de varios tecidos da lagarta (HAAS-STAPLETON et al., 2004;
WANG; GRANADOS, 1998). Os BVs entram nas células por endocitose adsortiva,
isto €, o virion liga-se ao receptor celular, ocorre a invaginagdo da membrana
plasmatica, geracdo de uma vesicula endocitica com o virion envelopado, aumento
da acidez do endossomo, ativacido da proteina de fusdao do envelope viral, fusdo da
membrana do virus e do endossomo e liberagao do nucleocapsideo no citoplasma
da célula (BLISSARD, 1996; CHARLTON, VOLKMAN, 1993; VOLKMAN;
GOLDSMITH, 1985).

Os poliedros sao produzidos depois dos BVs, na fase final da infeccdo. Os
ODVs sao envoltos no nucleo pela POLIEDRINA (NPVs) ou GRANULINA (GVs), se
polimerizando para originar os OBs (MARUNIAK, 1986). Diversos OBs podem ser
produzidos por célula e cada um pode apresentar dezenas de particulas virais. No
final da infecgdo, ocorre a ruptura das células e a liberagdo dos poliedros no
ambiente. Apés a morte da lagarta, ocorre a liquefagdo dos tecidos (CASTRO;
SOUZA, 2006).

Mudancas morfolégicas e comportamentais sao sintomas tipicos da infeccao
nos insetos hospedeiros, tais como reducdo da alimentagdo e do crescimento,
descoloragao do tegumento (acumulo de virus nos nucleos das células adiposas da
epiderme), reducdo dos movimentos e, apdés a sua morte, rompimento do
tegumento, o que favorece a liberagao dos poliedros e consequentemente novos
ciclos infectivos (FEDERICI, 1997; FEDERICI, 1999* apud VALICENTE et al., 2010).

4 FEDERICI, B. A. Naturally occuring baculoviruses for insect pest control. In: HALL, F. R.; MENN, J.
J. (Ed.). Methods in biotechnology: biopesticides, use and delivery. Totowa: Humana Press, v.
5, p. 301-320, 1999.
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A presencga dos baculovirus no inseto-praga inativa o horménio (ecdisona)
responsavel pelo seu processo de muda (ecdises) através da expressdo de uma
proteina, Ecdisteréide UDP-Glicosil Tranferase (EGT). A delecdo ou inativagdo do
hormdnio ecdisterdide retarda o desenvolvimento da larva e, consequentemente,
reduz o tempo letal e o dano econdémico provocado a cultura (O’'REILLY; MILLER,
1989; PINEDO et al., 2003). A permanéncia maior na fase larval permite a obtencéo
de produtos metabdlicos utilizados para replicar o virus (RODRIGUES et al., 2001;
SMITH; GOODALE, 1998).

Figura 3 — Modo de infec¢ao oral (in vivo) de uma larva de inseto lepidoptero por
baculovirus. Poliedros (OBs) liberados no ambiente, a partir da infecgéo
e morte de outro inseto por baculovirus, sdo ingeridos pela larva e
dissolvidos no intestino médio (pH alcalino), liberando as particulas
virais. Estas atravessam a membrana peritréfica e chegam as células do
intestino médio. Posteriormente, o virus infecta outras células
(hemdcitos e traquedcitos). Quando os ODVs entram na célula séo
direcionados ao nucleo, ocorrendo replicagao e transcri¢ao viral. Com a
montagem de novos nucleocapsideos, estes vao para o citoplasma e
saem da célula por brotamento, originando os BVs, que irdo infectar
outras células. No final do ciclo sdo produzidos os corpos de oclusao
que sao liberados no ambiente apds a morte do hospedeiro.
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2.4 Regulagao da expressao génica

A expressdo génica nos baculovirus é dividida em trés fases: fase imediata
precoce (“immediately early”) / fase precoce (“early”), fase tardia (“late”) e fase muito
tardia (“very late”) (PASSARELLI; GUARINO, 2007). A fase imediata precoce
corresponde aos genes expressos logo nas primeiras horas de infecgdo. Antes da
replicagcdo do DNA viral ocorre a expressdo dos genes da fase precoce; sdo genes
dependentes da enzima RNA polimerase || do hospedeiro e participam do processo
de replicagdo viral, que ocorre logo em seguida. A fase tardia inicia-se apos a
replicagdo viral, periodo em que a expressdao génica da célula hospedeira é
interrompida e ha producéo do fendtipo viral BV. A fase muito tardia caracteriza-se
pela expressao de genes apos 24 horas de infecgdo; a proteina mais produzida
nessa fase € a POLIEDRINA nos NPVs e GRANULINA nos GVs. Os genes da fase
tardia sdo responsaveis pela montagem do virus e os genes da fase muito tardia
participam do processo de oclusédo viral (LU; MILLER, 1997; MARUNIAK, 1986;
RIBEIRO et al., 1998).

A fase precoce inicia-se a partir de 30 minutos apds a infecgao (p.i) e termina
cerca de 6 horas apés a infecgao (h.p.i.). A maioria dos genes expressos nessa fase
sao fatores de transcricao, mas também podem estar relacionados a replicacdo do
DNA viral. Os genes expressos nessa fase sao importantes para as fases tardia e
muito tardia e, dessa forma, a maioria deles é expressa logo apos a infecgao
(GUARINO et al., 1998; PASARELLI; MILLER, 1993). A proteina IE-1 é a principal
proteina relacionada a transregulagdo transcricional da expressao de genes
precoces, cuja funcdo €& aumentar ou diminuir a transcricdo de genes (CHOI;
GUARINO, 1995; GUARINO; SUMMERS, 1986).

Os genes da fase tardia sdo expressos entre 6 e 18 h.p.i., sendo
responsaveis pelo inicio da replicacdo do DNA viral. Durante essa fase, sao
produzidas as proteinas do fendtipo viral BV, como a proteina GP64, principal
proteina do envelope viral. Esse fendtipo € gerado quando ha o empacotamento dos
DNA virais em nucleocapsideos, no nucleo da célula infectada, e saida do virus da
célula por brotamento da membrana plasmatica (LU; MILLER, 1997).

Os genes da fase muito tardia sdo expressos a partir de 18 h.p.i. e participam
da producgao de corpos de oclusdo. Os OBs sao produzidos no final da infecgao
quando as virions sdo envoltos por uma matriz proteica cristalina (POLIEDRINA ou
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GRANULINA) originando os poliedros nos NPVs e granulos nos GVs (LU; MILLER,
1997).

2.5 Broca-da-cana-de-agucar Diatraea saccharalis

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum, L.) e maior exportador de acucar e alcool. A safra 2013/2014 esta
prevista em 8.799.150 mil hectares, com uma producdo de 595,13 milhdes de
toneladas e uma produtividade de 74.100 kg/ha. A regido Centro-Sul é responsavel
por cerca de 594,1 milhées de toneladas; 11,5% maior que a producao da safra de
2012/2013. O estado de Sao Paulo é o maior produtor, sendo responsavel por
51,31% (4.515.360 hectares) da produg¢ao nacional (CONAB, Companhia Nacional
de Abastecimento, 2013).

O setor sucroenergético tem grande valor na produgéo de divisas para o pais,
devido principalmente a sua importancia na exportacdo mundial de acucar. Em
2011, o complexo sucroalcooleiro foi responsavel por 21,6% das exportagbes
agricolas em valor, o que mostrou um crescimento de quase 4% em relagéo ao ano
anterior. No mesmo ano, as exportacées do setor foram maiores que as exportacoes
de carnes, colocando-o como o segundo maior exportador, imediatamente atras do
complexo soja (MAPA, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2011).

Apesar da elevada producédo de cana-de-agucar, um dos fatores principais
que afetam a produtividade da industria sucroalcooleira é o ataque de pragas; a
cultura de cana-de-agucar contabiliza, mundialmente, perdas que chegam a 20% ao
ano (ROSSETTO; SANTIAGO, 2007). Aproximadamente 80 espécies de pragas
atingem a cana, tais como cigarrinha-das-raizes (Mahanarva fimbriolata), cupins, o
besouro migdolus (Migdolus fryanus), o bicudo da cana (Sphenophorus levis),
formigas e lagartas. A lagarta Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) (Lepidoptera:
Crambidae), conhecida como broca-da-cana-de-agucar, € um dos insetos-praga de
maior relevancia da cultura de cana-de-agucar no Brasil. Isso deve-se ao seu habito
alimentar, que dificulta o seu controle, pois a praga se desenvolve no interior dos
colmos, a amplitude de distribuicdo, a intensidade do ataque e aos danos
econdmicos provocados a agroindustria sucroalcooleira (CAMPOS; MACEDO, 2004;
POLANCZYK et al., 2004).
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A praga, cuja origem provavel &€ a América Central e do Sul, esta amplamente
distribuida em todas as regides produtoras de cana, especialmente na Regido
Sudeste (DINARDO-MIRANDA, 2008). A broca-da-cana-de-agucar pertence a ordem
Lepidoptera, que compreende insetos com desenvolvimento holometabdlico, ou
seja, passam pelos estagios de ovo, larva, pupa e adulto. A fase larval é a que
causa prejuizos a cultura da cana. O seu ciclo de vida se inicia com a mariposa
adulta depositando varios e pequenos ovos amarelados nas folhas. Apds a eclosao,
as pequenas larvas (1 a 2 milimetros), que inicialmente se alimentam das folhas,
sofrem a primeira muda, migram em dire¢gdo ao colmo (caule) da planta, penetram e
se alimentam da polpa. No interior da planta, as larvas crescem até 3 a 4 milimetros,
saem para o exterior e, do estagio de pupa, se transformam em mariposas (Figura 4)
(GALLO et al., 2002; LIMA FILHO; LIMA, 2001).

Figura 4 — Ciclo de vida de Diatraea saccharalis. Ovos na folha (5-7 dias) (A),
lagarta com 4-9 dias (B), pupa apés ciclo da lagarta de 40-60 dias (C) e
mariposa adulta apds 9-14 dias (D).
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Fonte: Adaptada de http://www.assocana.com.br/restrito/AlImeidaPragasCanaCrua-90utubro 2009-
Orplana.pdf

Os prejuizos gerados a cultura sao diretos e indiretos. Os danos sao diretos,
pois o inseto-praga provoca abertura de galerias, resultando em perda de peso da
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cana, falhas na germinagao, morte da gema apical (coragdo morto), brotagao lateral,
enraizamento aéreo, atrofia dos entrends, afinamento dos colmos, tombamento dos
colmos através do vento e atraso na maturacdo, causando redugao do rendimento
agricola (GITAHY et al., 2006).

Os danos indiretos também sdo importantes, visto que as galerias formadas
pela broca criam um ambiente propicio para a proliferagdo dos fungos Colletotrichum
falcatum e Fusarium moniliforme, que causam a podridao vermelha do colmo. Esses
fungos invertem a sacarose em glicose e frutose, resultando em reducédo na
produc¢ao do acucar, e causam contaminagao do caldo, diminuindo a eficiéncia das
leveduras na fermentacédo alcodlica (BOTELHO; MACEDO, 2002; GALLO et al.,
2002; POLANCZYK et al., 2004).

Segundo Dinardo-Miranda et al. (2008), para cada 1% de intensidade de
infestagcdo por Diatraca saccharalis as perdas podem chegar a 1,5% na
produtividade de colmos, 0,49% na producgao de agucar e 0,28% na produtividade do
etanol.

O controle quimico da praga por pulverizagao se torna inviavel, pois a larva
passa a maior parte do tempo dentro do colmo, impedindo que o inseticida chegue
até o local em que elas estdo, elevando o custo do controle, devido ao porte da
cultura. Isso resultou num interesse maior por agentes bioldgicos para a realizagéo
desse controle (GHINI; KIMATI, 2000; GITAHY et al., 2006).

A cana-de-agucar é uma das culturas em que mais tem sido utilizado o
método biolégico de combate as pragas. O controle bioldgico aplicado consiste em
criar e multiplicar o parasitdide em laboratoério e liberar no campo, resultando em
equilibrio da populagao da praga. Na década de 80, com o uso da vespinha Cotesia
flavipes (Hymenoptera: Braconidae), importada da Asia e criada em varios
laboratérios distribuidos pelo Brasil, a intensidade de infestacédo reduziu de 11 para
2,8%, causando uma economia de mais de 80 milhdes de dodlares por ano. Esse
método de controle ainda é muito utilizado (BOTELHO; MACEDO, 2002; DINARDO-
MIRANDA, 2008; GALLO et al., 2002; POLANCZYK et al., 2004).

O uso do Bacillus thuringiensis é outra forma de controle biolégico da praga,
porém ainda em estudo. O inseticida formulado se mostrou muito eficiente para
quase 200 pragas lepidopteras. Posteriormente, com a descoberta do gene Bt, que
codifica uma proteina toéxica para insetos, foram produzidas plantas transgénicas
resistentes a praga (BOBROWSKI et al., 2003; POLANCZYK; ALVES, 2003).
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Devido a sua especificidade e seguranca, os baculovirus tem grande
potencial como agentes de controle biolégico de pragas (ERLANDSON, 2008;
MOSCARDI, 1999). O caso de maior sucesso mundial € o uso do baculovirus
AgMNPV para o controle da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis (RIBEIRO;
PINEDO, 2001). Outras formas de controle biologico, dentre elas o uso do
baculovirus isolado da lagarta Diatraea saccharalis, DsGV (Figura 5), poderia
complementar ou aumentar a eficiéncia dos controles atuais. O conhecimento da
biologia dos baculovirus e das interagbes com seus hospedeiros proporcionou o
desenvolvimento de baculovirus recombinantes para o controle de pragas e o seu
uso como vetor de expressado de proteinas exdgenas (PENNOCK et al., 1984;
SMITH et al., 1983; SUMMERS; SMITH, 1987).

Figura 5 — Microscopia eletrénica de transmissdo mostrando a estrutura do
baculovirus Diatraea saccharalis GV. Em A, varios corpos de ocluséo
de forma ovalada (gréanulos). Em B, a seta vermelha mostra a
presencga de apenas um virion por granulo.

Fonte: Cedida pelo Dr. Elliot Kitajima

2.6 Principais aplicagoes de baculovirus

2.6.1 Baculovirus no controle biolégico

Os primeiros estudos com baculovirus focavam na utilizagdo destes virus no

controle biolégico de pragas agricolas e da silvicultura (MARTIGNONI, 1986;
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PAYNE, 1986° apud CASTRO et al., 1999). O uso de baculovirus no controle de
pragas € muito vantajoso, pois s&o especificos em relagdo ao hospedeiro, néo
poluem o ambiente e sdo inofensivos aos outros animais, as plantas e ao homem.
Além das vantagens ecoldgicas do uso de baculovirus, estudos mostram que ha
uma vantagem econdmica de cerca de 70% em relacdo ao uso de agrotoxicos
(MOSCARDI, 1999; MOSCARDI; SOUZA, 2002;).

Nos Estados Unidos, os baculovirus tém sido usados para o controle das
pragas Cydia pomonella (CpGV), Lymantria dispar (LAMNPV), Spodoptera exigua
(SeMNPV), Helicoverpa zea e Heliothis virescens (ambos por HzZSNPV). Na Europa,
esses virus sao utilizados para o controle de Spodoptera exigua (SeMNPV) e Cydia
pomonella (CpGV). Soma-se a isso, o uso de baculovirus no controle de pragas
florestais tais como Orgyia pseudosugata (OpMNPV), Choristoneura fumiferana
(CfMNPV) e Neodiprion sertifer (NeseNPV) em varios paises, como Canada,
Estados Unidos e Reino Unido (SOUZA et al., 2002).

O Brasil se destaca no cenario mundial pelo uso, em larga escala, do
baculovirus Anticarsia gemmatalis MNPV (AgMNPV) contra a lagarta da soja
(Anticarsia gemmatalis) (RIBEIRO et al., 1998; RIBEIRO; PINEDO, 2001). Essa
forma de controle foi desenvolvida pela Embrapa Soja (Londrina, Parana) no final da
década de 70 e inicio da década de 80 e resultou na morte de mais de 80% das
larvas infectadas, enquanto o desfolhamento da soja se manteve abaixo do limite de
prejuizo econbmico. Isso permitiu a formulacdo do bioinseticida e sua
industrializacdo e comercializagago (MOSCARDI, 1983, 1989; MOSCARDI,
CORREA-FERREIRA, 1985; MOSCARDI; SOSA-GOMEZ, 1996). Estima-se que no
final da década de 90 para cada 1 milhdo de hectares de soja tratados com o
bioinseticida, aproximadamente 1,6 milhdes de litros de agrotoxicos deixaram de ser
utilizados, contabilizando uma economia de 13 milhdes de reais ao ano
(MOSCARDI; SOUZA, 2002).

Utiliza-se o cultivo in vivo, a partir dos proprios hospedeiros, para propagar o
baculovirus AQMNPV. As lagartas infectadas, obtidas no campo, sdao encaminhadas
ao laboratdrio para a realizagado dos processos de purificagado e formulacgao viral. No
entanto, esse cultivo ndo é eficiente, pois depende da presenca de lagartas na

cultura de soja e somente tem aplicagdo durante o periodo de seu cultivo. Isso

°® PAYNE, C. C. Insect pathogenic viruses as pest control agents. Fortschritte der Zoologie, v. 32, p.
183-200, 1986.
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aumentou o interesse pelo cultivo in vitro, isto €, a produgéo de baculovirus em larga
escala utilizando o cultivo de células embrionarias ou epiteliais dos hospedeiros
(CASTRO et al., 2006; MOSCARDI; SOUZA, 2002).

Existem também aplicagdes de baculovirus, em escala experimental, para o
controle do mandarova da mandioca (Erinnyis ello) (COSTA et al., 2005; FAZOLIN et
al., 2007; VALICENTE; TUELHER, 2009). A partir de 1984, iniciaram-se os estudos
com o baculovirus SfMNPV para o controle da lagarta-do-cartucho-do-milho,
Spodoptera frugiperda, na Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, Minas Gerais).
Entre 1984 e 1989, realizou-se um levantamento dos principais inimigos dessa praga
nas regides produtoras de milho do estado de Minas Gerais. Das mais de 14.000
lagartas coletadas, foram encontrados muitos parasitas das ordens Diptera e
Hymenoptera, incluindo lagartas mortas por virus. O levantamento foi feito até o
estado do Parana e mostrou uma grande quantidade de lagartas mortas por virus
(VALICENTE, 1989; VALICENTE; BARRETO, 1999).

Atualmente, 22 isolados de STMNPV amostrados em muitas regides do Brasil
foram estudados (BARRETO et al.,, 2005). Dentre os isolados de SfMNPV mais
conhecidos e que mostraram ser eficientes no controle da referida praga, o genoma
do isolado 19 ja foi completamente sequenciado (WOLFF et al., 2008). Os isolados 6
e 18 também mostraram alta eficiéncia no controle da praga. O isolado 6 apresenta
uma peculiaridade, visto que nao resulta em rompimento do tegumento da lagarta
infectada logo apds a sua morte. Isso favorece a producao do virus em larga escala.
Varios hectares ja foram tratados com o baculovirus SfTMNPV, produzido na forma de
p6 molhavel (VALICENTE; CRUZ, 1991; VALICENTE et al., 2010).

Um fator limitante que inviabiliza o uso de baculovirus pela industria e
agricultores no controle de pragas € a baixa velocidade de agao, visto que a larva
infectada pode demorar varios dias para morrer e, consequentemente, ainda podera
causar danos a cultura (MOSCARDI, 1999).

A partir de técnicas da engenharia genética, os baculovirus tém sido
modificados geneticamente com o intuito de aumentar a viruléncia sobre o inseto-
praga e, consequentemente, reduzir o tempo de agdo. Esse uso € considerado
seguro, pois os baculovirus recombinantes s6 se multiplicam dentro do hospedeiro
(MOSCARDI; SOUZA, 2002; PINEDO et al., 2003).

Um dos primeiros baculovirus recombinantes construidos, que se mostrou

eficaz para o controle biolégico de Bombyx mori, possuia o gene do horménio
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diurético. Esse virus recombinante mostrou ser capaz de provocar a morte dos
insetos 20% mais rapido que o virus selvagem (MAEDA, 1989). As larvas infectadas
com baculovirus cujo gene egt se encontra deletado se alimentam menos e também
morrem mais rapido (O'REILLY; MILLER, 1991). Para o controle de Plutella
xylostella, foram utilizados os genes Cry de Bacillus thuringiensis (Bt) inseridos em
baculovirus. O baculovirus recombinante, que expressa Cry1Ac, mostrou um
aumento significativo, em relagdo ao virus selvagem, do modo de acdo e da
infectividade (CHANG et al., 2003; RIBEIRO; CROOK, 1993; RIBEIRO et al., 1998).
O gene da toxina (efeito paralisante) do acaro Pyemotes tritici (TxP-1) foi inserido em
AcMNPV e resultou na morte rapida das larvas infectadas (LU et al., 1996). Outros
baculovirus recombinantes construidos utilizando as toxinas AalT do escorpiao
Androctonus australis, Lgh&IT2 de escorpides, aranhas, acaros e anémonas do mar
também mostraram ser eficazes em provocar a morte rapida do inseto (BURDEN et
al., 2000; FROY et al., 2000; PRIKHOD’KO et al., 1998). Bioensaios com o virus
recombinante de AcCMNPV, construido a partir do promotor da poliedrina modificado
e do gene da serino-protease (queratinase) do fungo Aspergillus fumigatus,
demonstrou diminuigdo do tempo letal em relagdo ao virus selvagem
(PERECMANIS, 2004).

2.6.2 Baculovirus como vetores de expressao

A partir da década de 80, com o surgimento da biologia molecular e das
técnicas de recombinagao genética, os baculovirus comegaram a ser usados como
vetores de expressdao de proteinas provenientes de diferentes organismos
(O'REILLY et al., 1992). Algumas vantagens da utilizacdo desse sistema incluem
rapida expressao e maior concentragao de proteinas recombinantes (PALOMARES;
RAMIREZ, 2002). Alguns medicamentos de uso veterinario e humano, produzidos
através desse sistema de expressdo, como a Lysodase (PEGylated-
glucocerebrosidase), passam por testes clinicos (PALOMARES et al., 2003).

Um dos primeiros trabalhos, utilizando o baculovirus Autographa californica
MNPV (AcMNPV) como vetor de expressao, tinha como finalidade a producao de [3-
interferon e B-galactosidase em culturas de células de Spodoptera frugiperda (IPLB
SF-21 AE) (PENNOCK et al., 1984; SMITH et al., 1983). Proteinas importantes para

a medicina e agricultura, incluindo vacinas e testes de diagnose para a saude animal
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e humana, foram expressas em cultura de células de insetos, em grande
quantidade, utilizando os baculovirus como vetores de expressédo (RIBEIRO et al.,
1998).

O sistema consiste na introduc&o de genes desses virus no lugar de um gene
gue ndo é essencial para o processo de replicagdo, comandado por um promotor
forte. O modelo mais simples de vetores para o sistema de expressdo em
baculovirus (“baculovirus expression system” BEV) se baseia na substituicdo do
gene da poliedrina por um gene heterélogo de interesse sob o controle do promotor
da poliedrina. A geragdo de um virus que consegue se multiplicar em células de
inseto através da inativagdo do gene da poliedrina por delegdo ou inser¢ao de outro
gene impede a sintese da poliedrina e, consequentemente, a produgdo dos corpos
de oclusao. As células infectadas por esses virus sao localizadas muito facilmente
em microscopia Optica devido a auséncia do corpo de oclusdo (POSSEE, 1997;
SMITH et al., 1983). Também foram produzidos virus recombinantes a partir da
delecdo do gene da quitinase do baculovirus AcMNPV, demonstrando que a
auséncia do gene nao afeta a replicagao viral em cultura de células ou em insetos.
No entanto, essa delecdao faz com que a capacidade de derreter ou liquefazer o
corpo da larva hospedeira seja perdida (HAWTIN et al., 1997).

Primeiramente, os baculovirus recombinantes eram produzidos pela delecao
do gene da poliedrina e posterior selegdo por placas ocluso-negativas. Outro virus
contendo genes marcadores como o lac-Z foram produzidos para facilitar a
identificacdo (SUMMERS; SMITH, 1987). O lac-Z atua no transporte e metabolismo
da lactose, codificando a enzima B-galactosidase, responsavel pela quebra da
lactose em glicose e galactose. Apenas na presencga de lactose os genes do operon
Lac sao expressos. A facilidade de selegao de um clone recombinante baseia-se na
utilizacdo do substrato sintético X-Gal (5-bromo-4-clorindolil-B-galactosidase). As
células infectadas com o virus recombinante, isto é, possui o gene da -
galactosidase interrompido, apresenta coloragcdo branca e aquelas com virus sem
inserto permanecem azuladas (O’'REILLY et al., 1992; SNUSTAD; SIMMONS, 2001).

A construgdo de vetores virais € realizada a partir de plasmideos de
transferéncia. Os plasmideos sao estruturas replicativas que possuem regides
homologas ao virus selvagem flanqueando o gene de interesse. A origem de
replicacdo e genes de selegcdo sao provenientes de plasmideos como o pUC
(MILLER et al., 1986). Posteriormente a construgéo, utiliza-se o DNA viral e o
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plasmidial para a realizacdo da co-transfecgdo da célula do hospedeiro. Durante a
infecgdo, o gene viral € substituido, por recombinacdo homologa, pelo gene de
interesse presente no plasmideo. No final do processo, o baculovirus recombinante

é selecionado através de plaqueamento (Figura 6) (CASTRO et al., 1999).

Figura 6 — Método de obtengédo de baculovirus recombinantes por recombinagao
homologa, baseado no gene da poliedrina.
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Fonte: Adaptada de van Oers (2011)

Um dos métodos mais utilizados para a obtengdo de baculovirus
recombinantes é a recombinagéo sitio-especifica em bactérias Escherichia coli. O
gene alvo é clonado num plasmideo que possui 0 promotor da poliedrina ou outro de
interesse, flanqueado por regides de transposicdo. Esse plasmideo é inserido na
bactéria E. coli modificada, que possui um plasmideo auxiliar (pHelper), produtor de
transposase, e o bacmideo, DNA recombinante do baculovirus AcMNPV,
apresentando regides de transposicao (Tn7), origem de replicacdo, gene lac-Z e
gene de resisténcia ao antibidtico canamacina (Manual Bac-to-Bac Expression
System, Invitrogen, 2004). O sistema Bac-to-Bac (Figura 7) insere o gene de
interesse no lugar do gene da poliedrina e no meio do gene lac-Z, que codifica -
galactosidase no DNA viral difundido nessas bactérias. Essa metodologia permite

selecionar as colbnias brancas, que contém o DNA recombinante, diferenciando-se
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das demais colbnias, que na presenca de X-Gal (analogo de lactose) e do indutor
IPTG (isopropiltiogalactosideo, analogo de cAMP) produzem [(-galactosidase
(LacZ+) e permanecem com coloragao azul. Os bacmideos selecionados e isolados
sao transfectados em cultura de células de inseto visando a produc¢ao de baculovirus
recombinantes (LUCKOW et al., 1993).

Figura 7 - Sistema Bac-to-Bac de expressdo. Obtencdo de baculovirus
recombinantes por recombinacado sitio-especifica através de
transposicédo do gene de interesse para um bacmideo original. No
final do processo, os bacmideos recombinantes sdo transfectados
em células de insetos.
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Fonte: Adaptada de Montor e Sogayar (2003)

Recentemente, os baculovirus tém sido utilizados em estudos de terapia
génica. Esses virus nao se replicam dentro de células de mamiferos, porém podem
entrar no nucleo das células sob determinadas condigdes, sem resultar em danos e,
0S genes serem expressos a partir de promotores de mamiferos introduzidos.
Consequentemente, os baculovirus podem ser usados como vetores para a
transferéncia de genes (“gene delivery”) em células de mamiferos (CONDREAY;
KOST, 2007; Hu, 2008; KOST et al., 2005). Além da falta de toxicidade e replicagao,
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outras vantagens do uso de baculovirus como vetores s&o a facilidade de

construgéo e producao e clonagem de longos fragmentos de DNA (HU, 2006).

2.7 Genomas de baculovirus

O primeiro baculovirus a ser totalmente sequenciado foi o Autographa
californica MNPV (AcMNPV), apresentando 133.894 pb e 154 ORFs (“open reading
frames”) codificando cerca de 150 genes (AYRES et al., 1994). Este virus é o mais
estudado, desde a sua descoberta, devido a sua facil propagacgao, estabilidade
relativa em cultura de células e amplo espectro de hospedeiros (aproximadamente
145 espécies) (GOULSON, 2003; SOUZA et al., 2002). O modelo de replicagdo do
AcMNPV, um alfabaculovirus do grupo |, é caracterizado e aceito como protétipo
para os outros baculovirus. Os genomas completos de 61 baculovirus estédo
depositados no GenBank, incluindo 43 alfabaculovirus, 14 betabaculovirus, 3

gamabaculovirus e somente 1 deltabaculovirus (Tabela 1).
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Tabela 1 — Genomas completos de todos os baculovirus sequenciados até o
momento divididos pelo género ao qual pertencem.

(continua)
Numero Tamanho Namero
Género Nome Abreviagdo  de acesso do de ORFs GC%  Referéncia
(NCBI) genoma anotadas
(bp)
Antheraea pernyi AnpeNPV NC_008035 126629 147 53.5 Nie et al.
NPV (2007)
Antheraea pernyi AnpeNPV-L2 EF207986 126246 144 53.5 Fan et al.
NPV-L2 (2007)
Anticarsia AgMNPV-2D NC_008520 132239 152 44.5 Oliveira et al.
gemmatalis (2006)
MNPV-2D
Autographa AcMNPV NC_001623 133894 154 41.0 Ayres et al.
californica MNPV (1994)
Bombyx mori NPV BmNPV NC_001962 128413 143 40.4 Gomi et al.
(1999)
n Bombyx BomaNPV NC_012672 126770 141 40.2 Xu et al.
S mandarina NPV (2010)
&~ Choristoneura CfMNPV NC 004778 129593 146 50.1 De Jong et al.
>~ fumiferana MNPV (2005)
2 o Choristoneura CfDEFMNPV NC_005137 131160 149 45.8 Lauzon et al.
8 % fumiferana DEF (2005)
c S MNPV
Q (G) Epiphyas EppoNPV NC_003083 118584 136 40.7 Hyink et al.
S postvittana NPV (2002)
E Hyphantria cunea HycuNPV NC_007767 132959 148 455 lkeda et al.
NPV (2006)
Maruca vitrata MaviMNPV NC_008725 111953 126 38.6 Chen et al.
MNPV (2008)
Orgyia OpMNPV NC_001875 131995 152 55.1 Ahrens et al.
pseudotsugata (1997)
MNPV
Plutella xylostella PixyMNPV NC_008349 134417 152 40.7 Harrison e
MNPV Lynn (2007)
Rachiplusia ou RoMNPV NC_004323 131526 149 39.1 Harrison e
MNPV Bonning
(2003)
Thysanoplusia ThorMNPV JX467702 132978 145 37.9 Wang et al.
orichalcea MNPV (2012)
Adoxophyes AdhoNPV NC_004690 113220 125 35.6 Nakai et al.
honmai NPV (2003)
7 Adoxophyes orana AdorNPV NC_011423 111724 121 35.0 Hilton e
S NPV Winstanley
N (2008a)
> = Agrotis ipsilon AgipNPV NC_011345 155122 163 48.6 Harrison
Lo NPV (2009)
8 % Agrotis segetum AgseNPV NC_007921 147544 153 457 Jakubowska
©c =~ NPV et al. (2006)
Q0 Apocheima ApciNPV FJ914221 123876 118 334 Dados ndo
S cinerarium publicados
:,: NPV
39.0 Van Qers et
Chrysodeixis ChChNPV NC_007151 149622 151 al. (2005)
chalcites NPV
Clanis bilineata CIbiNPV NC_008293 135454 129 37.7 Zhu et al.
NPV (2009)
Ecotropis obliqua EcobNPV NC_008586 131204 126 37.6 Ma et al.
NPV (2007)
Euproctis EupsNPV NC_012639 141291 139 40.4 Tang et al.
pseudoconspersa (2009)
NPV
Helicoverpa HearSNPV-C1 NC_003094 130759 137 38.9 Zhang et al.
armigera SNPV- (2005)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=262177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=262177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/11038431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=379891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=379891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/114680053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=80366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=80366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/23577820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=224399
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=224399
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/29567085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=542343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=542343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/209978775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=208013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=208013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/209170884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=31508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=31508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/90592717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=320432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=320432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/68304136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=331512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=331512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/113195403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=59376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=59376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/118197482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=307467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=307467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=307467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/228861590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=51313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=51313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/51010904
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Tabela 1. Genomas completos de todos os baculovirus sequenciados até o
momento divididos pelo género ao qual pertencem.

(continuacéo)

Ndmero Tamanho Nuamero
Género Nome Abreviacdo de do de ORFs GC% Referéncia
acesso genoma anotadas
(NCBI) (bp)
Helicoverpa HearSNPV- NC_011354 132425 143 39.1 Chen e ljkel
armigera SNPV NNg1 (1999)
NNg1
Helicoverpa HearNPV-G4 NC_002654 131405 135 39.0 Zhang et al.
armigera NPV (2005)
G4
Helicoverpa HearMNPV NC_011615 154196 162 40.1 Ogembo et al.
armigera MNPV (2007)
Helicoverpa zea HzSNPV NC_003349 130869 139 39.1 Chen et al.
SNPV (2002)
Leucania LeseNPV-AH1 NC_008348 168041 169 48.6  Xiao e Qi (2007)
separata NPV-
AH1
Lymantria dispar LdMNPV NC_001973 161046 164 57.5 Kuzio et al.
MNPV (1999)
Lymantria xylina LyxyMNPV NC_013953 156344 157 53.5 Naiet al. (2010)
MNPV
Mamestra MacoNPV-90-2 NC_003529 155060 169 41.7  Lietal (2002b)
configurata
NPV-90-2
g Mamestra MacoNPV-B NC_004117 158482 168 40.0 Lietal (2002a)
N - configurata
>~ NPV-B
2 o Mamestra MacoNPV-90-4 AF539999 153656 168 41.7 Li et al. (2005)
S % configurata
S s NPV-90-4
Q9 o Orgyia OrleNPV NC_010276 156179 135 39.9 Dados nao
JE leucostigma publicados
] NPV
< Spodoptera SeMNPV NC_002169 135611 139 43.8 likel et al.
exigua MNPV (1999)
Spodoptera SfMNPV-3AP2 NC_009011 131331 143 40.2 Harrison et al.
frugiperda (2008)
MNPV-3AP2
Spodoptera SfMNPV-19 EU258200 132565 141 40.3 Wolff et al.
frugiperda (2008)
MNPV-19
Spodoptera STMNPV-G JF899325 128034 143 40.0 Simén et al.
frugiperda defective (2012)
MNPV-G
defective
Spodoptera SpliNPV-G2 NC_003102 139342 141 42.8 Pang et al.
litura NPV-G2 (2001)
Spodoptera SpliNPV-II NC_011616 148634 147 45.0 Dados ndo
litura NPV-II publicados
Trichoplusia ni TnSNPV NC_007383 134394 145 39.0 Willis et al.
SNPV (2005)
Adoxophyes AdorGV NC_005038 99657 119 34.5 Wormleaton et
orana GV al. (2003)
Agrotis segetum AgseGV NC_005839 131680 132 37.3 Dados néao
7 publicados
S Choristoneura ChocGV NC_008168 104710 116 32.7 Escasa et al.
. E occidentalis GV (2006)
1]
"q", 2 Clostera ClanGV NC_015398 101487 123 44.4 Liang et al.
(7] 8 anachoreta GV (2011)
g Cryptophlebia CrleGV NC_005068 110907 128 32.4 Lange e Jehle

leucotreta GV

(2003)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=566972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=566972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=566972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/209401054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=148363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=148363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=148363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/159159425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=559170
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=559170
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/215401232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/18138257
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=41714
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=41714
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/114679849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/9630966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=745177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=745177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/292397674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=207830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=207830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=207830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/20069879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=204440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=204440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=204440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/22549402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=490711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=490711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=490711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/165969010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/9634221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/294768538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=46242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=46242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/15617474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=566270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=566270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/215401395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=332054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=332054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/74229684
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=170617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=170617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/32698539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10464
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10464
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/52627071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=364745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=364745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/109255272
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=283675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=283675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/334265679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=35254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=35254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/33622203
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Tabela 1. Genomas completos de todos os baculovirus sequenciados até o
momento divididos pelo género ao qual pertencem.

(concluséo)

Nimero Tamanh Numero

Género Nome Abreviacdo de odo de ORFs GC% Referéncia
acesso genoma anotadas
(NCBI) (bp)

Cydia pomonella CpGV NC_002816 123500 143 45.3 Luque et al.
GV (2001)
Epinotia EpapGV NC_018875 119082 133 41.5 Ferrelli et al.
aporema GV (2012)
'g Helicoverpa HearGV NC_010240 169794 179 40.8 Harrison e
X armigera GV Popham (2008)
S Phthorimaea PhopGV NC_004062 119217 130 35.7 Dados nao
2 operculella GV publicados
=] Pieris rapae GV PiraGV NC_013797 108592 120 33.2 Dados nao
Qo publicados
g Plutella PixyGV NC_002593 100999 120 40.7 Hashimoto et al.
] xylostella GV (2000)
"q',' Pseudaletia PsunGV NC_013772 176677 183 39.8 Dados nao
Q unipuncta GV publicados
Spodoptera SpliGV NC_009503 124121 136 38.8 Wang et al.
litura GV-K1 (2008)
Xestia c-nigrum XecnGV NC_002331 178733 181 40.7 Hayakawa et al.
GV (1999)
NC_008252
7)) Neodiprion NeabNPV 84264 93 33.4 Duffy et al.
I~ abietis NPV (2006)
S
g NC_005906
Q Neodiprion NeleNPV 81755 89 .3 Lauzon et al.
© lecontei NPV (2004)
Q
£
© NC_005905 Garcia-
Q] Neodiprion NeseNPV 86462 90 33.8 Maruniak et al.
sertifer NPV (2004)
7
. 8
&3
°© S Culex CuniNPV NC_003084 108252 109 50.9 Afonso et al.
Q g nigripalpus NPV (2001)
©
(1]

Nota: Abreviaturas:
NPV: nucleopoliedrovirus
MNPV: nucleopoliedrovirus do tipo multiplo
SNPV: nucleopoliedrovirus do tipo simples
GV: granulovirus.
pb: pares de base
ORFs: “Open Reading Frames”
GC%: percentual guanina-citosina
NCBI: National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov/)

Estudos de comparagcdao gendbmica mostraram a divisdo dos alfabaculovirus
em dois grupos (I e Il). No Brasil, foi publicado o genoma completo do baculovirus
Anticarsia gemmatalis MNPV (AgMNPV), que possui um DNA genbémico com
132.239 pb e 152 ORFs. Este estudo revelou que o AgMNPV pertence aos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=28289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=28289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/14602241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=489830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=489830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/164519195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=192584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=192584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/21686665
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=252584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/288804639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=98383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=98383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/11068003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=36355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=36355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/285002275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=359919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=359919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/148368821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=51677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=51677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/9635250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=204507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=204507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110645209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=249151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=249151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/48843625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=111874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=111874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/48843534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=130556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=130556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/15320794
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alfabaculovirus do grupo | e apresenta maior identidade de sequéncias e
organizagdo do genoma com os baculovirus Choristoneura fumiferana defective
MNPV (CfDEFMNPV), Epiphyas postvittana NPV (EppoNPV), Choristoneura
fumiferana MNPV (CfMNPV) e Orgyia pseudotsugata MNPV (OpMNPV) (Figura 8).
Uma caracteristica interessante no genoma de AgMNPV ¢é a auséncia dos genes da
quitinase e catepsina, encontrados em AcMNPV, CfDEFMNPV entre outros
baculovirus (BULACH et al., 1999; HERNIOU et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006;
ZANOTTO et al., 1993).

Figura 8 — Fenograma mostrando a relagéo entre Anticarsia gemmatalis MNPV-2D
(AgMNPV-2D) e outros 27 genomas de baculovirus totalmente
sequenciados.
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Fonte: Oliveira et al. (2006)

Outro baculovirus interessante é o Choristoneura fumiferana MNPV. O virus
selvagem isolado apresenta dois virus diferentes: CfIMNPV e CfDEFMNPV. O
genoma de CfMNPV possui 129.593 pb e 146 ORFs enquanto que no CfDEFMNPV
ha 131.160 pb e 149 ORFs. O CfDEFMNPV é defeituoso, pois o virus ndo é capaz
de infectar larvas de C. fumiferana pela rota de infeccao via proteinas PIFs (per 0s)

no fenotipo viral ODV. No entanto, um estudo demonstrou que na presencga do virus
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CfMNPV, o virus CfDEFMNPV é capaz de infectar larvas hospedeiras de C.
fumiferana pela rota natural de infeccdo (LAUZON et al., 2005).

O menor baculovirus é o Neodiprion lecontei NPV (NeleNPV - 81.755 pb) e o
maior & o Xestia c-nigrum GV (XecnGV - 178.733 pb). Esses virus possuem de 89
(NeleNPV) a 183 ORFs (Pseudaletia unipuncta GV - PsunGV). No geral, os
baculovirus possuem baixo conteudo GC (menor que 50%). O baculovirus com
menos GC% é o Pieris rapae GV (PrGV - 33.2%) e aquele com mais GC% € o
Lymantria dispar MNPV (LAMNPV - 57.5%) (Tabela 1) (HAYAKAWA et al., 1999;
KUZIO et al., 1999; LAUZON et al., 2004; MIELE et al., 2011).

Os 14 granulovirus totalmente sequenciados até o momento apresentam um
genoma de tamanho entre 99.657 pb (Adoxophyes orana GV) e 178.733 pb (Xestia
c-nigrum GV). Quanto as ORFs, os GVs possuem de 116 (Choristoneura
occidentalis GV — 104.710 bp) até 183 regides codificadoras (CDS) (Pseudaletia
unipuncta GV — 176.677 pb). O conteudo GC% varia de 32.4 em Cryptophlebia
leucotreta GV (110.907 bp e 128 ORFs) e 44.4 em Clostera anachoreta GV (101.487
e 123 ORFs) (Tabela 1) (HAYAKAWA et al., 1999; ESCASA et al., 2006; LANGE;
JEHLE, 2003; LIANG et al., 2011; WORMLEATON et al., 2003). Estudos mostram
que os GVs possuem um alto conteudo AT, média de 63,5%, em comparagdo com
os alfabaculovirus do grupo | (média de 57.5%) e alfabaculovirus do grupo Il (média
de 56.4%) (JEHLE et al., 2006).

O sequenciamento completo dos genomas de baculovirus permitiu estimar o
conteudo génico em torno de 900 genes. Todos os baculovirus sequenciados até o
momento apresentam 37 genes comuns (“core genes”) (GARAVAGLIA et al., 2012).
Esses genes conservados sao fatores essenciais para algumas das principais
fungdes bioldgicas em baculovirus (MIELE et al., 2011).

Nos baculovirus, os promotores precoces possuem uma sequéncia conhecida
como TATA-box e/ou inicio de transcricaio CAGT. Esses motivos também sao
encontrados em promotores do genoma do inseto hospedeiro e sao caracteristicos
de genes transcritos pela RNA polimerase Il da célula hospedeira. Os genes tardios
e muito tardios s&o expressos pela RNA polimerase viral a partir de promotores que
possuem o motivo DTAAG. Alguns genes apresentam os dois promotores (precoce
e tardio) e sao expressos durante toda a infecgdo. No entanto, alguns genes nao sao
precedidos por motivos conhecidos (VAN OERS; VLAK, 2007).
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2.8 Conteudo génico

2.8.1 Genes conservados: os “core genes”

Todos os baculovirus sequenciados até o momento apresentam 37 genes
conservados (os “core genes”), que possuem papel na replicagdo do DNA,
transcricdo do RNA, empacotamento e montagem, infectividade oral e regulagdo do
ciclo celular e/ou interagédo com proteinas do hospedeiro (GARAVAGLIA et al., 2012;
MIELE et al., 2011; YANG; ZHANG, 2012). Quatro genes tém sido descritos como
genes essenciais para a replicagéo viral (dna polimerase, lef-1, lef-2 e helicase) e
quase metade desses genes conservados tem papel estrutural. Embora ainda n&o
se conhega a funcédo especifica de certos genes, provavelmente os mesmos
desempenham papéis importantes na infectividade dos baculovirus (KE et al., 2008;
VANARSDALL et al., 2007). Genes essenciais para a replicagdo e transcricao
receberdo uma atengao maior mais adiante.

As proteinas VP39, VP91 e VP1054 sao responsaveis pela formacdo do
nucleocapsideo e, portanto, possuem um papel importante na montagem e oclusao
dos virions. Proteinas como P74 (PIF-0), PIF-1, PIF-2, PIF-3, PIF-4 E PIF-5 (ODV-
E56) se encontram no envelope dos ODVs e participam do processo de infecgao
oral. A GP41, presente em ODV, forma o tegumento entre o envelope de origem
celular e o capsideo. Nesse local, muitas proteinas virais sdo inseridas. A proteina
P33, uma silfridil oxidase, parece estar associada a produ¢cao adequada de virions
no nucleo da célula infectada. A P6.9, uma proteina basica presente em ambos
fendtipos virais, € responsavel pela condensacdo e empacotamento do DNA. A
ODV-ECA43 é sugerida ser uma componente estrutural envolvida com a geracéo dos
dois fendtipos virais. A P49, presente em BV e ODV, é uma proteina presente no
capsideo, essencial nos processos de empacotamento do DNA e morfogénese da
capside. Identificou-se também um gene em particular (38k), em BV e ODV, que
codifica uma proteina que faz parte da estrutura do capsideo. Além disso, o gene
ac68 pode estar envolvido na morfogénese do poliedro; a proteina codificado por
ac81 parece interagir com actina 3 no citoplasma da célula infectada, mas esta
ausente em BVs e ODVs; a proteina ODV-E18 pode estar relacionada a producgéao
de BVs; ODV-E27, presente em BV e ODV, atua como uma ciclina, regulando o ciclo
celular do hospedeiro; e DESMOPLAKIN parece atuar na liberagao de processos do



42

estroma virogénico (local de intensa replicagdo viral e montagem dos
nucleocapsideos) para o citoplasma (BELYAVSKYI et al., 1998; BRAUNAGEL et al.,
1996, 2003; CHEN et al., 2007; FANG et al.,, 2003, 2009; FAULKNER, 1992;
GUARINO et al., 1992; HARRISON et al., 2010; MCCARTHY; THEILMANN, 2008; LI
et al., 2008; RUSSEL; ROHRMANN, 1997; WHITFORD; FAULKNER, 1992;
WILSON et al., 1987; VANARSDALL et al.,, 2007; WANG et al., 2008; WU;
PASSARELLI, 2010). As fun¢des dos 37 genes conservados se encontram na
Tabela 2.

Na literatura sdo descritos 9 genes comum aos alfa-, beta- e
gamabaculovirus. A proteina POLIEDRINA/GRANULINA, de expressdo muito tardia
e produzida em alta quantidade, & a principal proteina do corpo de oclusao; DBP,
proteina de ligagdo ao DNA; LEF-11, papel na expressao de genes tardios; FP/25K,
proteina estrutural de BVs e ODVs; gene ac75, papel na produgédo de BVs;
ac106/107, fungdo desconhecida; ac108, codifica a proteina P11 associada ao
complexo PIF; PP34, proteina envolvida na morfogénese do envelope do poliedro e
gene ac145, codifica uma proteina do OB relacionada a infecgcéo oral. Somente o
gene ac23 é comum aos alfa-, beta- e deltabaculovirus; codifica uma proteina de
fusdo em alfa- (grupo Il), beta- e deltabaculovirus e é fator de patogenicidade em
alfabaculovirus do grupo | (GARAVAGLIA et al., 2012).

Segundo Garavaglia et al. (2012) existem 16 core genes encontrados
somente em alfa- e betabaculovirus. Os membros desses dois géneros apresentam
PK-1, proteina quinase; gene ac13, funcdo desconhecida; LEF-6, proteina
relacionada a expressao de genes tardios e muito tardios; UBIQUITINA, parece
estabilizar proteinas virais atuando na via de degradacao do hospedeiro; PP31, fator
de expressao tardio; ac38, ADP-ribose pirofosfatase; GP37, proteina de ligagcao a
quitina; LEF-3, proteina de ligacdo ao ssDNA; TLP, funcdo desconhecida; P12,
relacionada a localizagcdo nuclear da actina-G; ac710, fungdo desconhecida; P24,
proteina do ODV; ME53, regula a sintese de DNA e é importante para a produgao
eficiente de BVs; EXONO, papel na saida de nucleocapsideo do nucleo para o
citoplasma; ac746, fungdo desconhecida e |IE-1, transativador de transcricdo da fase

imediata precoce e também atua na replicacdo do DNA.
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Tabela 2 — Os 37 genes conservados (“core genes”) entre todos os baculovirus
sequenciados até o momento.

ORFs em Autographa

californica MNPV Nome do Descrigao
(AcMNPV) gene
6 lef-2 Replicagéo do DNA/ fator associado a primase
14 lef-1 DNA primase
22 pif-2 Infecgéo oral
40 p47 Subunidade da RNA polimerase
50 lef-8 Subunidade da RNA polimerase
53 ach3 Provavelmente envolvido na montagem de
nucleocapsideos

54 vp1054 Proteina do nucleocapsideo
62 lef-9 Subunidade da RNA polimerase
65 Dnapol Replicagédo do DNA
66 desmoplakin Presente no nucleocapsideo
68 ac68 Infecgdo Oral (PIF-6)
77 vif-1 Envolvido na expressao dos genes p10 e poliedrina
78 ac78 Funcédo desconhecida
80 gp41 Proteina do tegumento
81 ac81 Funcédo desconhecida
83 p95 Proteina associada ao capsideo viral
89 vp39 Principal proteina do capsideo
90 lef-4 Subunidade da RNA polimerase
92 p33 Sulfidril oxidase
93 p18 Saida do nucleocapsideo
94 odv-e25 Proteina do envelope de ODV
95 helicase Desenrola o DNA
96 ac96 Infecgéo oral (PIF-4)
98 38k Montagem do nucleocapsideo
99 lef-5 Fator de iniciagao de transcrigao
100 p6.9 Proteina do nucleocapsideo
101 p40 Subunidade do complexo proteico
103 p48 Producgéao de BV e envelopamento de ODV
109 odv-ec43 Associado ao ODV
115 pif-3 Infecgao oral
119 pif-1 Medeia ligagcdo do ODV com célula do intestino
133 alk-exo Envolvido na recombinacgao e replicagdo de DNA
138 p74 Medeia ligagdo do ODV com célula do intestino (PIF-0)
142 49k Producédo de BV
143 odv-e18 Proteina do envelope de ODV
144 odv-e27 Proteina do envelope de ODV
148 odv-e56 Proteina do envelope de ODV (PIF-5)

Fonte: Adaptada de Garavaglia et al. (2012)
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2.8.2 Replicagéo do DNA

Os baculovirus possuem ao longo do genoma multiplas origens de replicagao
denominadas regides homdlogas (homologous regions ou hrs), locais em que se
inicia a replicagdo do DNA. As hrs sao sequéncias repetitivas, em geral, palindromos
imperfeitos de cerca de 30 pb. As hrs também possuem papel na expressao de
genes precoces, atuando como enhancers. Promotores de genes precoces e regides
conhecidas como non hr sequences também podem atuar como origens de
replicagdo (WU et al., 1999).

Seis genes sao considerados essenciais para a replicagdo do DNA (Figura 9):
lef-1, que codifica uma primase; lef-2, que codifica o fator acessério da primase;
helicase, que desenrola as fitas de DNA; dna polimerase, polimeriza a nova fita de
DNA; lef-3, que produz uma proteina ligante (estabilizadora) a fita simples de DNA,
além de estar relacionada ao transporte da helicase ao nucleo; e o ie-1, um
transativador transcricional, sem funcado definida na replicagao, porém pode atuar
como um facilitador para a entrada do complexo de replicagdo a partir da origem de
replicagao (LU; MILLER, 1995a; ROHRMANN, 2011).

Outras enzimas importantes para o processo de replicagdo em qualquer
organismo considerado sao as topoisomerases, papel em desenovelar e empacotar
o DNA, e DNA ligases, funcdo de ligacdo dos fragmentos de Okazaki na fita
descontinua. N&o foram encontradas topoisomerases em baculovirus;
possivelmente esses virus utilizem a topoisomerase do inseto hospedeiro. Foram
encontradas DNA ligases em todos betabaculovirus e em alguns alfabaculovirus,
tais como Mamestra configurata NPV-B (MacoNPV-B), Plutella xylostella MNPV
(PIxyMNPV), Lymantria dispar MNPV (LAMNPV), Lymantria xylina MNPV (LXxMNPV),
entre outros (HARRISON; LYNN, 2007; KUZIO et al., 1999; LI et al., 2002a; NAI et
al., 2010). Durante a replicacao, as proteinas ALK-EXO (nucleases alcalinas), LEF-3
e VLF-1 atuam no processo de recombinagéo, permitindo montar mais rapidamente
os genomas virais (OKANO et al., 2006). Outros genes que parecem inflenciar a
replicacdo de DNA sao p35, ie-2, pe38, lef-7, lef-11, dbp e me53 (MIKHAILOV,
2003). Alguns baculovirus podem apresentar uma segunda proteina helicase
(HELICASE-2) e genes que codificam as subunidades redutase ribonucleotideo (rr1
e rr2a) e dutpase, que participam da biossintese de dTTP (HERNIOU et al., 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=745177
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Figura 9 — Replicagdo do DNA em baculovirus. Os genes importantes para o
processo de replicacdo sao: lef-1, codifica uma primase; lef-2, codifica
o fator acessério da primase; dna polimerase; helicase e
topoisomerase celular, desenovelam e desanelam o DNA; /ef-3,
codifica uma proteina ligante a fita simples de DNA, que permite a agéo
da LEF-1 e LEF-2; dna ligase, liga os fragmentos de Okazaki da fita
descontinua produzida; e ie-1, um transativador transcricional.

Primase (LEF1/LEF2)

DNA ligase Primer IE-1
DNA polimerase
Fita 3 ) \ \
Descontinua Ie "”. ___II |-;‘-=‘1"'E |'H‘
3

1 I || Hia
5 a
Frazmento de Okazald
5

Fita Continua

Topoisomerase

oy
DNA polimerase (hospedeiro?)

helicase LEFE3

Fonte: Adaptada de Rohrmann (2008)

2.8.3 Transcricdo do RNA

Um dos primeiros genes transcritos € o ie-1, que se liga as sequéncias hrs e
ativa a expressao dos genes precoces ao interagir com a maquinaria transcricional
do hospedeiro. Homdlogos de ie-1 sao encontrados em alfabaculovirus e
betabaculovirus. Outros fatores de transcricdo de genes precoces presentes em
baculovirus sao o ie-2 e pe-38 (ROHRMANN, 2011).

Durante a fase tardia da infecgéo, outros genes sao transcritos. A enzima
RNA polimerase € constituida de quatro subunidades (“core genes”): lef-4, lef-8, lef-9
e p47. LEF-4 é uma enzima de capeamento do RNA. LEF-8 e LEF-9 possuem
motivos comuns para a subunidade grande de RNA polimerases bacteriana e
eucariotica. LEF-8 possui uma regiao C-terminal conservada em RNA polimerases e
o restante da proteina ndo apresenta homologia para outras sequéncias presentes
em RNA polimerases. LEF-9 possui um sitio de ligagdo de Mg*? do centro catalitico
presente em outras RNA polimerases. P47 nao possui homoélogos com outras
subunidades de RNA polimerases (VAN OERS; VLAK, 2007).

Outros genes relacionados a transcricao tardia sao: lef-5, lef-6, lef-10, lef-12,
vif-1 e pp31 (39k). LEF-5 pode ser um fator de iniciagdo em AcMNPV, LEF-6 parece
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ser um fator de exportacdo de mRNA e VLF-1 (fator de expressdo muito tardio-1)
esta presente em BV e ODV e atua na hiper-expresséo de genes muito tardios como
poliedrina e p10. A presenca de metiltransferase (ac69) em todos alfa- do grupo |,
em alguns alfabaculovirus do grupo Il e em Neodiprion sertifer NPV (NeseNPV)
parece estimular a transcricdo de genes tardios, resultando em capeamento do
mRNA. Assim como VLF-1, LEF-2 pode estar atuando na ativacdo da transcricdo
muito tardia independentemente de sua fungdo na replicagdo do DNA. PK-1 (ac70),
encontrada em todos baculovirus que infectam insetos lepiddpteros, pode também
ter influéncia na expressdo de genes tardios e pode se ligar ao complexo de
transcricdo muito tadio e atuar na fosforilagdo de LEF-8 (GUARINO et al., 2002;
ROHRMANN, 2011; WU; GUARINO, 2003).

2.8.4 GP64 e proteina F

Quanto aos alfabaculovirus, a maior diferenga entre os grupos | e Il é a
natureza da glicoproteina presente no fendétipo viral BV, que medeia a saida do BV
por brotamento da membrana celular e o reconhecimento de membrana durante o
processo de adsorcio do virus para a entrada do nucleocapsideo no citoplasma da
célula (VAN OERS, 2011).

Alfabaculovirus do grupo | possuem a proteina de fusdo GP64, localizada na
regiao peplomérica (com proje¢des de superficie) do fenétipo BV, porém nao foram
encontrados homélogos de GP64 nos alfabaculovirus do grupo Il. Em contrapartida,
os alfabaculovirus do grupo Il apresentam homodlogos de proteinas LD130
conhecidas como proteina F, usada como proteina de adsorgao e posterior fuséo
(PEARSON et al., 2000; WANG et al., 2005). A proteina F também é encontrada em
betabaculovirus e deltabaculovirus. Além da GP64, alfabaculovirus do grupo |
apresentam homoélogos da proteina F com funcédo auxiliar na entrada do virus na
célula. A infeccdo por gamabaculovirus € restrita ao intestino e esses virus nao

possuem a proteina de fusao do fendétipo BV (WANG et al., 2008).

2.8.5 Outras descobertas

O estudo de baculovirus também permitiu descobrir um gene muito tardio

(p70 — 10kDa), que parece ter um papel na estabilidade dos poliedros e eficiéncia na
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sua disseminagdo no meio (FUNK; ROHRMANN, 1997). Outros genes importantes,
presentes em muitos alfabaculovirus do grupo |, s&o os da quitinase e da catepsina,
genes responsaveis pela degradagao do integumento da lagarta infectada (HAWTIN
et al., 1997). Estes ndo ocorrem no genoma do AgMNPV, o que sugere que esta
auséncia € responsavel pela integridade observada nas lagartas mortas pelo
AgMNPV, uma caracteristica que facilita 0 manuseio destas lagartas na produgéo
comercial (OLIVEIRA et al., 2006).

Outra grande descoberta foi que os baculovirus apresentam genes anti-
apoptéticos das células dos hospedeiros (p35 e iap); ou seja, os hospedeiros, ao
detectarem uma infecgdo em algumas de suas células, “marcam” as mesmas para
que sofram apoptose e inibam a infecgdo. Os genes anti-apoptéticos dos baculovirus
sdo genes da fase precoce que impedem essa “marcagado”, impedindo a morte
celular, possibilitando a infeccdo e podendo ocasionar a morte do hospedeiro
(CLEM, 2001). P35/P49, presente em alguns alfabaculovirus, atua como um inibidor
direto de proteases. Existem cinco tipos de genes iaps em baculovirus, que atuam
“‘upstream” prevenindo a ativacdo das proteases. O gene iap-5 somente foi
encontrado em betabaculovirus (DU et al., 1999; WORMLEATON et al., 2003).

Metaloproteinase, pep1, pep2 e pep/p10 também sdo genes exclusivos de
betabaculovirus. Metaloproteinase (mp-nase) atua na ruptura da membrana
peritrofica do intestino do hospedeiro. Pep1 e pep2 sado genes altamente
conservados em betabaculovirus e estdo em posi¢des similares no genoma. PEP é
uma proteina do corpo de oclusao e tem papel na estabilidade e prevencao de fusado
dos granulos, durante sua formacdo. PEP/P10 € um outro dominio PEP N, que
apresenta ainda um dominio central P10 (com hepta-repeticdes de aminoacidos
hidrofébicos e uma regiao rica em prolina) e um dominio C terminal (BATEMAN et
al., 2004; HASHIMOTO et al., 2000).

Muitos baculovirus possuem ainda genes que se repetem ao longo do
genoma, sendo denominados genes bro (Baculovirus repeated orf). Esses genes
sdo similares, compartiiham uma sequéncia central, porém nao sao idénticos. As
proteinas bro nao tém homologia com outras proteinas conhecidas, o que torna
dificil caracterizar sua fungcédo. No entanto, um estudo envolvendo Bombyx mori NPV
(BmNPV), mostrou que possivelmente essas proteinas se ligam a fita simples de

DNA, influenciando a replicagao e/ou a transcricao (ZEMSKOV et al., 2000).
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2.9 Diversidade populacional

A populagdo de baculovirus possui inumeras variantes genéticas, porém
pouco se conhece a respeito do grau dessas variagbes em genes especificos
desses virus (HITCHMAN et al., 2007; PARNELL et al., 2002). Essa alta diversidade
tem sido caracterizada nos estudos de diferentes isolados geograficos do mesmo
virus e de isolados individuais, em que se encontra uma mistura de gendtipos
(CORY et al., 2005; WILLIAMS et al., 2011). A diversidade genotipica parece ser o
principal fator colaborador da sobrevivéncia dos virus frente as condigdes
ambientais, favorecendo sua adaptacdo em diferentes condigdes do meio ambiente
(HODGSON et al., 2004).

Varios métodos tém sido utilizados para a analise de variagdo genotipica em
baculovirus. Um estudo, envolvendo analise de diferentes variantes de ACMNPV,
realizou a sua separacgao, utilizando enzimas de restricdo para digerir o DNA
genbmico; também conhecido como analise de polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLPs). No entanto, esse método é capaz de detectar
somente polimorfismos existentes dentro de sitios reconhecidos pelas enzimas de
restricdo (LEE; MILLER, 1978; YIP et al., 2007). A variagdo genotipica também pode
ser determinada através de PCR (reagdo em cadeia da polimerase). Entretanto,
essa analise permite detectar somente o polimorfismo mais dominante, enquanto os
demais existentes nos amplicons sédo perdidos (GHARIZADEH et al., 2005).

Considerando as populagbes de baculovirus, estudos revelaram que a
variabilidade intraespecifica observada é devido a reorganizagbes gendmicas,
mutacdes, recombinacgdes, insercoes e delecbes de DNA (CORY et al.,, 2005).
Avangos nas tecnologias de sequenciamento e na computagido nos ultimos anos
favoreceram a anadlise direta de variacdo genética de sequéncias de DNA. O
pirosequenciamento € uma ferramenta de grande utilidade que permite avaliar as
variagdes genotipicas dentro de populacgdes virais e bacterianas (WELLEHAN et al.,
2010). Uma analise interessante quando se tem uma amostra populacional é a dos
SNPs (“single nucleotide polymorphism”), isto €, polimorfismos de nucleotideos
unicos. Sao variagdes de uma unica base no genoma e ocorrem com frequéncia
minima de 1% na populagao estudada (BROOKES, 1999). Pode ocorrer a transigéo
(base purina substituida por purina ou pirimidina por pirimidina) ou transversao

(substituicao de base purina por pirimidina ou vice-versa). Evolutivamente sao
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elementos estaveis e podem ocorrer em regides expressas e nao expressas. Sao
muito estudados devido ao fato de poderem ser utilizados como marcadores
genéticos (RAFALSKI, 2002; SYVANEN, 2001).

Quando os SNPs ocorrem em regides codificadoras podem ser de dois tipos,
SNPs nao sindnimos ou sinbnimos, dependendo se esses elementos alteram ou néo
0 aminoacido quando aparecem, respectivamente. Se o SNP resultar em alteragao
do aminoacido, consequentemente, a estrutura e funcdo da proteina codificada
poderdo ser afetadas. Devido a degeneragdo do cddigo genético, nem todas as
alteracbes de bases resultardo em modificacdo nos aminoacidos da proteina
(ALBERTS et al., 2002). Todavia, a analise de SNPs, utlizando o
pirosequenciamento, ainda n&do tem sido muito utilizada em populacbes de
baculovirus. Muitas pesquisas ainda focam na utilizagdo de clones, tais como os
estudos envolvendo diferentes isolados de HearMNPV. Sabe-se que a principal
limitagdo da clonagem é que esse método somente permite detectar os SNPs que
estédo dentro dos clones sequenciados (KHAN et al. 2003; ZHANG et al., 2005).

2.10 Analise filogenética de baculovirus e organizagao genémica

Na histéria evolutiva dos baculovirus ocorrem muitas duplicagbes génicas,
delecbes, insergdes e inversodes, tornando o seu genoma bem flexivel (HERNIOU et
al., 2003). Além disso, a familia Baculoviridae possui uma histéria de transferéncia
horizontal de genes, como por exemplo, a aquisicao de genes iaps, supressores de
apoptose, dos insetos hospedeiros (HERNIOU et al., 2001; HUGHES, 2002).

Outro aspecto relevante a ser considerado nesses estudos € a existéncia da
co-evolugao entre os baculovirus e seus hospedeiros. Estudos tém demonstrado
que provavelmente ancestrais de baculovirus tenham sido transmitidos de forma
horizontal entre os hospedeiros de diferentes ordens com posterior ocorréncia da co-
especializacdo dos baculovirus em cada uma dessas ordens (FEDERICI, 1997;
HERNIOU et al., 2004; ZANOTTO et al., 1993).

O primeiro gene de baculovirus sequenciado foi o gene da poliedrina de
AcMNPV. A proteina codificada por esse gene é altamente conservada, altamente
expressa e pode ser separada de outras proteinas estruturais com facilidade, o que
favorece sua purificagdo em grande quantidade para posterior sequenciamento.
Consequentemente, a poliedrina (NPVs) e a granulina (GVs) foram os primeiros
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genes utilizados para inferir relagcado evolutiva entre os baculovirus, a partir de suas
sequéncias de nucleotideos e sequéncias deduzidas de aminoacidos (ROHRMANN,
2011; ZANOTTO et al., 1993).

Existem duas abordagens em analises filogenéticas: estudo de genes
individuais ou do genoma completo. Para inferir relagéo filogenética utilizando genes
individuais € necessario que, pelo menos, 0 gene seja representativo da familia que
se quer estudar e o nivel de conservacao deve refletir a distancia evolutiva
(HERNIOU; JEHLE, 2007). Herniou et al. (2004) mostraram que analises utilizando
0s genes lef-8 e pif-2 suportam a necessidade de seguir esses dois critérios nas
analises filogenéticas. A confirmagéo de que de fato as analises de genes individuais
representariam a filogenia de baculovirus foi obtida a partir de estudos de
comparagao gendmica, quando da disponibilidade de genomas completos
sequenciados (HERNIOU; JEHLE, 2007). Herniou et al. (2001) foi o primeiro
trabalho que focou na analise de genomas completos para inferir relagéo filogenética
entre baculovirus e comparar as arvores geradas a partir de genomas inteiros com
aquelas geradas para genes individuais.

A utilizacdo dos métodos de concatenagao dos “core genes” (genes presentes
em todos baculovirus sequenciados), sintenia e conteudo génico dos genomas
podem ser usados para inferir filogenia entre baculovirus a partir de genomas
completos. Segundo Herniou et al. (2001) a concatenagdo de somente sete genes
(ac22/pif-2, ac81, ac119, ac142, ac145, lef-8 e lef-9) gera as mesmas informagoes
filogenéticas das arvores baseadas em genomas completos. Quanto a sintenia dos
genomas, a disponibilidade de genomas completos de baculovirus favoreceu a
comparagao da ordem dos genes ao longo do genoma de diferentes virus. Analises
comparativas da organizacao génica de varios baculovirus mostraram a forte
colinearidade génica existente entre esses genomas e permitiram identificar
rearranjos génicos (FERRELLI et al., 2012).

Estudos filogenéticos utilizando o gene da poliedrina permitiram demonstrar
que os alfabaculovirus podem ser subdivididos em dois grupos (I e II) com base no
tipo de proteina fusogénica (Figura 10) (ZANOTTO et al., 1993). Analises gendmicas
comparativas revelaram que essa divisdo estaria associada a utilizagdo de
diferentes proteinas de fusdo do envelope, presentes na superficie do fendétipo viral
BV (LUNG et al., 2002). Alfabaculovirus do grupo Il e betabaculovirus, como dito

anteriormente, possuem a proteina F, que € uma proteina ancestral, com papel de
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propagacéao viral de célula a célula dentro do hospedeiro; nos alfabaculovirus do
grupo | esta fungcdo é desempenhada pela GP64. Foram encontradas, em outras
familias de virus, proteinas homodlogas a proteina F, similar a proteinas ENV de
errantivirus (retrovirus de insetos), e a proteina GP64, semelhante a uma proteina
de envelope de ortomixovirus (virus de RNA que infecta invertebrados/vertebrados)
(PEARSON; ROHRMANN, 2002). Aléem do gene da poliedrina/granulina, outros
genes utilizados frequentemente em analises filogenéticas sdo os genes da dna
polimerase e ecdisterdide UDP-glucosiltransferase (BULACH et al., 1999; CHEN et
al., 1997).

Comparagdes gendmicas mostraram ainda que o NPV isolado do mosquito
Culex nigripalpus (CuniNPV) ndo possui um gene homodlogo ao gene da
poliedrina/granulina dos demais baculovirus, porém utiliza um outro gene para
codificar a proteina do corpo de oclusao (AFONSO et al., 2001).

Os alfabaculovirus do grupo | também parecem estar subdivididos em dois
clados monofiléticos bem definidos (Figura 10) (JEHLE et al., 2006). Um dos clados
inclui Autographa californica NPV (AcMNPV), Rachiplusia ou MNPV (RoMNPV),
Bombyx mori NPV (BmNPV) e Plutella xylostella MNPV (PIxyMNPV). O outro clado
compreende Adoxophyes orana NPV (AdorNPV), Leucania separata NPV
(LeseNPV), Lymantria dispar MNPV (LAMNPV) e Spodoptera frugiperda MNPV-
3AP2 (SfMNPV-3AP2). O grupo | também pode ser subdividido nas linhagens do
AcMNPV e do AgMNPV. Os alfabaculovirus do grupo Il possuem comprimento de
ramo mais longo e um suporte menor nos nds basais. Esse fato sugere que esse
grupo é mais ancestral do que os alfabaculovirus do grupo |. No entanto, o leque de
hospedeiros ¢é restrito a poucas familias de lepidopteros. Assim como os
alfabaculovirus Il, os betabaculovirus apresentam baixo suporte basal e
comprimento de ramo longo; possivelmente houve radiacdo ancestral desses virus
(HERNIOU; JEHLE, 2007).

Estudos de comparagdes gendmicas podem fornecer informacdes sobre a
histéria evolutiva de baculovirus, e também ajudar a identificar fatores relacionados
a infecgao viral e replicagao (LANGE; JEHLE, 2003). Soma-se a isso a descoberta
de genes unicos que contribuem para as caracteristicas especificas de cada
baculovirus. A determinagdo da sequéncia genbmica de um novo baculovirus,
Diatraea saccharalis GV (DsGV), abre possibilidades para o maior entendimento dos

processos biologicos e evolutivos deste importante grupo de virus.
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Figura 10 — Arvore filogenética de 56 baculovirus, totalmente sequenciados,
baseada na concatenacdo das sequéncias deduzidas de
aminoacidos dos genes lef-8 e pif-2. Observa-se a divisao dos quatro
géneros da familia Baculoviridae: alfabaculovirus (grupo | e ll),
betabaculovirus, gamabaculovirus e deltabaculovirus. Pode-se
analisar ainda a subdivisdo dos alfabaculovirus do grupo | em dois
clados: um que possui o AcCMNPV e outro, a linhagem AgMNPV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Considerando a importancia do estudo de um novo baculovirus em termos da
sua biologia molecular e inferéncia evolutiva com os demais baculovirus
sequenciados, o presente estudo teve como objetivo sequenciar o genoma completo
do granulovirus que infecta a lagarta Diatraea saccharalis, praga de grande

interesse econdmico da cultura de cana-de-agucar no Brasil.

3.2 Objetivos especificos

1. Sequenciamento do genoma do granulovirus isolado de lagartas Diatraea
saccharalis, através do equipamento 454 Genome Sequencer FLX Titanium
(Roche);

2. Montagem do genoma viral utilizando MIRA 3.4.1 (Bastien Chevreux) e
Geneious R6 (Biomatters);

3. Anotacao do genoma viral através do programa Geneious R6 (Biomatters);

4. Utilizacdo dos eletroferogramas obtidos através do sequenciamento por
interrupcédo de cadeia (método de Sanger), para a confirmagdo das regides
de cobertura reduzida no genoma;

5. Comparacédo do genoma completo de Diatraea saccharalis GV (DsGV) com
0s genomas dos demais baculovirus em termos da presenga de genes, da
ordem e do grau de conservagao dos mesmos. Bem como a realizagdo da
analise da distribuigao de variagdes na populagéao viral;

6. Analise do genoma do baculovirus recém-descoberto, com o intuito de inferir

relacao filogenética com outros baculovirus ja sequenciados.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho esquematico da metodologia

[ Diatraea saccharalis granulovirus (DsGV) }

Extracédo dos granulos virais

Extracéo e Purificacdo do DNA viral

Amplificagdo gendémica pelo sistema Phi29

PCR e Sequenciamento do gene da granulina
Construcao da Biblioteca Haelll ] [ Pirosequenciamento

[Sequenciamento das extremidades dos clones

Vs

.

Montagem e anotagao do genoma viraq

[ Analise dos eletroferogramas

Analise do genoma para a geracao de iniciadores (primers)

PCR e Sequenciamento das regides com cobertura reduzida

Analise do genoma viral

Conteudo génico
e variagdes na Sintenia Filogenia
populagéao viral




55

4.2 Amostra viral

O granulovirus isolado de larvas Diatraea saccharalis infectadas, coletadas no
Parana, Brasil, foi fornecido gentilmente pelo Dr. Flavio Moscardi (in memoriam), da
EMBRAPA, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. O extrato de D.
saccharalis infectado foi mantido a uma temperatura de -10 °C, no Laboratério de

Biologia Molecular e Virologia, da Universidade Presbiteriana Mackenzie.

4.3 Extragao dos granulos virais

Para a obtengdo dos granulos virais, o extrato de larvas infectadas,
maceradas em agua estéril, foi filtrado em tecido de malha fina (filo) para a remogao
dos residuos teciduais. Adicionou-se 200 ul 1% SDS (sulfato dodecil de sodio) e
realizou-se a centrifugagao leve da amostra a 3.500 x g por 10 minutos, com o intuito
de precipitar os granulos (o DNA celular e debris celulares ficam em suspensao apos
a centrifugacéo).

Apo6s a remocgao do sobrenadante foi verificada, em microscopia Optica, a
auséncia de granulos, pois caso contrario uma nova centrifugagao seria realizada. O
precipitado foi ressuspendido em 1 ml de agua ultrapura (purificada através do
equipamento Milli-Q, Merck Millipore, Billerica, MA, USA) e refrigerado a -20 °C. A
amostra foi diluida 10X e analisada utilizando-se a camera de Newbauer, para a

visualizagao dos granulos.

4.4 Extracao e purificagao do DNA viral

Adicionou-se 30 ul 0.5 M de EDTA seguido de pré-tratamento com proteinase
K (lise enzimatica). Acrescentou-se cerca de 25 ul de proteinase K por ml de solugao
com granulos. O material permaneceu em banho seco a 54 °C por 2 horas.

A préxima etapa foi adicionar 100 pl de carbonato de sédio (0.2 M, pH 10.8)
para cada 1 ml de extrato, permanecendo o material a temperatura de 54 °C durante
o periodo noturno (overnight). Esse procedimento foi necessario para a dissolugao
dos granulos virais e consequente liberagdo do DNA viral. A amostra foi centrifugada
a 10.000 x g durante 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Para neutralizar a
solugao, adicionou-se 100 pl de Tris HCI (1.0 M, pH 7.0) e a amostra foi levada ao
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agitador por 2 horas para homogeneiza-la. Adicionou-se proteinase K (25 ul/ml) e o
material viral foi incubado a 54 °C por 2 horas.

Posteriormente, o DNA viral foi obtido através da extracdo com
fenol:cloroférmio. Acrescentou-se volume igual de fenol a amostra viral e o material
foi homogeneizado por inversdo durante 5 minutos. A amostra foi centrifugada a
14.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi removido e o restante do material foi
tratado com igual volume de cloroféormio, repetindo o procedimento de inverséo,
centrifugacéo e retirada do sobrenadante. O material extraido foi colocado em tubo
centricon (coluna) que permite concentrar o DNA purificado devido a presenga de

uma membrana interna ao tubo.
4.5 Amplificagdo gendmica pelo sistema Phi29

A amplificagdo do DNA gendmico de DsGV foi realizada através do kit
GenomiPhi V2 Amplification Kit® (GenomiPhi V2 Amplification Kit, GE Healthcare
Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, USA). Esse protocolo baseia-se na
amplificagdo isotérmica de todo o genoma pela DNA polimerase Phi29 (isolada do
bacteriéfago Phi29), permitindo obter uma maior quantidade de DNA viral a ser
estudado. A enzima DNA polimerase Phi29 produz fragmentos relativamente
grandes (12 a 100 kbp), possui atividade exonucleotidica (3’ — 5’) e baixa taxa de
erro durante a replicagdo do DNA (Short et al., 2005). Para cada reacgao foi utilizado

1 ul de DNA original (10 ng) seguindo o protocolo do fabricante.
4.6 Amplificagao e sequenciamento do gene da granulina

O gene da granulina de DsGV foi o primeiro gene a ser amplificado através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Na PCR, foram utilizados os primers
universais para o gene da granulina prPH-1 forward e prPH-2 reverse (Tabela 3).
Esse par de primers amplifica uma regiao de 507 a 510 nucleotideos, representando

a principal regiao do gene da granulina (LANGE et al., 2004).
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Tabela 3 - Sequéncia dos primers universais do gene da granulina/poliedrina
utilizados na reacao de amplificagdo do gene da granulina de DsGV.

Nome do primer Sequéncia (5’ - 3’)
prPH-1 TGT AAAACG ACG GCC AGT
prPH-2 CAG GAA ACA GCT ATG ACC

Fonte: Lange et al. (2004)

O procedimento utilizado na reacao de PCR esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4 — Procedimento da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizado para a
amplificagdo do gene da granulina de DsGV para uma reag¢ao de 20 pl
(volume final).

Reagentes Volume (pl) Concentragao Final
Primer prPH-1(10 pM) 1 0,5 pM
Primer prPH-2 (10 pM) 1 0,5 pM

dNTP mix (2,5 mM)’ 2 0,25 mM
10X Tampao com 2 mM 2 1X
MgCl, ™
DNA polimerase (1 U/ul)” 1 -
DNA viral 1 10 ng
Agua ultrapura (Milli-Q) 12 -

Nota: ;Amersham Pharmacia Biotech
Biotools B&M Labs, S. A.

O programa de termociclagem utilizado para amplificar o gene da granulina de

DsGV esta descrito na Tabela 5.



58

Tabela 5 — Programa utilizado para amplificar o gene da granulina de DsGV, através
do termociclador modelo Mastercycler personal (Eppendorf).

Etapas Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
(Repeticoes)
1. Desnaturacao 94 2 0
inicial
2. Desnaturagao 94 1 30
Anelamento 55 1
Extensao 72 1
3. Extensao final 72 5 0
4. Resfriamento 8 0 -

Apos a amplificagdo do gene da granulina, 5 pl do produto de PCR foram
analisados em gel de agarose 1% e seu tamanho foi comparado com o marcador
lambda DNA/Hindlll (Fermentas).

O fragmento amplificado foi purificado com o kit GFX® (illustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante.

A reacao de sequenciamento, método de interrupgado de cadeia (Sanger et al.,
1977), foi realizada com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) seguindo as orientagdes do fabricante para um
volume final de reacédo de 20 ul (Tabela 6). Para isso, foram utilizados os primers
universais da granulina descritos acima. As condigbes adotadas para a reacao de

sequenciamento estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 6 — Procedimento de sequenciamento do gene da granulina de DsGV para
uma reacao de 20 ul (volume final).

Reagentes Volume (pl) Concentragao Final
BigDye 8 -
Primer prPH-10ou prPH-2 (3.3 pM) 1 0,165 pM
DNA viral - 20 ng
Agua ultrapura (Milli-Q) q.s.p. 10 -

Nota: ~Applied Biosystems

7 . s. p.: quantidade suficiente para 10 pl
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Tabela 7 — Programa utilizado para sequenciar o gene da granulina de DsGV,
através do termociclador modelo Mastercycler personal (Eppendorf).

Etapas Temperatura (°C) Tempo Ciclos
(segundos) (Repeticoes)
1. Desnaturacao 96 60 0
inicial
2. Desnaturagao 96 15 35
Anelamento 52 15
Extensao 60 240
3. Extensao final 60 300 0
4. Resfriamento 4 °0 -

Apos a reacdao de sequenciamento, foi realizada a purificacdo através da
precipitacdo de DNA com isopropanol/etanol. O protocolo de purificacdo consiste em
adicionar 80 pl de isopropanol 75% (gelado); homogeneizar e descansar por 15
minutos na geladeira; centrifugar por 35 minutos a 14.500 rpm; descartar o
sobrenadante com o tubo inclinado; lavar o precipitado em 200 pl de etanol 70%
(gelado) e homogeneizar; centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm; descartar
novamente o sobrenadante com o tubo inclinado; secar o precipitado em banho seco
a 96 °C por 2 minutos; e congelar o precipitado seco até a amostra ser analisada no
sequenciador automatico.

As amostras foram processadas no sequenciador automatico ABI PRISM®
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) do Laboratério
de Evolugdo Molecular e Bioinformatica (ICB-USP), sob responsabilidade do Dr.

Paolo Marinho de Andrade Zanotto.

4.7 Construcao da biblioteca Haelll e clonagem de fragmentos de DNA viral no

plasmideo pUC19

O DNA gendmico purificado foi digerido com a enzima de restricdo Haelll
(10.000 U/ml, New England Biolabs, MA, USA), sendo realizada a eletroforese em
gel de agarose 1% para a confirmagao da digestao, através da comparagao com 1 pl
do marcador lambda DNA/Hindlll (0,5 ug/ul, Fermentas). Apds a eletroforese, as
bandas de DNA coradas com o corante “Blue Green” (LGC Biotecnologia) foram
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visualizadas através do programa Alphalmager versdo 4.1.0 (Alpha Innotech
Corporation, CA), utilizando luz ultravioleta e foto-documentagéo de imagem.

Os fragmentos gerados na biblioteca Haelll foram inseridos em um plasmideo
pUC19 (250 ng/ml) (Life Technologies), previamente linearizado apds ser cortado
pela enzima Smal (10 U/upl, Fermentas) e mantida a linearizagdo através da
desfosforilagéo alcalina, utilizando a enzima CIP (enzima fosfatase alcalina) (10.000
U/ml, New England Biolabs), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. O
plasmideo pUC19 é um vetor de DNA circular de fita dupla (2686 bp) que contém o
gene de resisténcia ao antibiético ampicilina, uma origem de replicacéo, o gene lacZ

que codifica B-galactosidase e um sitio multiplo de clonagem (Figura 11).

Figura 11 — Plasmideo pUC19 usado como vetor de clonagem na biblioteca Haelll.
O plasmideo possui um gene de resisténcia ao antibiético ampicilina,
uma origem de replicagdo e o gene lacZ (codifica B-galactosidase). O
sitio de restricdo da enzima Smal, que esta dentro do sitio multiplo de
clonagem, utilizada para cortar o plasmideo esta destacado em
vermelho logo abaixo do mapa do plasmideo pUC19.
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Cerca de 100 ng de DNA viral foram adicionados a 50 ng de pUC19 em uma
reacdo de ligagdo com 1U T4 DNA ligase (Fermentas) e a solugdo tampéo foi
fornecida pelo fabricante. Foram realizadas duas reag¢des: uma com 5 pl do inserto e
outra com 5 pl de agua ultrapura (Milli-Q, tubo controle). A incubacédo foi realizada
em um periodo de 17 horas a 22 °C.

Células de Escherichia coli competentes, fornecidas pelo Dr. Paolo Marinho
de Andrade Zanotto, foram transformadas a partir de uma mistura de ligagéo
segundo procedimento descrito por Sambrook et al. (1989). Utilizaram-se trés tubos
contendo 100 pl de células competentes. No primeiro tubo havia 5 ul da ligagéo
completa (plasmideo + DNA viral), no segundo tubo, 5 pl da ligagdo controle
(somente plasmideo) e no terceiro tubo, 5 ul do plasmideo pGEM® 3Zf (+) controle
(plasmideo integro, Promega). Os tubos foram incubados no gelo por 30 minutos.
Prossedeu-se o choque térmico ao aquecer os tubos, em banho-maria, a 42 °C por
30 segundos e em seguida incubar no gelo por 2 minutos. Adicionou-se 250 ul de
meio SOC a temperatura ambiente. Os tubos foram incubados a 37 °C com agitagéo
(250 rpm) por 60 minutos.

Células de E. coli transformadas (100 ul de cada tubo) foram incubadas a
37 °C (overnight) em placas de Petri contendo meio LB Agar, previamente
preparadas com o antibidtico ampicilina, IPTG (isopropiltiogalactosideo) e X-gal (5-
bromo-4-clorindolil-B-galactosidase). Para cada 250 ml de meio LB Agar adicionou-
se 500 pl de ampicilina (50 ug/ml). Nas placas de Petri, acrescentou-se 40 ul da
solugao de estoque de X-gal (20 mg/ml) e 4 yl de IPTG (200 mg/ml).

ApoOs a selecao das colénias brancas (possuem o plasmideo recombinante),
os plasmideos destas foram extraidos utilizando o procedimento de lise alcalina
segundo Sambrook et al. (1989). Antes da extragcdo cada colénia selecionada foi
inoculada em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio LB liquido estéril. Os tubos
foram agitados a 180 rpm (overnight). No dia seguinte, o material dos tubos foi
vertido em tubos falcon (15 ml). O préximo passo antes da extracdo foi a
centrifugagdo do material, presente nos tubos falcon, a 2000 x g por 5 minutos a
4 °C e descarte do sobrenadante. A extragao plasmidial foi realizada baseando-se
no protocolo do kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen).
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4.8 Sequenciamento das extremidades dos clones

O DNA de cada clone obtido foi quantificado no equipamento NanoDrop®
(Nano Drop 2000c, Thermo Cientific, Wilmington, DE, USA) e armazenado a -20 °C
até sua utilizacdo. O sequenciamento das extremidades dos clones foi realizado
utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems),
conforme descrito para o sequenciamento do gene da granulina de DsGV.

Nestas reagbes foram utilizados os primers universais M13 (-21) forward (5’
GTAAAACGACGGCCAGT 3" e M13 (-46) reverse (5
GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’) (regidao M13 imediatamente adjacente ao
inserto a ser sequenciado). Os produtos obtidos foram purificados utilizando o kit
BigDye XTerminator® Purification Kit (Applied Biosystems), seguindo o protocolo do
fabricante, e analisados no sequenciador automatico ABI PRISM® 3100 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems).
4.9 Pirosequenciamento

Paralelamente a construgcdo da biblioteca Haelll, surgiu a oportunidade de
realizar, com a colaboragdo do Dr. Bergmann Morais Ribeiro (Universidade de
Brasilia), o pirosequenciamento do DNA genémico de DsGV por sintese acoplada a
picorreatores de alta densidade (454 Genome Sequencer (GS) FLX® Titanium,
Roche). Todo o processamento da amostra viral foi realizado no Centro de
Genbmica de Alto desempenho do Distrito Federal (Universidade Catdlica de
Brasilia).

O pirosequenciamento € uma técnica de sequenciamento de acidos nucléicos
que se baseia na deteccao de pirofosfato (PPi) liberados durante a sintese de DNA.
O PPi liberado no processo é transformado em uma molécula de Adenosina
Trifosfato (ATP), através da enzima ATP Sulfurilase. A enzima Luciferase oxida
luciferina, a custa da molécula de ATP, gerando féton de luz. A quantidade de luz
transmitida é proporcional ao numero de nucleotideos incorporados (CARVALHO;
SILVA, 2010; SOUZA E BRUSAMARELLO, 2009).

Nessa tecnologia, o DNA gendmico viral foi fragmentado mecanicamente em
sequéncias de 400 a 1000pb por meio de nebulizagdo; os fragmentos foram

separados em fitas Unicas e os adaptadores especificos, A e B, foram ligados as
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extremidades 3' e 5 dos fragmentos, respectivamente. Na extremidade %’, o
adaptador B consiste de biotina, permitindo o isolamento dos fragmentos ligados ao
adaptador A e ao adaptador B (A-B). Na extremidade 3’, o adaptador A é usado no
anelamento do primer que iniciara a reagao de sequenciamento. Os fragmentos A-B
foram ligados as microesferas magnéticas. Somente um tipo de fragmento se liga a
uma determinada microesfera. Realizou-se a PCR em emulsido em que as
microesferas sdo capturadas individualmente em goticulas oleosas, isto €, o 6leo em
solucdo forma micelas, que capturam as esferas, e funcionardo como
microrreatores. Nessa fase s&o produzidas milhares de cépias do fragmento alvo.
Cada esfera com varias copias do fragmento alvo, que foi amplificado, € capturada
em pog¢os na placa de sequenciamento (placa PicoTiter). O didmetro de cada
cavidade na placa PicoTiter permite a insercdo de somente uma microesfera
(CARVALHO; SILVA, 2010). Na ultima etapa, a placa foi carregada no equipamento
Genome Sequencer FLX. Todas as etapas foram realizadas com a utilizacdo do kit
GS FLX Titanium®, de acordo com as recomendacdes do fabricante (454 GS FLX-

Titanium, Life Sciences, Roche).
4.10 Montagem e anotagao do genoma viral

A montagem De novo do genoma de DsGV foi realizada utilizando os
programas MIRA versdgo 3.4.1 (Bastian Chevreux, disponivel em
http://www.chevreux.org/projects_mira.html) e Geneious versao 6.0.6 (Biomatters,
disponivel em http://www.geneious.com/).

A anotacao das possiveis ORFs no genoma de DsGV foi realizada de forma
automatica, utilizando o programa Geneious. Todas as regides com inicio ATG
(Metionina), apresentando no minimo 150 nucleotideos (50 aminoacidos) e com
sobreposicdao minima entre ORFs adjacentes foram selecionadas para analises
posteriores.

A confirmagao das provaveis ORFs foi realizada manualmente, utilizando a
ferramenta ORFFINDER (Open Reading Frame Finder; disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). A analise de similaridade das possiveis
ORFs foi realizada utilizando a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1990)
(disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Realizou-se ainda a procura de
motivos conservados do promotor precoce (“‘early”: TATA-box: TATAW, TATAWAW,
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TATAWTW + iniciador CAKT (INR)) e tardio (“late”: motivo DTAAG + iniciador CAKT)
dentro da regido de 200 pb “upstream” de cada ORFs (FRIESEN, 1997; LU;
MILLER, 1997).

4.11 Confirmacgao das regides de baixa cobertura no genoma

Apos a montagem dos reads (fragmentos sequenciados), provenientes do
pirosequenciamento, no programa Geneious, utilizou-se os eletroferogramas obtidos
na biblioteca Haelll para corrigir os possiveis erros presentes nessas regides que
foram sequenciadas. Para as regides no genoma que apresentavam cobertura
reduzida (< 5 reads por base), foram confeccionados primers especificos
(Primer3Plus; disponivel em http://www.bioinformatics.nl/) com o intuito de amplificar
e resequenciar essas regides. Em especial, as extremidades do gene gp64 foram
amplificadas com 0s primers GATAAAAATACCGGCGTGGA/
TTCCCTAGGCGGAGTAATTG (final do gene rr2Alinicio do gene gp64) e
GTGGTGTCGGAACGAGTTTA/CGTTTATCGGAGGGGTTACA (final do gene gp64
e final do gene /ef-8) e resequenciadas. Os programas e procedimentos utilizados
para a amplificacdo e sequenciamento desses fragmentos foram os mesmos

realizados para o gene da granulina.

4.12 Analise da distribuigdo da diversidade de SNPs

Toda a analise de diversidade de SNPs foi realizada utilizando a ferramenta
Geneious. Os reads obtidos no sequenciamento 454, que apresentavam identidade
minima de 92% na regido de sobreposig¢ado, foram mapeados ao longo do genoma
de DsGV. Para a analise dos SNPs, o critério escolhido para a busca dessas
variagdes foi: cobertura minima de 10 reads, frequéncia minima de 10%, método
aproximado de calculo do valor p, analise de variacdes nas duas fitas (reverse e
forward) e redugcdo de qualidade em regido homopolimérica (30%). O valor p,
probabilidade de ocorrer um erro de sequenciamento, considera a qualidade de cada
base analisada, e quanto menor o seu valor, maior € a probabilidade dessa variagao
ser real. Determinou-se o numero total de SNPs detectados, quais genes eram mais

variaveis e se os SNPs eram sindbnimos ou nao sinbnimos.
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4.13 Analise do conteudo génico, sintenia e filogenia

Realizou-se a analise do conteudo génico de DsGV, utilizando a ferramenta
BLAST, comparando com outros genomas ja sequenciados depositados no
GenBank (NCBI), em termos da presenca de “core genes”, de genes especificos de
betabaculovirus, de provaveis genes unicos e de outros genes importantes,
associando sua provavel funcdo de acordo com a literatura.

Foram realizados alinhamentos multiplos de sequéncias deduzidas de
aminoacidos do gene da granulina de DsGV e dos outros 14 betabaculovirus
totalmente sequenciados, bem como das sequéncias deduzidas de aminoacidos do
gene gp64 de DsGV e de todos alfabaculovirus do grupo | (nomenclatura na Tabela
1). Os alinhamentos foram construidos utilizando o algoritmo ClustalW. Sequéncias
repetidas (hrs) ao longo do genoma foram identificadas através do programa
Geneious e uma das regides palindrédmicas localizadas dentro das regides hrs de
DsGV foram alinhadas também utilizando ClustalW (LARKIN et al., 2007).

O genoma de DsGV também foi comparado com os genomas de outros
baculovirus através da construcdo de mapas sinténicos, utilizando a ferramenta
MAUVE 2.3.1, que emprega o algoritmo de alinhamento “progressive mauve
algorithm” e gera blocos locais colineares (LCBs) ao longo de cada genoma
comparado (DARLING et al., 2004).

Para a analise filogenética foram construidas 3 arvores a partir dos seguintes
genes: granulina/poliedrina, gp64 e concatenagao de genes conservados. Todos o0s
alinhamentos foram realizados utilizando o programa ClustalW. O método de
reconstrugao filogenética usado foi PhyML 2.2.0 (implementa um algoritmo de busca
de maxima verossimilhanga, MV). O modelo de evolugao escolhido para cada arvore
foi determinado utlizando os programas Jmodeltest 2.1.2 e Prottest 2.4 para
nucleotideos e aminoacidos, respectivamente (DARRIBA et al., 2011, 2012;
GUINDON; GASCUEL, 2003). Tanto os alinhamentos quanto a filogenia foram
realizados utilizando o programa Geneious. A edicdo de cada arvore construida foi
feita utilizando o software FigTree v1.4.0 (Andrew Rambaut) (disponivel em
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/).

A arvore individual da granulina/poliedrina foi construida a partir das
sequéncias de nucleotideos dos referidos genes, presentes em DsGV e em 60

baculovirus completamente sequenciados, exceto CuniNPV (nomenclatura na
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Tabela 1). O modelo de evolugdo escolhido foi GTR (TAVARE, 1986) e os valores
de bootstrap foram anotados para 100 replicatas.

A arvore individual do gene gp64 foi confeccionada a partir das sequéncias
deduzidas de aminoacidos do gene gp64 de DsGV, de todos alfabaculovirus do
grupo | completamente sequenciados depositados no GenBank (nomenclatura na
Tabela 1), dos baculovirus Anagrapha falcifera MNPV (AfMNPV), Choristoneura
occidentalis (ChocNPV), Choristoneura rosaceana NPV (ChroNPV), Philosamia
cynthia ricini NPV (PhcyNPV) e Galleria mellonella MNPV (GmMNPV) e de 6
ortomixovirus (Dhori virus (DHOV), Jos virus (JOSV), Thogoto virus (THOV),
Quaranfil virus (QRFV), Tjuloc virus (TJUV) e Johnston Atoll virus (JAV)). O modelo
de evolugao escolhido foi LG (LE; GASCUEL, 2008) e os valores de bootstrap foram
anotados para 100 replicatas.

A arvore concatenada foi construida utilizando as sequéncia deduzidas de
aminoacidos de 30 core genes, escolhidos aleatoriamente (38k, 49k, ac68, ac81,
desmoplakin, dna polimerase, gp41, helicase, lef-1, lef-2, lef-4, lef-5, lef-8, lef-9, odv-
e18, odv-e25, odv-e27, odv-e56, p18, p33, p47, p48, pif-0, pif-1, pif-2, pif-3, pif-4, vif-
1, vp39 e vp1054), de 61 genomas de baculovirus totalmente sequenciados
disponiveis no GenBank (nomenclatura na Tabela 1). O modelo de evolugéo
escolhido foi LG (LE; GASCUEL, 2008) e os valores de bootstrap foram anotados

para 100 replicatas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amplificagao e Sequenciamento do gene da granulina

Sabe-se que a familia Baculoviridae é constituida por virus oclusos, em forma
de bastdo, com DNA dupla fita circular. No final do ciclo de infeccéo, os virions sao
rodeados por uma matriz proteica, originando o corpo de oclusdo (PEARSON et al.,
2000). A proteina predominante nos corpos de oclusdo é a POLIEDRINA ou
GRANULINA nos alfa-, beta- e gamabaculovirus, apresentando peso molecular em
torno de 30 000 daltons e ocupando 95% do total de proteinas presentes nessa
estrutura (SUMMERS et al., 1980; PAROLA et al., 2003).

Com a finalidade de se confirmar se o virus isolado da lagarta Diatraea
saccharalis era realmente um baculovirus, a primeira etapa do trabalho foi realizar a
amplificagdo e sequenciamento do gene da granulina. O gene da granulina de DsGV
amplificado (volume total = 4 tubos de 20 pl de reag¢ao cada) e purificado (amplicon)
foi submetido a eletroforese para avaliacdo da quantidade de amplicon que seria
usada na reacdo de sequenciamento. A partir da andlise da eletroforese,
estabeleceu-se o0 uso de cerca de 20 ng de DNA viral no protocolo de
sequenciamento. A Figura 12 representa uma eletroforese em gel de agarose 1%
com duas “canaletas” marcadas com 1 e 2, sendo que 1 € o padréao 100 pb (1 pl) e 2

(2,5 pl) é o resultado da PCR do gene da granulina purificado (amplicon).

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose 1% do gene da granulina de DsGV
amplificado (volume total = 4 tubos de PCR contendo 20 ul de reagao
cada) e purificado; na canaleta 1 se encontra 5 pl do padrdao 100 pb e
na canaleta 2, a amostra DsGV purificada com tamanho de 747 pb (2,5

ul).
e e
pb
2072
1.5000—= —
_— 7T

600 | —S—
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O sequenciamento do gene da granulina, realizado através do método de
interrupgcéo de cadeia e utilizando os primers universais da granulina, permitiu obter
e analisar uma sequéncia de 747 pb. A Figura 13 mostra a sequéncia completa do
gene da granulina de DsGV e a Figura 14 representa a sequéncia deduzida de 248

aminodacidos codificada por esse gene.

Figura 13 — Sequéncia completa do gene da granulina de DsGV. Um total de 747
bases foram sequenciadas utilizando-se primers universais para o gene
da granulina.

5ATGGGATATAATAAATCTTTGAGATACAGCCGTCACGCCGGCACAAGTTGTGTGATAA
ACAATTATCAATTGAAAAGTTTAGGATCTGTTCTAAATGATGTACGTAGAAAAAAGGAAC
ATATTCGAGAGGCCGAGTACGAGCCCATGATCGACATCGCCGATCAATATATGGTGACC
GAGGATCCCTTTCGTGGCCCTGGTAAAAACGTTAGAATAACATTATTTAAAGAGATTAGA
CGCATTCAACCAGATACAATGAAACTTGTGTGTAATTGGAGCGGAAAAGAATTTCTACGC
GAAACTTGGACTAGATTTATTTCTGAGGAGTTTCCAATTACGACCGATCAAGAAATTATG
GATTTGTGGTTCGAGCTTCAATTGAGACCAATGCACCCTAATCGTTGTTATAAATTTACC
ATGCAATACGCACTAGGAGCCAATCCAGATTATATCGCACATGACGTTATCAGACAACA
AGACCCCTATTATGTGGGACCTAACAATATCGAGCGAATCAATTTGACCAAGAAAGGATT
TGCGTTCCCATTGACGTGTCTACAGTCTGTGTACAATGAAAACTTTGAATGTTTCTTCGA
CAATGTTCTCTGGCCATATTTCTATCGTCCTCTAGTTTATGTGGGAACTACATCTGCCGA
AATAGAGGAAATCATGATTGAGGTATCTCTAATCTTCAAGATTAAAGAGTTTGCGCCCGA
TGTGCCCCTGTTCACTGGTCCTGCATACTAA*3

Nota: * Codon de terminagao (TAA).

Figura 14 — Sequéncia deduzida de aminoacidos do gene da granulina de DsGV. O
tamanho da proteina deduzida foi de 248 aminoacidos.

MGYNKSLRYSRHAGTSCVINNYQLKSLGSVLNDVRRKKEHIREAEYEPMIDIADQYMVTEDP
FRGPGKNVRITLFKEIRRIQPDTMKLVCNWSGKEFLRETWTRFISEEFPITTDQEIMDLWFEL

QLRPMHPNRCYKFTMQYALGANPDYIAHDVIRQQDPYYVGPNNIERINLTKKGFAFPLTCLQ
SVYNENFECFFDNVLWPYFYRPLVYVGTTSAEIEEIMIEVSLIFKIKEFAPDVPLFTGPAY

A ferramenta Blast (blastp) mostrou que a sequéncia da GRANULINA de
DsGV apresenta 93%, 91%, 91% e 81% de identidade de aminoacidos (% id aa) em
relacdo a sequéncias de GRANULINA de Cydia pomonella GV (CpGV),
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Cryptophebia leucotreta GV (CrleGV), Choristoneura occidentalis GV (ChocGV) e
Pieris rapae GV (PiraGV), respectivamente (Tabela A.1). A Figura 15 mostra o
alinhamento multiplo da sequéncia deduzida de aminoacidos do gene da granulina
de DsGV e dos outros 14 betabaculovirus totalmente sequenciados até o momento.
Observa-se, na Figura 15, a presenga dos mesmos residuos de aminoacidos na
maioria das colunas alinhadas. Isso era esperado, pois a
GRANULINA/POLIEDRINA, principal componente dos corpos de ocluséo (OBs), séo
proteinas altamente conservadas nos baculovirus (BRAUNAGEL et al., 2003;
SEUFI, 2008).

O conteudo AT (% adenina-timina) do gene da granulina obtido foi de
60,1%. O gene da granulina dos 14 betabaculovirus sequenciados completamente
possui um conteudo AT variando entre 49,3% (CpGV) e 57,7% (ChocGV) (NCBI). No
entanto, nao foi possivel estabelecer uma correlacdo entre os dados obtidos e as

propriedades biolégicas.
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5.2 Caracteristicas gerais do genoma

O genoma completo de DsGV foi coberto, em média, 36 vezes pelo
sequenciamento 454, através da geracgao de 18 230 reads com tamanho médio de
234,5 nucleotideos. O genoma de DsGV apresentou 98 463 pb. DsGV é o menor
granulovirus sequenciado até o momento, seguido por Adoxophyes orana GV
(AdorGV - 99 657 pb) (WORMLEATON et al., 2003) e Plutella xylostella GV (PIxyGV
— 100 999 pb) (HASHIMOTO et al., 2000). O maior granulovirus sequenciado é o
Xestia c-nigrum GV (XecnGV), cujo genoma possui 178 733 pb (HAYAKAWA et al.,
1999).

O conteudo AT do genoma de DsGV foi de 65%. Em geral os baculovirus
possuem genomas com baixo conteudo de guanina-citosina (GC%) (<50%)
(ESCASA et al., 2006; LANGE; JEHLE, 2003; WOLFF et al., 2008). DsGV ¢é o
terceiro granulovirus com maior conteudo AT, depois de CrleGV (67,6%) (LANGE;
JEHLE, 2003) e ChocGV (67,3%) (ESCASA et al., 2006). Os granulovirus com
menor contelido AT no genoma sao CpGV (54,7%) (LUQUE et al., 2001) e ClanGV
(55,6%) (LIANG et al., 2011).

A adenina do cédon de inicio do gene da granulina foi designado como
nucleotideo 1 e as demais ORFs foram numeradas na direcdo da transcricdo do
gene da granulina, estabelecendo a orientagédo no sentido horario do mapa circular
do genoma de DsGV (Figura 16). A analise da sequéncia completa de DsGV
permitiu identificar 116 provaveis ORFs, sendo que 63 (54,3%) estdo no sentido
horario e 53 (45,7%), no sentido anti-horario, baseando-se na orientagao

transcricional do gene da granulina (ORF 1).
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Figura 16 — Mapa circular do genoma de DsGV com todos os genes identificados
dentro de 98 463 pb. As setas indicam a direcao de transcricdo e o

tamanho relativo das ORFs. Os nomes

dos principais genes estédo

destacados e a posi¢cao de cada um deles é indicado por uma escala
(pb). As setas azuis, vermelhas e verdes mostram a presencga dos

genes conservados (core genes),

unicos

e especificos de

betabaculovirus, respectivamente. As demais ORFs estdo em amarelo.
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Estudos mostram que o numero de ORFs encontradas em betabaculovirus
varia de 116 em ChocGV (ESCASA et al., 2006) a 183 (Pseudaletia unipuncta GV —

PsunGV) (NCBI). As menores ORFs encontradas no presente estudo foram ds44

(150 pb, 50 aminoacidos) e ds62 (153 pb, 51 aminoacidos) e as maiores foram
helicase-1 (ds78) (3384 pb, 1127 aminoacidos) e dna polimerase (ds92) (3078 pb,
1025 aminoacidos). A média do conteudo AT das ORFs foi de 64,1% (Figura 17) e
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esse valor esta proximo da média do conteudo AT do genoma de DsGV (65%). No
entanto, ds72 apresentou uma composicdo AT significativamente mais baixa
(48,4%) enquanto que algumas ORFs mostraram um conteudo mais alto que a
média, tais como ds33 (76,8%), ds36 (75,4%), ds41 (75%), ds44 (78%) e ds47
(76,4%).

Figura 17 — Conteudo AT (%AT) das 116 ORFs do genoma de DsGV. A média da
composicao AT foi de 64,1%. Ds72 apresentou o menor conteudo AT
(48,4%) e ds44, o maior (78%).
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A analise ainda mostrou a ocorréncia de baixa sobreposi¢cao entre 31 ORFs
adjacentes. Sabe-se que os baculovirus possuem minima sobreposi¢ao de regides
codificantes no seu DNA genémico (WANG et al., 2011). As maiores sobreposi¢des
foram observadas em apenas 8 regides do genoma de DsGV (Tabela 8), em
especial nas regides entre lef-11 (ds49) e p74 (ds50) (77 pb), alk-exo (ds105) e
helicase-2 (ds106) (98 pb) e lef-10 (ds114) e vp1054 (ds115) (140 pb).
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Tabela 8 — Localizagdo e tamanho das 8 maiores regides de sobreposicédo de ORFs
adjacentes no genoma de DsGV.

Sobreposicoes Localizagdo no genoma Tamanho em pares de base

(pb)

1 ds12 — ds13 (pep1) 50

2 ds19 (gp41) — ds20 56

3 ds24 — ds25 44

4 ds49 (lef-11) — ds50 (p74) 77

5 ds66 — ds67 59

6 ds73 (lef-5) — ds74 (38k) 51

7 ds105 (alk-exo) — ds106 (helicase-2) 98

8 ds114 (lef-10) — ds115 (vp1054) 140

O genoma de DsGV apresentou apenas 16 regides intergénicas maiores que
100 pb (Tabela 9). Os maiores espagos encontrados foram de 735 pb (coincide com
a presencga da regido homologa, hr-4), 689 pb (entre ds717 e ds18), 572 pb (entre p49
e ds10) e 558 pb (coincide com a hr-7). Era esperado encontrar sequéncia homdéloga
para cpb (entre ds4 e ds5), cp121, cp122 e cp123 (entre ds103 e ds104) e cp140 e
cp141 (entre ds115 e ds116) (LUQUE et al., 2001), porém nenhuma dessas ORFs

foi encontrada dentro dessas regides (Tabela A.1).
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Tabela 9 — Localizagdo e tamanho das 16 regides intergénica maiores que 100 pb
no genoma de DsGV.

Regides Intergénicas Localizagdo no genoma Tamanho em pares de
bases (pb)
17 ds3 (pk-1) — ds4 253
2 ds4 — dsb (ie-1) 230
3 ds9 (p49) — ds10 572
4 ds17 —ds18 689
5 ds23 (efp) — ds24 235
6 ds25 — ds26 177
7 ds31 — ds32 (lef-2) 135
8° ds38 (p13) — ds39 (pif-2) 468
9° dsb5 (bv-e31) — ds56 (p24) 735
10 ds70 — ds71 (p40) 231
11* ds84 (odv-e27) — ds85 435
12° ds93 (desmoplakin) — ds94 (lef-3) 353
13 ds103 (dna ligase) — ds104 282
14° ds111—ds112 558
15 ds112—-ds113 169
16 ds115 (vp1054) — ds116 (meb3) 223

Nota: "“**>® Coincide com hr-1, hr -2, hr-4, hr-5 e hr-6, respectivamente.

Quanto a expressao génica em baculovirus, esta é regulada por promotores
precoces, tardios e muito tardios (KELLY et al., 2007). A analise da regiao de 200 pb
“‘upstream” do inicio ATG (metionina) de cada ORF permitiu identificar motivos
conhecidos do promotor precoce TATA-box (TATAWAW, TATAWTW e TATAW) em
29 ORFs; 12 ORFs apresentaram o motivo DTAAG do promotor tardio, sendo D = A,
T ou G, e 69 ORFs, ambos promotores. A maioria das ORFs analisadas apresentou
o iniciador CAKT (INR), sendo K =T ou G (FRIESEN, 1997; LU; MILLER, 1997).

A fase precoce (30 minutos a 8 horas h.p.i.) ocorre antes da replicagao viral e
0S genes expressos nesse periodo sao dependentes da RNA polimerase Il do

hospedeiro. A RNA polimerase |l reconhece e transcreve promotores precoces que
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possuem estrutura semelhante aos promotores da célula hospedeira. O consenso
TATA, localizado anteriormente ao ponto de inicio da transcrigdo, € conservado em
muitos promotores dessa classe e importante para o processo de transcricao
precoce. Consequentemente, esses genes possuem papel importante no processo
de replicagdo do DNA viral (FRIESEN, 1997; GUARINO et al., 1998).

A partir da replicagao viral, inicia-se a fase tardia, com a expresséo de genes
tardios, envolvidos na montagem da particula viral (6 a 18 h.p.i.), e de genes muito
tardios (a partir de 18 h.p.i.), essenciais para a oclusao viral, gerando os corpos de
oclusdo (OBs). Na fase muito tardia, a proteina viral mais produzida é a
POLIEDRINA/GRANULINA (MARUNIAK, 1986). Genes tardios ou muito tadios s&o
transcritos pela RNA polimerase viral a partir de promotores que possuem a
sequéncia DTAAG (VAN OERS; VLAK, 2007). A presengca de uma regiao
conservada de iniciagdo de transcricdo (CAKT) é comum em baculovirus e também
ocorre em eucariotos. Alguns virus ndo apresentam essa regido; provavelmente o
virus utilize outros mecanismos para expressao desses promotores (BLISSARD;
ROHRMANN, 1989°% 1990"; 19918 apud CASTRO et al., 1999).

Foi possivel ainda identificar ORFs nao codificantes, que apresentam
diferentes padrdes de repetigdes; estruturalmente muito parecidas com as regides
homologas (hrs) encontradas em baculovirus. PIxyGV apresenta 4 hrs distribuidas
ao longo do seu genoma, enquanto CpGV possui 14 hrs (HASHIMOTO et al., 2000;
LUQUE et al., 2001). DsGV apresentou 7 regides repetidas (hrs) dentro do genoma
(Figura 18), variando em tamanho e numero de repeticdes diretas. Os tamanhos das
sequéncias analisadas foram 227 pb (hr-1, posi¢ao 1920 — 2147), 358 pb (hr-2,
posicdo 29553 — 29910), 173 pb (hr-3, posigdo 40126 - 40298), 659 pb (hr-4,
posicao 42390 - 43048), 428 pb (hr-5, posicao 65031 - 65458), 415 pb (hr-6, posicao
73804 - 74218) e 513 pb (hr-7, posicao 94471 - 94983). A primeira sequéncia (hr-1)
apresentou 4 repeticdes diretas em tandem com tamanho entre 46 e 60 pb. Em hr-2,
7 sequéncias repetidas foram encontradas, sendo que 5 possuiam 60 pb e as outras

duas eram curtas (34 pb e 24 pb). Hr-3 apresentou 5 sequéncias diretas, cujo

® BLISSARD, G. W.; ROHRMANN, G. F. Location, sequence, transcriptional mapping, and temporal
expression of the gp64 envelope glycoprotein gene of the Orgyia pseudotsugata multicapsid nuclear
polyhedrosis virus. Virology, v. 170, p. 537- 555, 1989.

"BLISSARD, G. W.; ROHRMANN, G. F. Baculovirus diversity and molecular biology. Annual Review
of Entomology, v. 35, p. 127-155, 1990.

® BLISSARD, G. W.; ROHRMANN, G. F. Baculovirus gp64 gene expression: analysis of sequences
modulating early transcription and transactivation by IE-1. Journal of Virology, v. 65, p. 5820-5827,
1991.
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tamanho variava de 17 a 33 pb. Outro aspecto da sequéncia hr-3 é o fato de estar
totalmente dentro de Ds53, que pode nao ser transcrita. Em hr-4, identificou-se 6
sequéncias repetidas com tamanho de aproximadamente 120 pb, exceto para uma
repeticado pequena de 25 pb. Em hr-5, foram encontradas 5 repeticbes com tamanho
médio de 100 pb, exceto para duas repeticbes de 52 pb cada. Em hr-6, foram
identificadas 6 repeticdes de 59 pb, exceto para uma sequéncia de 34 pb. Por
ultimo, hr-7 apresentou 8 repeti¢cdes entre 50 e 60 pb.

Essas regides parecem ter um papel importante na transcricido de genes
precoces e atuam como origens de replicagdo (ori). As hrs possuem multiplas
repeticoes em tandem, incluindo um palindrome imperfeito dentro de uma repeticéo
direta. Essas regides apresentam similaridade significativa dentro do genoma, mas
sdao muito variaveis quando se compara hrs de duas espécies diferentes
(BERRETTA; ROMANOWSKI, 2008; KOOL et al., 1995). Em particular, observou-se
que as hrs de DsGV nao sao tao similares entre si quanto deveriam ser. Mais
estudos sao necessarios para o maior entendimento dessa caracteristica no genoma
de DsGV.

As sequéncias analisadas mostraram ser ricas em AT e o alinhamento das 7
hrs indicou a presenca de palindromes conservados de aproximadamente 14 pb nas
extremidades do alinhamento analisado (Figura 19). Essa caracteristica das hrs de
DsGV também foi encontrada em todos betabaculovirus sequenciados
completamente. CpGV, CrleGV, ChocGV, AdorGV e EpapGV, por exemplo,
possuem palindromes de cerca de 63-76 pb com blocos conservados de 13-15 pb
nas extremidades dos mesmos (HILTON; WINSTANLEY, 2008).

Figura 18 — Posicionamento das 7 regides homologas (hrs) no genoma de DsGV.
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— Alinhamento da regido palindrémica imperfeita encontrada dentro das 7 regides homologas (hrs) do genoma de DsGV.

O palindrome apresenta um bloco conservado de cerca de 14 pb nas extremidades do mesmo (destacado por um
quadrado) e localiza-se no meio de uma repeticdo direta. Colunas em preto, cinza escuro, cinza claro e branco
denotam bases com similaridade de 100%, 80-100%, 60-80% e inferior a 60%, respectivamente. A posic¢ao (inicial e
final) de cada sequéncia no genoma e a sequéncia consenso estdo anotadas do lado esquerdo e acima do
alinhamento, respectivamente.
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5.3 Analise do conteudo génico

Das 116 ORFs analisadas no genoma de DsGV, 99 sdo semelhantes a
sequéncias presentes em outros baculovirus, de acordo com a analise realizada
através da ferramenta Blast (blastp). Dezessete ORFs ndo apresentaram possivel
homologia com sequéncias ja conhecidas desses virus, sendo, portanto, ORFs
unicas de DsGV. Das 17 ORFs unicas de DsGV, 13 nao apresentaram similaridade
significativa em relagédo as sequéncias depositadas no GenBank.

A analise do genoma completo, comparando com o estudo de Garavaglia et
al. (2012), permitiu identificar os 37 “core genes”, genes conservados em todos os
baculovirus sequenciados até o momento. Sessenta e trés ORFs de DsGV
mostraram similaridade significativa a sequéncias presentes em ACMNPV e em
betabaculovirus, tais como CpGV, CrleGV, PiraGV e ChocGV. Ds23 (efp) codifica
uma proteina de 456 aminoacidos que se mostrou similar a uma sequéncia presente
em AcMNPV (ac23, 22% id aa), em betabaculovirus, tais como crle30, pira27 e
choc23 (40% id aa) e em deltabaculovirus (Culex nigripalpus NPV — cuni104: 22% id
aa). Oito ORFs (granulina (ds1), ac145 (ds7), ac106 (ds43), lef-11 (ds49), iap-3
(ds61), dbp (ds65), ac75 (ds90) e fp25k (ds99)) parecem ser semelhantes a
sequéncias comuns de representantes dos alfa-, beta- e gamabaculovirus. Quatorze
ORFs (ds3, dsb5, ds6, ds21, ds44, ds45, ds48, ds55, ds56, dsb7, ds64, ds69, ds94 e
ds116) mostraram ser similares a sequéncias presentes somente em membros dos
alfa- e betabaculovirus. Dezenove ORFs foram encontradas somente em
betabaculovirus e, portanto, foram consideradas ORFs especificas de GVs (Tabela
10).

Onze ORFs de DsGV se mostraram mais conservadas (66 — 93% id aa) em
comparagao com sequéncias de CpGV, CrleGV, PiraGV e ChocGV: granulina (dsT,;
a mais conservada), odv-e18 (ds8), odv-e56 (ds11), pep2 (ds16), ds20, pif-2 (ds39),
ds43, ubq (ds45), bv-e31 (dsb5), vif-1 (ds88) e lef-9 (ds98). As ORFs menos
conservadas (23 — 41% id aa) encontradas nesse virus foram: efp (ds23),
metaloproteinase (ds37), ds41, ds60, ds63, ds67, ds85, ds91 (a menos conservada),
desmoplakin (ds93), ds96, ds112 (Tabela A.1).
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Tabela 10 — Genes identificados em DsGV, agrupados por fungédo, de acordo com a

comparagao realizada com os outros baculovirus, baseando-se em
Garavaglia et al. (2012). Alguns genes foram representados pelas
ORFs de AcMNPV.

Genes presentes Genes Genes Genes Genes
Funcées em todos os presentes em presentes em especificos presentes
baculovirus alfa-, beta- e alfa- e beta- de beta- em alguns
(core genes) gama- baculovirus  baculovirus baculovirus
baculovirus
p47 (ds54), lef-5 (ds73), pk-1 (ds3), ie-1
Transcrigdo | lef-4 (ds82), vif-1(ds88), lef-11 (ds49) (ds5), 39k (ds48) lef-10 (ds114)
lef-9 (ds98) e lef-8 e lef-6 (ds64)
(ds110)
dutpase (ds75),
lef-2 (ds32), lef-1 (ds58), dbp (ds65) bv-e31 (ds55), lef- dna ligase
Replicagdo helicase-1 (ds78) e dna 3 (ds94) e meb3 (ds103),
polimerase (ds92) (ds116) helicase-2
(ds106), rr1
(ds107) e rr2a
(ds108)
odv-e18 (ds8), p49/49k
(ds9), odv-e56/pif-5 granulina (ds1), tip20 (ds21) e p24 ds13 (pep1), efp (ds23)%,
(ds11), p6.9, gp41 ac145 (ds7), ac75 (ds56) ds15 (pep/p10) odv-e66 (ds28),
(ds19), vp91 (ds22), pif- (ds90) e fp25k e ds16 (pep2) p13 (ds38) e
3 (ds27), pif-2 (ds39), (ds99) gp64 (ds109)
Estrutural )
odv-ec43 (ds46), pif-
0/p74 (ds50), pif-1
(ds59), p48 (ds68), p40
(ds71), 38k (ds74), pif-
4/odv-€28 (ds77), odv-
e25 (ds79), ac93 (ds80),
p33 (ds81), vp39 (ds83),
desmoplakin (ds93), pif-
6 (ds95), ac53 (ds111) e
vp1054 (ds115)
Auxiliar ac81 (ds20), odv-e27 iap-3 (ds61) ubiquitina (ds45) iap-5 (ds97) e acetiltransferase
/interagdo (ds84), e alk-exo mp-nase (ds37) (ds52)
com o (ds105)
hospedeiro
ac146 (ds6), ds4, 17, 26, 29,
Fungao ac78 (ds87) ac106 (ds43) 38.8kda (ds57), 42, 47, 53, 63,
des- ac102 (ds69) e 67, 85, 86, 96,
conhecida ac110 (ds44) 112e 113

Nota: * Unico gene comum a alfa-, beta- e deltabaculovirus.
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5.3.1 Genes envolvidos na transcrigéo viral

No presente estudo, foram identificados os 6 genes conservados em todos os
baculovirus sequenciados (“core genes”) envolvidos na transcri¢géo viral: lef-4 (ds82),
lef-5 (ds73), lef-8 (ds110), lef-9 (ds98), p47 (ds54) e vif-1 (ds88). Como descrito
anteriormente, os genes tardios e muito tardios sao transcritos pela RNA polimerase
viral, que é constituida por 4 fatores de expressao tardios (conhecidos como LEFs):
lef-4, lef-8, lef-9 e p47. Esses genes foram identificados primeiramente em ACMNPV;
posteriormente, homodlogos foram encontrados nos demais baculovirus
sequenciados totalmente at¢é o momento (OKANO et al.,, 2006). O fator de
expressao tardio lef-4 € um componente essencial da RNA polimerase viral e
codifica a enzima guanililtransferase (com atividade na regido C terminal),
importante para o processo de capeamento da extremidade 5 do RNA mensageiro,
e RNA trifosfatase (com atividade na regido N terminal), ndo essencial para a
replicagéo viral em larvas e em cultura de células (LI; GUARINO, 2008). Estudos de
mutantes lef-4 sensiveis a temperatura e experimentos de silenciamento de RNA
mostraram que sua funcdo de capeamento € essencial para o processo de
replicacdo do DNA viral. Além disso, lef-4 também possui papel na expressao
transitéria de genes tardios e muito tardios (KNEBEL-MORSDORF et al., 2006;
PARTINGTON et al., 1990; PASSARELLI; MILLER, 1993).

As proteinas codificadas por lef-8 e lef-9 possuem motivos comuns aquelas
que participam do centro cataliico de RNAs polimerases conhecidas e,
possivelmente, desempenham papel na formagao do sitio catalitico (CROUCH et al.,
2007; TITTERINGTON et al., 2003). LEF-8 possui um motivo C terminal de 13
aminoacidos que é conservada em outras polimerases (animais, plantas, bactérias e
arqueobactérias) (PASSARELLI et al., 1994). Esse motivo de 13 aminoacidos esta
presente na regido H conservada da RNA polimerase de Escherichia coli e é
sugerida ser parte do sitio catalitico do complexo enzimatico dessa bactéria
(SCHULTZ et al., 1993). Lef-9 codifica um motivo semelhante (NADFDGF) aquele
encontrado na subunidade B da RNA polimerase de E. coli e em outras subunidades
maiores da RNA polimerase (LU; MILLER, 1994). E proposto que os residuos de
acido aspartico conservados presentes no motivo de LEF-9 sejam essenciais para a
atividade da subunidade maior da RNA polimerase da E. coli, necessaria para a
expressao de genes tardios (CROUCH et al., 2007).
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O papel de p47 ainda nao foi elucidado, porém o produto codificado pelo gene
ja foi localizado no nucleo de células infectadas (CARSTENS et al., 1993° apud
ACHARYA; GOPINATHAN, 2002). Embora a funcdo exata de p47 seja
desconhecida, estudos mostram que virus com um alelo p47 sensivel a temperatura

€ defeituoso no processo de producido de proteinas tardias e muito tardias em

temperaturas ndo permissivas (CARSTENS et al., 1994; PARTINGTON et al., 1990).
Experimentos in vitro sugerem que lef-5, identificado inicialmente em AcMNPV, atue
como um fator de iniciagdo, que nédo interage com o DNA; em vez disso, aumenta a
capacidade da polimerase em formar complexos de iniciagdo logo ap6s a enzima
reconhecer os promotores de baculovirus (GUARINO et al., 2002a). Berretta e
Passarelli (2006) mostraram ainda que a proteina LEF-5 de Spodoptera exigua
MNPV (SeMNPV) pode substituir a proteina LEF-5 de AcMNPV em ensaios de
expressao tardia transitéria.

O fator de expressao muito tardio (VLF-1) é uma provavel tirosina
recombinase necessaria para a expressao de genes muito tardios e também possui
papel estrutural na produgao dos fenoétipos BV e ODV. Experimentos mostram que a
proteina VLF-1, localizada no nucleocapsideo, € indispensavel para a montagem do
capsideo e possui papel essencial nas fases finais do processo de empacotamento
do DNA (VANARSDALL et al., 2006). Yang e Miller (1998)"° apud Mistretta e
Guarino (2005) sugerem que a expressao da POLIEDRINA/GRANULINA é regulada
pela concentragao intracelular de VLF-1. Isto é, quanto maior for o nivel de VLF-1,
que deve ocorrer apdés 24 horas de infeccdo, maior sera a expressao da proteina
POLIEDRINA/GRANULINA.

Genes encontrados em baculovirus, que infectam insetos lepiddpteros,
também foram detectados em DsGV: pk-1 (ds3), 39k (ds48), lef-6 (ds64) e lef-11
(ds49) (presente também em gamabaculovirus). DsGV apresentou ainda o gene lef-
10 (ds114), encontrado na maioria dos alfa- e betabaculovirus. Em relagdo ao gene
lef-6 (ds64 codifica uma proteina de 81 aminoacidos), estudos mostram que
geralmente esse gene € menor em GVs (86 -102 aminoacidos) do que em NPVs

(138-187 aminoacidos). Estudos funcionais sao necessarios para se confirmar se

® CARSTENS, E. B, LU, A. L; CHAN, H. L. B. Sequence, transcriptional mapping, and
overexpression of p47, a baculovirus gene regulating late gene expression. Journal of Virology,
v. 67, p. 2513-2520, 1993.

' YANG, S.; MILLER, L. K. Control of baculovirus polyhedrin gene expression by very late factor
1. Virology, v. 248, p. 131-138, 1998.
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esse gene em GVs realmente € um gene homologo ao lef-6 de NPVs
(WORMLEATON et al., 2003).

O gene pk-1 codifica uma proteina quinase que pode estar atuando como
fator de transcricdo de genes muito tardios, regulando, por exemplo, o promotor da
poliedrina (MISHRA et al., 2007, 2008). Lef-6 e 39k/pp31 ndo apresentam papel
essencial na replicacdo viral, porém parecem acelerar a transcricdo tardia ou
aumentar os niveis da maioria dos transcritos virais, respectivamente (LIN;
BLISSARD, 2002a; YAMAGISHI et al., 2007). O gene lef-11, identificado inicialmente
em AcMNPV, mostrou ser um fator de transcricdo importante para a expressao de
genes muito tardios. Posteriormente, descobriu-se que ele €& essencial para a
replicagdo do DNA durante o ciclo de infecgdo (LIN et al., 2001; LIN; BLISSARD,
2002b). Lef-10 parece ser um cofator transcricional em baculovirus. Estudos
envolvendo o baculovirus BmNPV demonstraram que esse gene atua tanto na
replicagdo quanto na transcrigao e que sua delecéao prejudica diretamente o nivel de
expressao de genes precoces (YU et al., 2013).

Outros genes que possuem papel na transcricdo viral de alguns baculovirus
sao ie-0, ie-1 e ie-2. No entanto, somente ie-1 (ds5) esta presente em DsGV e
mostrou pouca conservagao, em torno de 41-47% de identidade de aminoacidos, em
relacdo a sequéncia correspondente em CpGV, CrleGV, PiraGV e ChocGV (Tabela
A.1). Esses genes mostram-se pouco conservados entre baculovirus
(WORMLEATON et al., 2003).

O gene je-1, expresso na fase imediata precoce, é o principal regulador da
transcricdo de baculovirus e esta presente em todos betabaculovirus. Ensaios
envolvendo transfeccdo de plamideos mostram que IE-1, uma proteina de 66.9 kDa,
€ uma transativadora de expressdo de varios genes precoces e alguns genes de
manutencdo celular (genes housekeeping) (KOOL et al., 1994 apud LIN et al.,
2010). O gene Jje-0, nao identificado no presente estudo, é outro transativador
encontrado em alguns baculovirus. le-0, presente em Plutella xylostella GV
(PLxyGV) (FAN et al., 2012), codifica uma proteina de cerca de 72.6 kDa que é
idéntica a IE-1, exceto pelos 54 aminoacidos na por¢do N terminal. E a Unica

proteina conhecida de baculovirus que é produzida por processo de splicing. IE-0

" KOOL, M.; AHRENS, C. H.; GOLDBACH, R. W.; ROHRMANN, G. F.; VLAK, M. Identification of
genes involved in DNA replication of the Autographa californica baculovirus. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA., v. 91, n. 23, p. 11212-11216, 1994.
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mostrou ser capaz de promover a replicagdo de um plasmideo, a partir da origem de
replicacéo hr-5 de AcMNPV, em experimentos de transfecgao transitéria, utilizando 8
plasmideos que expressavam os genes de ACMNPV: dnapol, helicase, lef-1, lef-2,
lef-3, p35, ie-2 e lef-7. Além disso, IE-O foi capaz de transativar a expressao dos
promotores 39k, ie-1 e poliedrina de AcMNPV. Baixos niveis da proteina IE-0 sdo
observados quando se tem maxima expressao de genes muito tardios. Altos niveis
de IE-0 resultam em declinio da expresséo génica. No entanto, necessita-se de altos
niveis de |IE-1 para obter a maxima expressao desses genes. De forma curiosa, a
co-expressao de IE-O e IE-1 resulta num efeito antagdnico sobre a expressao de
genes muito tardios (HUIJSKENS et al., 2004; LURIA et al., 2012). Outro gene n&o
identificado em DsGV e nos demais betabaculovirus e alfabaculovirus do grupo Il é
o ie-2. A proteina IE-2 foi detectada no periodo de 2 horas a 12-24 horas apos a
infeccdo em células de Spodoptera frugiperda e sabe-se que seu promotor €&
transcrito pela RNA polimerase || do hospedeiro e, portanto, também € um gene da
fase precoce (KRAPPA et al., 1995; WANG et al., 2011). Liu et al. (2009) sugere que
ie-2 €& um transativador que poderia favorecer significativamente o uso de
baculovirus para transferéncia génica em células de mamiferos e produgéao proteica.

Vale ressaltar que os genes relacionados a transcrigdo tardia encontrados em
DsGV (lef-4, lef-5, lef-6, lef-8, lef-9, lef-10, lef-11, 39 k, p47 e vif-1) geralmente sao
mais conservados que os ativadores de transcricdo precoce (IJKEL et al., 1999).
Dentro do grupo dos fatores de transcrigdo tardia, os trés genes que se mostraram
mais conservados em DsGV em relagdo a CpGV, CrleGV, PiraGV e ChocGV foram
vif-1 (ds88) (67-77% id aa), lef-9 (ds98) (72-75%), lef-5 (ds73) (66-71%) e lef-8
(ds110) (67-70%). Os genes menos conservados foram 39k (ds48) (41-51%) e lef-6
(ds64) (39-56%) (Tabela A.1).

DsGV néao apresentou o gene lef-12, presente em alfabaculovirus do grupo |,
que atua na expressao de genes tardios (GUARINO et al., 2002; RAPP et al., 1998)
e pe38, que parece ser um transativador transcricional em ACMNPV para a produgao
de BVs, além de aumentar a replicacdo do DNA em ensaios transitérios. Pe38 foi
encontrado em alguns betabaculovirus tais como CpGV, CrleGV, PhopGV e PiraGV.
Esses genes parecem nao ser essenciais em baculovirus (FERRELLI et al., 2012;
MILKS et al., 2003).
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5.3.2 Genes envolvidos na replicagéo viral

O genoma de DsGV apresentou os “core genes” dna polimerase (ds92), lef-1
(ds58), lef-2 (ds32) e helicase-1 (ds78). A DNA POLIMERASE se mostrou mais
conservada (65-68% id aa) enquanto a LEF-2, menos conservada (48-54%), quando
comparadas as sequéncias correspondentes de CpGV, CrleGV, PiraGV e ChocGV.
Esses 4 genes sdo essenciais para a replicagcdo do DNA viral e sdo moderamente
bem conservados (WORMLEATON et al., 2003). Soma-se a esse grupo de genes
essenciais para a replicagdo, ie-1 (dsb) e lef-3 (ds94) (presentes em alfa- e
betabaculovirus) (MIKHAILOV, 2003) que, diferentemente dos outros 4 genes, sao
pouco conservados entre os granulovirus analisados no presente estudo (35-47%)
(Tabela A.1).

A dna polimerase (dnapol) de DsGV codifica um polipeptideo de 1025
aminodacidos (aa) (Tabela A.1). Estudos bioquimicos demonstram que a DNApol de
baculovirus esta estritamente relacionada a a- e & DNApols de outros virus, tais
como adenovirus, poxvirus e herpes simples (“herpes simplex virus” — HSVs). A
DNApol possui 7 regides conservadas que provavelmente sdo dominios funcionais
relacionados com o reconhecimento do substrato (FENG et al., 2012; HANG,;
GUARINO, 1999; HWANG et al., 2004). A HELICASE é uma enzima essencial para
a abertura das fitas de DNA e a presenga de um dominio ATPase é requerida para
essa separagao (ROHRMANN, 2008).

LEF-1 é uma DNA primase (MIKHAILOV; ROHRMANN, 2002) e LEF-2 é um
fator associado a primase. A interacdo dessas proteinas € importante para o
processo de replicagao viral. Estudos sugerem que LEF-2 ndo é necessario para o
inicio da replicagao, apresentando papel durante a amplificagdo do DNA viral. A
proteina codificada por lef-2 esta presente nos dois fendtipos virais (BVs e ODVs),
estando concentrada no nucleocapsideo da particula viral. Isso sugere que a
proteina € necessaria imediatamente apds a entrada do virus na célula hospedeira
para a eficiéncia da replicagao (PASSARELLI; MILLER, 1993; WU et al., 2010). Lef-
3 codifica uma proteina que se liga a fita simples de DNA e também realiza o
transporte da helicase (P143) para o nucleo durante o processo de replicagao.
Possivelmente também esta envolvido com a regulacdo da atividade de uma
nuclease alcalina (AN) durante a replicacgo do DNA (HANG et al., 1995;
MIKHAILOV et al., 2004; WU; CARSTENS, 1998). IE-1 além de ser um regulador
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transcricional também promove a replicagédo; provavelmente se liga as origens de
replicagao (hrs) (TAGGART et al., 2012).

Soma-se a essas descobertas, a identificacdo de genes encontrados em
outros baculovirus que infectam lepidopteros: bv-e31 (dsb5), dbp (ds65) (presente
em gamabaculovirus) e me53 (ds116). Desses genes aquele que apresentou a mais
alta similaridade em relagcdo a sequéncia de CpGV, CrleGV, PiraGV e ChocGV foi
bv-e31 (72-76% id aa). Esses genes influenciam a replicagdo, porém suas fungoes
nesse processo ainda nao foram elucidadas (ROHRMANN, 2008). No entanto, sabe-
se que DBP é uma proteina de ligagdo ao DNA, BV-E31 parece estar associada ao
envelope de BVs e MES3 regula a sintese do DNA, sendo necessaria para a
producéo eficiente de BVs (GARAVAGLIA et al., 2012; WANG et al., 2005).

O genoma de DsGV nédo apresentou o gene lef-7 encontrado em
alfabaculovirus do grupo |, alguns alfabaculovirus do grupo Il e 4 betabaculovirus
(Xestia c-nigrum GV, Helicoverpa armigera GV, Pseudaletia unipuncta GV e Epinotia
aporema GV). A proteina codificada pelo lef-7 parece ser um acentuador
(“enhancer”) da replicagdo em AcMNPV e BmNPV (GOMI et al., 1997; LU et al.,
1997).

DsGV parece codificar uma DNA LIGASE (ds703) de 545 aminoacidos e uma
segunda helicase (HELICASE-2) (ds706) de 430 aminoacidos (Tabela A.1). O gene
da dna ligase € encontrado em outros betabaculovirus assim como em 3
alfabaculovirus do grupo Il (Lymantria dispar NPV, Lymantria xylina NPV e Orgyia
leucostigma NPV) e sua presencga estaria associado a existéncia de helicase-2
(FERRELLI et al., 2012). Esses genes podem ainda estar envolvidos com a
reparagao do DNA e recombinacgao (KUZIO et al., 1999).

Outros genes detectados em DsGV foram: dutpase (ds75), rr1 (ds107) e rr2a
(ds708). A maior (RR1) e a menor subunidade (RR2A) da redutase ribonucleotideo
também foram encontradas em apenas 3 betabaculovirus (EpapGV, Phthorimaea
operculella GV e CpGV). Em relacéo as sequéncias de CpGV (cp127 e cp128), RR1
(ds107) e RR2A (ds108) mostraram 54 e 57% id aa, respectivamente (Tabela A.1).
O gene da dutpase esta presente em alfabaculovirus e alguns betabaculovirus, tais
como EpapGV, Spodoptera litura GV e Agrotis segetum GV. Quando comparada a
sequéncia presente em EpapGV (epap13), a proteina DUTPASE de DsGV mostrou
58% id aa. E uma desoxiuridina trifosfato nucleotideohidrolase, que associada as
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subunidades RR1 e RR2A, esta envolvida no metabolismo de nucleotideos. Essas
enzimas reduzem rNTPs da célula hospedeira para dNTPs (HERNIOU et al., 2003).

5.3.3 Genes com papel estrutural

Foram identificados 23 “core genes” estruturais: p49/49k (ds9), p6.9 (ds72),
odv-e18 (ds8), gp41 (ds19), odv-ec43 (ds46), vp39 (ds83), vp1054 (ds115), vp91
(ds22), pif-0/p74 (ds50), pif-1 (ds59), pif-2 (ds39), pif-3 (ds27), pif-4/odv-e28 (ds77),
odv-e56/pif-5 (ds11), pif-6 (ds95), 38k (ds74), odv-e25 (ds79), ac93 (ds80),
p48/ac103 (ds68), p33 (ds81), desmoplakin (ds93), p40/ac101 (ds71) e acb3
(ds111). Os genes mais conservados em relagdo as sequéncias equivalentes em
CpGV, CrleGV, PiraGV e ChocGV foram odv-e18/pif-5, odv-e56, gp41, pif-2,
p48/ac103 e odv-e25 cuja identidade de aminoacidos variou de 66 a 76%. Dentre
esses genes, 0s menos conservados foram desmoplakin (31-33% id aa) e ac93 (40-
49% id aa).

Outros achados em DsGV foram: granulina (ds1), ac145 (ds7), tip20 (ds21),
efp (ds23), odv-e66 (ds28), p13 (ds38), p24 (ds56), ac75 (ds90) e fp25k (ds99).
Como visto anteriormente, o gene da granulina é o mais conservado observado em
betabaculovirus. Fp25k mostrou alta similaridade (66-72% id aa) em relagdo a
sequéncia correspondente presente nos 4 granulovirus comparados na Tabela A.1.
O gene estrutural efp apresentou a menor conservagéo dentre esses genes (38-40%
id aa).

Em geral, o ciclo de infecgdo por baculovirus, inicia-se com a formagao do
fendtipo viral BV, virus extracelular, e no final da infecgao é produzido o segundo
fendtipo viral (ODVs — virus derivado de oclusdo). Os ODVs estao presentes dentro
dos corpos de ocluséo (OBs), também denominados granulos. Esses fenoétipos virais
apresentam varias diferencas, incluindo a origem dos envelopes virais, morfologia,
composicao protéica do envelope e papel funcional (BLISSARD, 1996). Os BVs,
constituidos por apenas um nucleocapsideo, sdo formados a partir do envelope da
membrana plasmatica do inseto hospedeiro. Os ODVs possuem um ou varios
nucleocapsideos envoltos por um envelope derivado do nucleo da célula hospedeira,
que possui proteinas diferentes do envelope dos BVs, facilitando a infec¢ao
sistémica (BRAUNAGEL et al., 2003; ROHRMANN, 2011). As proteinas exclusivas
de BVs, GP64 e proteina F (efp/ds23), serao discutidas mais adiante (topico 5.3.6.).



88

A principal proteina estrutural do corpo de oclusdo € a GRANULINA (em
betabaculovirus) ou POLIEDRINA (em alfabaculovirus). POLIEDRINA e
GRANULINA estdao estritamente relacionadas e s&o proteinas muito tardias,
produzidas em niveis muito altos. Essas proteinas possuem aproximadamente 250
aminoacidos (30 kDa) e sdo uma das mais conservadas encontradas nos
baculovirus (GARCIA-MARUNIAK et al., 2004; WANG; GRANADOS, 1997).
Curiosamente, a proteina presente no corpo de oclusdo do unico deltabaculovirus
sequenciado totalmente (Culex nigripalpus NPV - CuniNPV) parece nao ser
homologa a proteina dos OBs dos demais baculovirus e apresenta um tamanho 3
vezes maior (AFONSO et al., 2001).

O gene p49 (ac142) esta relacionado aos dois fendétipos virais BV e ODV.
Aparentemente, o gene deletado em baculovirus parece afetar a formacéo do
nucleocapsideo, porém nao prejudica a sintese de DNA (VANARSDALL et al.,
2007). Microscopia eletronica mostra que a proteina codifica por ac142 é necessaria
para o envelopamento do nucleocapsideo para formar ODV e sua posterior oclusao
(MCCARTHY et al., 2008).

Em relagéo ao gene p6.9 (ds72), a ferramenta Blast ndo encontrou possiveis
sequéncias homoélogas (Tabela A.1). No entanto, o alinhamento multiplo da
sequéncia nucleotidica de ds72 com outras p6.9 disponiveis no GenBank, tais como
de AcMNPV e CpGV, mostrou similaridade significativa entre elas (AcMNPV: 41% id;
CpGV: 58% id). Além disso, a sequéncia deduzida de aminoacidos de ds72
apresentou grande quantidade do aminoacido arginina e foi encontrado um motivo
de promotor tardio (DTAAG) dentro dos 200 pb antes do ATG. Sabe-se que p6.9, um
gene tardio, codifica uma proteina basica, pequena e rica em arginina, que possui
papel na condensagdo e empacotamento do DNA viral dentro do capsideo
(TWEETEN et al., 1980'? apud LIU et al., 2012).

P33 é uma sulfidril oxidase associada aos dois fendtipos virais, sendo
essencial para a producao de BVs e a formagao de multiplos nucleocapsideos nos
ODVs (WU; PASSARELLI, 2010). P40, também conhecida como ODV-C42, pode
atuar na formacao dos nucleocapsideos, mas nao parece afetar a replicagao viral
(VANARSDALL et al., 2007). O produto codificado pelo gene 38k, associado ao BV e
ODV, parece interagir com VP39 (principal proteina do capsideo) e VP1054 e essa

2. TWEETEN, K. A.; BULLA, L. A.; CONSIGLI, R. A. Characterization of an extremely basic protein
derived from granulosis virus nucleocapsids. J. Virol., v. 33, p. 866—876, 1980.
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interagdo é essencial para a montagem do nucleocapsideo (WU et al., 2006). VP91
(ac83) pode ter papel importante na montagem de nucleocapsideos e no
estabelecimento da infecgédo oral (ZHU et al., 2013). Ac93 parece desempenhar um
papel importante na formacao do envelope do ODV e na saida dos nucleocapsideos
do nucleo (YUAN et al., 2011). Embora a fungéo de P48 (ac703) seja desconhecida,
acredita-se que a proteina tenha papel na producao de BV e no envelopamento de
ODV no ciclo de vida de AcMNPV (YUAN et al., 2008). Liu et al. (2008) sugerem que
0 gene acb3 seja essencial para a producéo viral e esteja envolvido na montagem
de nucleocapsideo. A proteina GP41, proteina do tegumento, esta presente entre o
envelope viral e o capsideo. E uma proteina essencial para a saida dos
nucleocapsideos do nucleo (OLSZEWSKI; MILLER, 1997). DESMOPLAKIN também
€ uma proteina relacionada a saida dos nucleocapsideos do nucleo, porém também
possui papel na formacgéo do corpo de oclusao (ZHANG et al., 2012).

P74 (PIF-0), PIF-1, PIF-2, PIF-3, PIF-4 (ODV-E28), PIF-5 (ODV-E56), PIF-6
(ac68), ODV-E18, ODV-E25, ODV-EC43 e ODV-E66 sao proteinas presentes no
fenotipo ODV. P74, PIF-1, PIF-2 e PIF-3 sdo proteinas essenciais no processo de
infeccao oral (per os infectivity — PIFs), isto €, de entrada do virus ocluso (ODV) na
célula hospedeira (PENG et al., 2012). Os genes PIFs sdo genes conservados nos
baculovirus. Sugere-se que todas as proteinas associadas ao ODV se ligam
(interagem) com as células intestinais do hospedeiro e atuam como moléculas
sinalizadoras de localizagdo nuclear, facilitando o trafico da proteina para o nucleo
(LI et al., 2007; PENG et al., 2010). Odv-e718 é um gene tardio que codifica uma
proteina do envelope de ODV, porém estudos mostram que também é essencial
para mediar a producao de BVs (MCCARTHY; THEILMANN, 2008). Odv-e66,
presente em baculovirus que infectam insetos lepiddpteros, podem ser importantes
para a penetragdo do virus através das barreiras extracelulares durante a infecgéo
primaria (HERNIOU et al., 2003; VIGDOROVICH et al., 2007). Ac68 (pif-6) parece
estar envolvido na morfogénese do poliedro/granulo. A proteina PIF-6 foi detectada
em ODVs e também em BVs, porém a perda do gene pif-6 parece nao prejudicar o
desenvolvimento de ODV e formacgao da particula oclusa (NIE et al., 2012).

Foi demonstrado que quando fp25k, um gene altamente conservado em alfa-,
beta- e gamabaculovirus, é deletado a produgao de BV aumenta e a produgio de
ODVs diminui. Pouco se sabe sobre a transicdo da producado de BVs para ODVs,

porém parece que fp25 possui um papel importante nesse processo (GARAVAGLIA
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et al., 2012; WU et al., 2005). A presenga da proteina P13, encontrada em
alfabaculovirus do grupo Il, parece acelerar a morte da larva infectada, porém mais
estudos sdo necessarios para se conhecer a fungdo exata dela no ciclo viral (DU et
al., 2007; LU et al., 2012). TLP20, presente em alfa- e betabaculovirus, pode n&o ser
uma proteina essencial, pois quando o gene foi deletado em Bombyx mori NPV
(Bm68), o virus aparentemente ndo mostrou alteragcéo, porém a produgao de BVs e
a replicacdo do DNA foram afetadas (ROHRMANN, 2008). P24, presente em alfa- e
betabaculovirus, pode estar associada a BVs e ODVs, porém sua fungao ainda é
desconhecida (ROHRMANN, 2011). Ac75 (ds90) codifica uma proteina necessaria
para a produgdo de BVs e ac745 (ds7) codifica uma proteina de OBs, que esta
envolvida na infegdo oral (GARAVAGLIA et al., 2012).

5.3.4 Genes auxiliares e de interagdo com o hospedeiro

Os genes auxiliares ndao sao essenciais para a replicagdo, porém
proporcionam vantagens seletivas ao virus no processo de invasao e infecgdo nos
insetos hospedeiros. Estudos mostram que esses genes possuem papel no controle
da fisiologia, desenvolvimento e comportamento do hospedeiro (O’'REILLY, 1997;
THIEM, 2009). O genoma de DsGV apresentou os genes auxiliares alk-exo (ds105),
ubiquitina (ds45), acetiltransferase (ds52) e iap-3 (ds61). DsGV parece néo conter
ORFs repetidas encontradas em alguns baculovirus (genes bro — “Baculovirus
repeated orf’), egt, quitinase, catepsina, entre outros genes.

Estudos sugerem que alguns genes auxiliares, tais como iap e ubiquitina,
tenham sido adquiridos a partir do hospedeiro através da transferéncia lateral de
genes, visto que durante a replicacéo viral no nucleo da célula hospedeira, o virus
pode incorporar DNA do inseto (HUGHES; FRIEDMAN, 2003).

O gene alk-exo (exonuclease alcalina) € um gene conservado em todos os
baculovirus sequenciados (core gene). Em DsGV, o gene mostrou 53-64% id aa em
relacdo a provavel sequéncia homoéloga presente em 4 granulovirus (Tabela A.1).
Essas nucleases alcalinas quando associadas a LEF-3 formam uma cauda de DNA
fita simples na extremidade 3’ de cada DNA recém sintetizado ao digerir uma porgao
das fitas de DNA na direcao 5-3° (MIKHAILOV et al., 2003). O gene da
acetiltransferase, sem fungao definida, mostrou alta similaridade para pira56 (66% id
aa) e choc48 (58% id aa).
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A ubiquitina (ubq) foi o segundo gene mais conservado encontrado em
DsGV, atingindo o valor de 75% de id aa em relacdo a AcMNPV (ac35) e 82-85%
em relacdo a cpb4, crle52, pira45 e choc39 (Tabela A.1). A proteina codificada por
esse gene foi encontrada em todos alfabaculovirus do grupo | e betabaculovirus e
maioria dos alfabaculovirus do grupo Il. E um gene altamente conservado que
parece inibir passos na via de degradag¢ao do hospedeiro com o intuito de impedir a
destruicdo de uma proteina (s) viral (s) de vida curta (HAAS et al., 1996).

Os genes p35 e iaps, inibidores de apoptose ndo homdlogos, possuem um
papel central no processo apoptotico e inflamatério, prevenindo a morte da célula
hospedeira. Esse fato, consequentemente, aumenta o tempo necessario para a
replicagdo do virus. O gene p35, encontrado em alguns alfabaculovirus tais como
AcMNPV e BmNPV, nao foi identificado em DsGV. As proteinas iaps, presentes em
alfa- e betabaculovirus, apresentam como caracteristica principal a presenca de uma
ou mais repeticdes do baculovirus IAP (BIR) e um anel de zinco Cys/His C-terminal
(RING). O dominio BIR é constituido de uma dobra de ligagéo ao zinco de cerca de
70 aminoacidos que € essencial para a interagao e inibicao das caspases (KIM et al.,
2011).

O gene egt, nado identificado em DsGV, modifica o horménio da ecdise e
retarda a mudanga de instar da larva infectada (O’'REILLY; MILLER, 1989). Os
genes bro, encontrados em alguns baculovirus como em AcMNPV (ac2), CpGV
(cp63), BmNPV (5 copias) e Limantria dispar MNPV (16 cépias), sdo altamente
repetitivos e conservados. Sua fungao ainda é desconhecida, porém sabe-se que
eles se ligam ao DNA. Sua caracteristica principal € a presenga de um dominio
conservado na regidao N terminal da proteina. Eles sao resultado de varios eventos
de duplicagao génica e podem variar em numero e comprimento mesmo entre virus
proximamente relacionados (BIDESHI et al., 2003; KUZIO et al., 1999). Os genes da
quitinase e da catepsina, também nao detectados no presente estudo, foram
encontrados em alfabaculovirus do grupo |, tais como AcMNPV e BmNPV. O gene
da quitinase é expresso na fase tardia e seu produto associado a CATEPSINA
resulta em liquefagdo do tecido do hospedeiro (HAWTIN et al., 1997). A auséncia
desses genes em alguns baculovirus como Anticarsia gemmatalis MNPV e ChocGV
e, em especial, DsGV, pode ser responsavel pela perda da capacidade do virus
liquefazer o corpo do inseto infectado apds sua morte. O processo de liquefagao

apo6s a morte do hospedeiro seria uma forma de favorecer a dispersdo do virus no
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ambiente (FEDERECI, 1997). Esses genes foram provavelmente adquiridos
horizontalmente pelos baculovirus a partir de bactérias (HAWTIN et al., 1995,
HUGHES; FRIEDMAN, 2003).

Odv-e27 (ds84), um core gene, pode estar associado a regulagdo do ciclo
celular do hospedeiro, funcionando como uma ciclina e sendo encontrada tanto em
BVs quanto em ODVs. A proteina ODV-E27 ¢é sugerida ser uma ciclina
multifuncional que pode interagir com qualquer ciclina quinase CDC2 ou CDKG6 e o
complexo proteico ODV-E27-CDK6 também pode se ligar ao antigeno nuclear de
proliferacao celular (PCNA) (BELYAVSKYI et al.,, 1998; HARRISON et al., 2010).
Ac81 (ds20) € um core gene com fungédo pouco conhecida, porém parece interagir
com actina 3 do hospedeiro no citoplasma da célula durante a fase tardia e nao foi
encontrada nos fenétipos BV e ODV, somente na célula que sofreu lise. Esse dado
sugere que ela é uma proteina funcional ndo estrutural (CHEN et al., 2007). Outro
core gene identificado em DsGV com fungédo ainda desconhecida foi ac78 (ds87)
(GARAVAGLIA et al., 2012).

5.3.5 Genes especificos de GVs

Comparando os genomas analisados por Luque et al. (2001), Lange e Jehle,
2003, Escasa et al. (2006) e Ferrelli et al. (2012) com o genoma do presente estudo,
foi possivel identificar 19 genes especificos de betabaculovirus: ds4, ds13 (pep1),
ds15 (pep/p10), ds16 (pep2), ds17, ds26, ds29, ds37 (metaloproteinase), ds42,
ds47, ds53, ds63, ds67, ds85, ds86, ds96, ds97 (iap-5), ds112 e ds113.

Cinco genes especificos presente em DsGV, pept, pep/p10, pep2,
metaloproteinase e iap-5, ja foram caracterizados anteriormente (ROHRMANN,
2011). Pep2 se mostrou mais conservado (66-71% id aa) enquanto
metaloproteinase, 0 menos conservado (36-40% id aa), em relacdo a CpGV,
CrleGV, PiraGV e ChocGV.

PEP1 e PEP2 possuem sequéncias correspondentes a regidao N terminal da
proteina do envelope viral (superfamilia Baculo PEP N; pfam04512). PEP ¢é a
principal proteina presente na superficie de corpos de oclusédo (OBs) e possui papel
na estabilidade e prevengcdo de fusdo dos granulos, durante sua formagao
(BATEMAN et al., 2004; VAN LENT et al., 1990). Sdo membros de uma familia de
genes altamente conservados e especificos de GVs, tais como CpGV, PiraGV,
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CrleGV, ChocGV, Phthorimaea operculella GV e Clostera anachoreta GV (53-71% id
aa) (blastp). Lange e Jehle (2003) sugerem que esses genes sdo provavelmente
paralogos que foram duplicados no ancestral comum num periodo anterior ao inicio
da radiacdo de GVs em diferentes espécies.

P10, um gene hiperexpresso durante a fase muito tadia (12-15 horas apés a
infeccao) (ROHEL et al., 1983), assim como a POLIEDRINA/GRANULINA, é
encontrado em todos os alfabaculovirus do grupo | e Il e na maioria dos
betabaculovirus. P10 parece ser necessaria para a formag¢ao adequada do envelope
do poliedro/granulo. No caso de PIxyGV, o genoma desse virus apresenta multiplas
copias de P10. Uma provavel sequéncia homologa ao gene P10 de baculovirus foi
encontrada em um entomopoxvirus (ALAOUI-ISMAILI; RICHARDSON, 1998;
HASHIMOTO et al., 2000).

No entanto, alguns baculovirus possuem outro dominio PEP N fundido com
P10. Esse gene fundido (pep/p10) foi identificado em DsGV e possui homdlogos nos
quatro GVs citados na Tabela A.1. Nenhum outro género de baculovirus apresenta
essa combinagao de genes somente os betabaculovirus. Esse gene possui, além da
regiao PEP N, um dominio central P10 € um dominio C terminal. O dominio P10
possui como caracteristica principal a presenca de hepta-repeticbes de aminoacidos
hidrofébicos e uma regiao rica em prolina (HASHIMOTO et al., 2000). Em alguns
GVs a associagao funcional entre PEP e P10 pode estar conservada em uma unica
proteina. Analises filogenéticas utilizando sequéncias P10 sugeriram a origem
monofilética do dominio P10 em CrleGV (crle23) e em seus homélogos em outros
baculovirus (LANGE; JEHLE, 2003).

Como dito anteriormente, DsGV nao apresentou em seu genoma 0s genes da
catepsina e da quitinase. No entanto, estudos sugerem que os baculovirus codificam
outras enzimas que compensariam a perda desses genes. Um desses genes € o0 da
metaloproteinase encontrado em todos os betabaculovirus sequenciados totalmente
até o momento. A enzima pode estar sendo continuamente ativada dentro da célula
e nao é secretada. Sabe-se que a enzima em XcGV digere proteinas e ¢é inibida por
inibidores de metaloproteinase. A presenca desse gene em betabaculovirus pode
ser importante para a transmisséao viral, facilitando a desintegracédo das células apds
o término da replicacao viral (ROHRMANN, 2011).

Como descrito no tépico anterior, os genes iaps sdo supressores de
apoptose. Todos os baculovirus possuem esses genes. Ha cinco tipos de genes
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IAPs em baculovirus (nomeados de 1 a 5), mas segundo lkeda et al. (2004) nem
todos sao inibidores ativos de apoptose. O primeiro gene iap foi encontrado em
CpGV e recebeu a denominacéao iap-3. lap-3, presente em DsGV, foi encontrado em
alfa-, beta- e gamabaculovirus. No entanto, iap-5 somente foi encontrado em
betabaculovirus o que torna sua aquisicdo especifica de DsGV e dos demais
granulovirus (WORMLEATON et al., 2003). Analises filogenéticas envolvendo
sequéncias de genes iaps suportam a ideia de que houve no minimo dois eventos
separados de transferéncia lateral dos insetos hospedeiros para baculovirus
(HUGHES, 2002).

5.3.6 GP64

O aspecto mais curioso e importante analisado no genoma de DsGV foi a
presencga do gene gp64 (ds109), encontrado somente em alfabaculovirus do grupo |,
que mostrou alta similaridade (74% id aa) para a sequéncia da proteina GP64 de
AcMNPV (ac128) (Tabela A.1). A Figura 20 representa uma eletroforese em gel de
agarose 1% com trés “canaletas” marcadas com 1, 2 e 3 sendo que 1 € o padrao
lambda/Hindlll (1 pl) e 2 e 3 (ambos 2,5 pl) sdo os amplicons obtidos entre os genes
gp64 e lef-8 e entre rr2a e gp64, respectivamente. Esse resultado mostrou que nao

houve contaminacéo, isto é, DsGV realmente possui o gene gp64.

Figura 20 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos amplicons purificados lef8/gp64
e rr2a/gp64. Na canaleta 1 se encontra 1 pl do marcador lambda
DNA/Hindlll e nas canaletas 2 e 3, 2,5 pl dos amplicons lef8/gp64 (264
pb) e rr2a/gp64 (388 pb), respectivamente.
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Nota: volume total de cada reagdo = 4 tubos de PCR contendo 20 ul. Apés purificagao,
utilizou-se 2,5 pl de cada amplicon na eletroforese em gel de agarose.
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Até agora nenhum betabaculovirus sequenciado totalmente apresentou o
gene gp64, o que torna essa aquisicao exclusiva de DsGV. A Figura 21 representa o
alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos de gp64 de DsGV e de
todos alfabaculovirus do grupo I, mostrando a alta similaridade existente entre as
sequéncias analisadas (colunas brancas). Outro aspecto relevante sobre o gene
gp64 do DsGV é que ele tem a porcentagem de bases AT semelhante a observada
no restante do genoma (65,9%) e bem diferente do que € observado no gene gp64
de AcMNPV (50,6%) e de AgMNPV (50,3%). A diferenga na composigao de bases
AT e o uso preferencial de cédons poderiam refletir uma adaptagédo do organismo. A
maquinaria do hospedeiro deve fornecer quantidades suficientes de tRNAs,
permitindo que o virus se replique e se espalhe (LANGE; JEHLE, 2003).

A proteina GP64 é uma glicoproteina encontrada na regido peplomérica em
BVs (Figura 2), cuja fungcdo é reconhecer receptores da superficie das células e
desencadear o processo de endocitose adsortiva (diferente da fusdo direta
observada em ODVs). A diminuicdo do pH promove uma modificagdo
conformacional na GP64, resultando na fusdo da membrana do envelope com a do
endossoma e, consequentemente, a liberagcdo do nucleocapsideo no citoplasma da
célula; este vai até o nucleo, iniciando a infeccdo. Além da entrada de BVs na célula,
a GP64 também possui papel na dispersao viral de célula a célula. A delegao do
gene em AcCMNPV ¢ letal; esses virus se replicam dentro da célula, porém nao
conseguem sair e infectar outras (BLISSARD; WENZ, 1992; PEARSON et al., 2000).

O gene gp64 é conhecido por ser regulado por ambos promotores: precoce e
tardio (GARRITY et al., 1997). Ele é encontrado somente em alfabaculovirus do
grupo |, que utilizam a proteina GP64 para a entrada de BVs nas células
hospedeiras (JIANG et al., 2009). Os demais baculovirus, alfa-grupo Il, beta- e
deltabaculovirus, utilizam a proteina F como proteina de fusédo (IJKEL et al., 2000;
LUNG et al., 2002; YIN et al., 2013).

Estudos sugerem que GP64 e F podem ser proteinas distantemente
relacionadas (KADLEC et al., 2008). Os alfabaculovirus do grupo I, como AcMNPV,
possuem as proteinas GP64 e F (ac23), mas esta ndo atua de forma ativa como
uma proteina de fusao do envelope (LUNG et al., 2003). DsGV possui tanto o gene
gp64 quanto o gene que codifica a proteina F (ds23, 22-40% id aa, Tabela A.1);
embora observaram-se grandes delegdes em varios reads que abrangiam o gene f.

Esse fato sugere a perda/troca de funcionalidade do gene f pelo gene gp64 em



96

DsGV. Os genomas dos gamabaculovirus, no entanto, ndo apresentam os dois
genes (DUFFY et al.,, 2006). Andlises de genomas completos revelaram que
homodlogos de GP64 sdo muito conservados (> 74% id aa) enquanto homdlogos da
proteina F sd0 pouco conservados (20-40% id aa) (PEARSON; ROHRMANN, 2002
apud LIANG et al., 2005). A presenca da proteina F em alfabaculovirus do grupo |
parece ter um papel acessério que pode ser importante na potogenicidade ou
viruléncia do virus (THEILMANN; BLISSARD, 2008).

Experimentos envolvendo os genes gp64 e fde DsGV estdo sendo realizados
no Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia sob a coordenagéo
do Dr. Bergmann Morais Ribeiro. Inicialmente, realizou-se a clonagem de gp64 de
DsGV no baculovirus AcMNPV, que tinha o gene deletado. Esse experimento
mostrou que o virus transfectado em células de insetos, comegou a produzir BV e foi
infeccioso. Isso comprova que o gene gp64 de DsGV estd no genoma desse virus e
que € funcional. Com base nos reads analisados de DsGV, o gene f esta inteiro,
porém varios reads apresentaram delecdes, o que indica a existéncia de virus nessa
populacdo com pedagos deletados do gene f. Experimentos envolvendo a
amplificagcdo desses reads deletados para comparagdo com o gene f inteiro,
previamente amplificado, estdo em andamento. A ideia do estudo € mostrar que a
proteina F é funcional e que teria uma outra fungao para o virus, como por exemplo,
papel auxiliar. Isso comprovaria a hipétese de perda da propriedade de fusdo do

gene fcom delegéo.

'* PEARSON, M. N.; ROHRMANN, G. F. Transfer, incorporation, and substitution of envelope fusion
proteins among members of the Baculoviridae, Orthomyxoviridae, and Metaviridae (insect
retrovirus) families. J. Virol., v. 76, p. 5301-5304, 2002.
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Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do gene gp64 encontrado em DsGV e em todos
alfabaculovirus do grupo | completamente sequenciados (EppoNPV, ThorMNPV, MaviNPV, BmNPV, BomaNPV,
RoMNPV, AcMNPV, PIxyMNPV, HycuNPV, OpMNPV, CfMNPV, AgMNPV, AnpeNPV e CfDEFMNPV). Os residuos
de coloragao branca, cinza escura, cinza clara e preta em cada coluna do alinhamento apresentam similaridade de
100%, 80-100%, 60-80% e inferior a 60%, respectivamente.
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5.3.7 Genes unicos de DsGV

Dezessete ORFs de DsGV nao apresentaram qualquer similaridade, segundo
a ferramenta Blast (blastp), para sequéncias presentes nos demais baculovirus
sequenciados até o momento. Essas sequéncias foram designadas como ORFs
unicas de DsGV e, provavelmente, foram adquiridas recentemente durante a
evolucdo através de transferéncia lateral de genes (Tabela 11) (LANGE; JEHLE,
2003).

Considerando a regido de 200 pb “upstream” do codon de inicio ATG de cada
ORF considerada, 10 ORFs (ds12, 25, 31, 35, 36, 40, 70, 100, 101 e 102)
apresentaram o promotor precoce TATA-box (motivos TATAW, TATAWAW,
TATAWTW, onde W = A ou T) e 6 ORFs (Ds18, 24, 30, 34, 51 e 62), ambos
promotores, precoce e tardio (DTAAG, onde D = A ou T). Nenhuma ORF unica
apresentou somente o promotor tardio. Somente para ds62 nao foi encontrado o
iniciador CAKT, onde K = G ou T. Para ds76 nao foram encontrados motivos de
promotores precoce e tardio conhecidos; provavelmente n&o seja transcrito.

Das 17 ORFs, 4 apresentaram similaridade para sequéncias depositadas no
GenBank (Ds31, 35, 36 e 40). Essas ORFs codificam motivos conhecidos de
promotores precoces (TATA-box). Ds31, que aparentemente codifica uma proteina
de 310 aminoacidos, apresentou 37% e 26% de identidade de aminoacidos para
sequéncias presentes em dois phycodnavirus (Phycodnaviridae) (proteinas
hipotéticas 162281058 e 162300096 de 233 e 241 aminoacidos, respectivamente) e
26% de identidade de aminoacidos para uma sequéncia (247 aminoacidos) de um
outro phycodnavirus, Felmannia irregularis virus a (Firr V-1-A45). Sao virus de
plantas e protozoarios que parecem compartilhar um ancestral comum com outros
virus de DNA dupla fita, tais como iridovirus e poxvirus (YAMADA, 2011), que por
sua vez, compartilham genes com baculovirus. Isso mostra uma provavel ocorréncia
de transferéncia lateral de genes entre phycodnavirus e baculovirus. Outra hipotese
€ que essa similaridade seja fruto do acaso, causada por baixa complexidade da

sequéncia da proteina.
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Tabela 11 — Presenga de 17 genes unicos no genoma de DsGV. A posicao e
direcdo no genoma e o tamanho em pares de bases (pb) esta anotado
para cada ORF. Motivos de promotores precoce (TATA-box: TATAW,
TATAWAW, TATAWTW) e tardio (DTAAG) foram encontrados dentro
da regido de 200 pb “upstream” do codon de inicio de cada ORF unica
considerada. Em vermelho estdo destacadas as ORFs que
apresentaram ambos promotores, precoce e tardio.

ORFs Posicao e Tamanho Motivo conservado no promotor
unicos diregao (pb)

12 9090 > 9302 213 TATAT

18 13517 > 14014 498 TATAT + TTAAG

24 19133 > 19618 486 TATAT/TATAAT + ATAAG

25 19817 < 19575 243 TATATTA

30 24128 < 23844 285 TATATAA/TATAT + ATAAG

31 25130 < 24198 933 TATATAA/TATAA/ITATAAAA

34 26006 > 26173 168 TATAAAA/TATAT/TATAA + ATAAG

35 26142 > 27281 1140 TATAAAT

36 27619 < 27278 342 TATAT/TATAAAT

40 31190 > 31573 384 TATATAT/TATAT

51 39477 < 39037 441 TATATTA + ATAAG/TTAAG

62’ 47604 > 47756 153 TATAT + TTAAG

70 52145 < 51369 777 TATAT/TATAAAA

76 55779 > 56153 375 -

100 80157 < 79024 1134 TATAT

101 80411 < 80160 252 TATAAAA/TTATAAAT

102 82033 < 80522 1512 TATAT/TATAAAA

Nota: ' Unica ORF que n&o apresentou o iniciador CAKT, onde K= G ou T
2 Auséncia de motivos de promotores precoce e tardio conhecidos
Ds35 codifica uma proteina de 379 aminoacidos e mostrou ser 49% idéntica a
um receptor da classe B acoplado a proteina G (402 aminoacidos) presente no
lepidéptero Danaus plexippus (Lepidoptera: Nymphalidae) (Figura 22), 37% idéntica

a proteina correspondente (373 aminoacidos) em um entomopoxvirus (Poxviridae)
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que infecta Leucania separata (Lepidoptera: Noctuidae) e 43% e 33% idéntica a um
receptor acoplado a proteina G de Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (391
aminoacidos) e Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) (420 aminoacidos),
respectivamente. Esses receptores da classe B pertencem a uma grande familia de
secretinas que sao proteinas da superficie celular responsaveis por varios estimulos
fisiolégicos com o intuito de controlar os processos celulares (POYNER; HAY, 2012).

Ds36 codifica uma proteina de 113 aminoacidos que apresentou 52% de
identidade de aminoacidos para uma sequéncia de 131 aminoacidos de um virus da
familia Iridoviridae (Wiseana iridescent virus - WIV) (Figura 23) e parece ser 46%,
43%, 32% e 27% idéntica a uma proteina hipotética presente em entomopoxvirus
que infectam Amsacta moorei (Lepidoptera: Arctiidae) (158 aminoacidos),
Adoxophyes honmai (Lepidoptera: Tortricidae) (164 aminoacidos), Leucania
separata (136 aminoacidos) e Choristoneura rosaceana (122 aminoacidos)
(Lepidoptera: Tortricidae), respectivamente. Além dos baculovirus, existem outros
virus patogénicos de insetos de DNA dupla fita, tais como iridovirus e
entomopoxvirus. Sao virus cuja replicagdo do DNA ocorre no citoplasma da célula
infectada. Estudos mostram que varios genes de baculovirus foram encontrados
nesses virus, sugerindo a existéncia de transferéncia lateral durante a co-infecgéo
no mesmo inseto hospedeiro (IYER et al., 2006; WILLIAMS, 1996; ZHAO et al.,
2011).

Ds40 codifica uma proteina de 127 aminoacidos que mostrou ser 37%, 29% e
26% idéntica a uma proteina nao estrutural (NS3) de densovirus (familia
Parvoviridae) que infectam Pseudoplusia includens (Lepidoptera: Noctuidae)
(PIiDNV: 233 aminoacidos) (Figura 24), Galleria mellonella (GmDNV: 232
aminoacidos) (Lepidoptera: Pyralidae) e Helicoverpa armigera (HaDNV: 231
aminoacidos) (Lepidoptera: Noctuidae), respectivamente. A proteina nao estrutural
NS3 também foi encontrada em Junonia coenia densovirus (JCDNV) (WANG et al.,
2013) e Bombyx mori densovirus (BmDNV) (YIN et al.,, 2008) e parece estar
envolvida na replicagao viral, embora sua fungdo ainda seja indefinida. Esse gene
também foi encontrado em CrleGV (crle9). Essa similaridade significativa existente
entre um gene de baculovirus, no caso crle9 e ds40, e o gene NS3 presente em

densovirus sugere que pode existir transferéncia lateral entre virus, patogénicos de
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insetos, de fita simples de DNA (familia Parvoviridae) e de DNA dupla fita (familia
Baculoviridae) (LANGE; JEHLE, 2003).

Figura 22 - Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos de ds35 (379
aminoacidos) com a sequéncia correspondente a um receptor da
classe B acoplado a proteina G presente no inseto Danaus plexippus
(Lepidoptera: Nymphalidae) (402 aminoacidos; numero de acesso:
EHJ73059). Dados fornecidos pela ferramenta BLAST (blastp): nota =
328 bits (840), valor E = 1e'% identidade = 178/361 (49%), positivos =
243/361 (67%), buracos (“‘gaps”) = 13/361 (3%).
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Figura 23 - Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos de ds36 (113
aminoacidos) com uma sequéncia presente em Wiseana iridescent

virus

WIV (Iridoviridae) (131 aminoacidos; numero de acesso:

YP_004732905). Dados fornecidos pela ferramenta BLAST (blastp):

nota =

122 bits (305), valor E = 6e™, identidade =

positivos = 86/110 (78%), buracos (“gaps”) = 0/110 (0%).
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Figura 24 - Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos de ds40 (127
aminoacidos) com uma proteina ndo estrutural (NS3) presente no
densovirus (familia Parvoviridae) que infecta Pseudoplusia includens
(Lepidoptera: Noctuidae) (PiDNV: 233 aminoacidos; numero de
acesso: YP_007003822). Dados fornecidos pela ferramenta BLAST
(blastp): nota = 42.0 bits (97), valor E = 0.018, identidade = 23/63
(37%), positivos = 37/63 (58%), buracos (“gaps”) = 3/63 (4%).
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5.4 Analise dos variagées (SNPs) ao longo do genoma

Foram selecionados 76 SNPs (“single nucleotide polymorphism”) de acordo
com o critério escolhido e descrito anteriormente para a busca dessas alteracées de
unica base ao longo do genoma de DsGV. A distribuicdo da diversidade dos SNPs
esta representada na Tabela 12. Das 116 ORFs, 29 apresentaram variacbes de
base simples. Foram encontrados 52 SNPs dentro de regides codificadoras (CDS) e

24 SNPs em regides intergénicas.

Tabela 12 — Distribuicdo da diversidade de SNPs ao longo do genoma de DsGV.

Total no ORFs com SNPs SNPs
genoma SNPs intragénicos  intergénicos
Namero de SNPs 76 29 52 24

A Tabela 13 mostra o numero de SNPs sinénimos e ndo sinGnimos
localizados dentro das regides codificadoras. A maioria dessas variagées génicas é
do tipo ndo sinb6nimas (43). O tipo de SNP n&o sinbnimo mais comum foi a
transversao (26 SNPs), isto é, trocade A - C e T <« A. Dos 9 SNPs sinénimos, 5

eram de transicao e apresentaram substituicikode A« Ge T « C.
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Tabela 13 — Numero de SNPs sindnimos (n&do altera o aminoacido) e SNPs néao
sinbnimos (altera o aminoacido) em regides codificadoras.

SNPs sinbnimos SNPs nao sinénimos
SNPs em regides codificadoras 9 43
Tipo de SNP mais comum Transicao (5 SNPs) Transversao (26 SNPs)
Substituicées mais comuns A—-GeT—C A—oCeT—A

A Figura 25 e a Tabela 14 mostram o numero de variagdes por gene e todos
os SNPs sindnimos e ndo sinbnimos nos 29 genes variaveis de DsGV,
respectivamente. Os 4 genes mais variaveis encontrados em DsGV foram /ef-9 (8
SNPs em 1479 pb), iap-5 (5 SNPs em 795 pb), lef-1 (4 SNPs em 708 pb) e rr2a (4
SNPs em 1237 pb). O numero de reads observados para os genes foi de 467 para
lef-9 (cobertura 54x), 233 para iap-5 (cobertura 29x), 96 para lef-1 (cobertura 22x) e
126 para rr2a (cobertura 22x). O tamanho dos reads variou de 150 a 280 pb. A
cobertura para cada gene considerado foi significamente maior que a de outros
estudos sobre variantes genéticas em baculovirus. A baixa cobertura poderia ser um
fator que limitaria a deteccédo do numero de SNPs dentro do genoma (KLAN et al.,
2003; ZHANG et al., 2005).

Figura 25 — Distribuicdo de SNPs génicos ao longo do genoma de DsGV.
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Tabela 14. SNPs sinGnimos e n&o sinbnimos nos 29 genes variaveis de DsGV.

Genes Troca de bases Mudanga de aminoacido
Granulina T/A Fenilalanina/Leucina
ds4 A/C Glutamina/Prolina
ds6 A/C Asparagina/Treonina
AT Codon de parada/Tirosina
pep1 AIG Tirosina/Cisteina
pep/p10 A/G Lisina/Lisina
gp41 AT Lisina/Codon de parada
vp91 A/C Treonina/Prolina
ds30 G/C Acido Aspartico/Histidina
lef-2 AIG Treonina/Treonina
AT Lisina/Asparagina
ds33 AIG Lisina/Arginina
ds42 A/C Asparagina/Histidina
T/A Serina/Treonina
ds43 AIG Lisina/Arginina
odv-ec43 T/A Tirosina/Asparagina
ds51 AT Isoleucina/lsoleucina
lef-1 T/A Valina/Valina
T/IAe GIT Triptofano/Metionina
AIG Lisina/Acido glutamico
ds62 T/G Arginina/Arginina
ds63 T/G Leucina/Codon de parada
p48 cIT Treonina/lsoleucina
lef-5 G/A Cisteina/Tirosina
p33 AIG Arginina/Glicina
vp39 AT Isoleucina/Leucina
ds86 AIG Histidina/Arginina
Dnapol T/IC Fenilalanina/ Fenilalanina
T/IC Fenilalanina/Serina
Desmoplakin GIT Leucina/ Fenilalanina
iap-5 T/ICeT/C Valina/Alanina
G/A Cisteina/Tirosina
A/Ce AIC Glutamina/Prolina
lef-9 A/C Tirosina/Serina
T/G, CIA, CIT Serina/Acido aspartico
A/C, C/A, AIC Tirosina/Histidina
T/IC Fenilalanina/Serina
helicase-2 G/A Alanina/Alanina
G/C Glutamina/Histidina
G/A Glicina/Arginina
rr1 TIG Asparagina/Lisina
r2a A/C Isoleucina/lsoleucina
cIT Tirosina/Tirosina
T/C Codon de parada/Arginina
AIG Lisina/Arginina
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Para ser considerado um SNP, assume-se que tenha uma frequéncia minima
de 1%, impedindo que sejam confundidos com raras mutagdes pontuais e erros de
sequenciamento (GUIMARAES; COSTA, 2002). SNPs em regides intergénicas
podem ser utilizados como marcadores moleculares e aqueles que insidem em
regides promotoras ou reguladoras podem gerar alteragdo de expressdo génica
(RAFALSKI, 2002). Variagbes em regides reguladoras e em motivos conservados de
promotores precoce e tardio nao foram observados no presente estudo, exceto para
1 SNP localizado em uma regido com TATAT, distante a 450pb do inicio ATG do
gene pif-2.

SNPs sinbnimos sao conhecidos como “silenciosos” devido a degeneragao do
cégico genético, levando a substituicdo sindnima de cddons. Dessa forma, essas
variagbes ndo causam alteracdo de aminoacido na proteina resultante (KIMCHI-
SARFATY et al., 2007). No geral, ndo ha grandes variagdes na populagao de virus
analisada. No entanto, os genes mais variaveis apresentaram em sua maioria SNPs
nao sindnimos. Isso pode resultar em problemas na conformacdo protéica e,
consequentemente, pode afetar o fenétipo do variante (BROOKES, 1999).

Estudos mostram que a modificagcdo genotipica pode gerar alteragao
fenotipica, resultando em adaptagdo e sobrevivéncia do virus. A patogenicidade,
viruléncia, tempo de morte do inseto-hospedeiro, producéo viral e tamanho dos OBs
sdo fatores que podem sofrer modificagdes, favorecendo a adaptacédo frente a
alteragcdes ambientais e pressao seletiva do hospedeiro (HARRISON et al., 2009;
HITCHMAN et al., 2007; SIMON et al., 2008).

Espera-se encontrar pouca variagdo em genes essenciais para o virus, tais
como 0s genes conservados (core genes). Lef-1 e lef-9 sdo core genes e, portanto,
possuem papel essencial na replicagdo e transcricao viral, respectivamente. A
analise de lef-1 permitiu identificar 4 SNPs (1 SNP sin6bnimo e 3 SNPs nao
sinbnimos). No entanto, essas variagbes parecem nao ocorrer dentro do dominio
conservado da primase (WVVDAD). O mesmo parece ocorrer com lef-9, que possui
o dominio conservado NTDCDGD encontrado no centro catalitico da subunidade
maior da RNA polimerase. A presencga do residuo D € essencial, visto que esse
elemento coordena a ligacdo de magnésio (Mg*?) necessario para o funcionamento

adequado da polimerase. Um fato interessante foi a presengca de 6 SNPs juntos
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formando um bloco em /ef-9. Uma analise detalhada desses blocos poderia dar
indicios se um variante do gene esta sendo favorecido por selecdo natural. Se
conferir vantagem ao organismo a tendéncia e de que o bloco se espalhe pela
populagéo (ALBERTS et al., 2002; EVANS et al., 1997; LU; MILLER, 1994).

Genes cujos produtos atuam na interagcdo patdgeno-hospedeiro e genes
menos conservados entre as espécies geralmente possuem maior frequéncia de
SNPs, pois sofrem maior pressdo para modificacdo. Estas observacdes estdao de
acordo com a maior incidéncia de SNPs nos genes iap-5 e rr2a. Sabe-se que iap-5 é
um gene adquirido pelos betabaculovirus por transferéncia lateral a partir de insetos
e que atua como supressor de células hospedeiras. Da mesma forma, a filogenia de
genes ribonucleotideos redutases (rr1 e rr2a) sugere duas correntes de aquisigao:
proveniente de uma bactéria (caso do rr1 de OpMNPV) ou herdada de insetos
(hipotese mais provavel). Rr2a esta presente em apenas 3 beta-, 10 alfa- do grupo |l
e somente em um membro dos alfabaculovirus do grupo | (OpMNPV) e se mostra
pouco conservado (ESTEBAN; DA SILVA, 2005; HUGHES, 2002b; HUGHES;
FRIEDMAN, 2003).

Até o momento, apenas um trabalho utilizando o pirosequenciamento para
estudar a variagado genética dentro de populagcdes de HearMNPV (7 isolados) foi
publicado. O estudo mostrou que a variagdo encontrada no core gene dna
polimerase e nos genes especificos de lepidopteros, meb53 e dbp1, era maior que a
variagao observada em outros estudos de isolados de HearMNPV e que a
substituicdo de nucleotideos era o principal fator contribuidor da diversidade
genética desse virus (BAILLIE; BOUWER, 2012). O pirosequenciamento ainda é
uma técnica pouco utilizada e espera-se que os avangos das tecnologias de
sequenciamento permitam esclarecer melhor a presengca de SNPs nessas regides
codificadoras de DsGV. Como por exemplo, saber se existe um padrédo de
substituicido de bases em regides ricas em um determinado(s) nucleotideo(s) e
correlacionar com a presencga de mutagdes ndo sinbnimas. Ou ainda determinar se
os SNPs nao sinbnimos poderao ter efeitos significativos sobre a funcionalidade das

proteinas codificadas e no fithess dos variantes nessa populagao viral.
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5.5 Organizacao gendémica e analise filogenética

Os genomas de todos os betabaculovirus totalmente sequenciados
apresentam uma forte colinearidade entre si (LUQUE et al., 2001; LANGE; JEHLE,
2003; FERRELLI et al., 2012). A Figura 26 mostra o alinhamento do genoma
completo, utilizando a ferramenta MAUVE, de AcMNPV (organismo referéncia),
DsGV e dos demais betabaculovirus completamente sequenciados. Os blocos locais
colineares (LCBs) encontrados em cada genoma estdo representados por cores
diferentes para cada regido conservada analisada e, provavelmente, sejam regides
homologas entre si. As linhas conectam blocos conservados e a presenga de linhas
cruzadas demonstram rearranjos do tipo inversdo. Dentro de cada LCB a altura do
perfil de similaridade corresponde ao grau de conservagdo daquela regido em
particular.

O mapa de comparagdo genOmica mostra grande sintenia entre os
betabaculovirus, inexistindo grandes rearranjos nos genomas avaliados. Soma-se a
isso a pouca sintenia e, consequentemente, pouca conservagao entre 0s mesmos e
o prototipo AcCMNPV.

A analise detalhada do mapa sinténico mostrou que DsGV possui menor grau
de sintenia em relagdo a 6 betabaculovirus (SpliGV, HearGV, PsunGV, XecnGV,
PIxyGV e EpapGV). DsGV apresentou quatro LCBs invertidos (estdo em fitas
opostas do DNA) quando comparado aos genomas de SpliGV, HearGV, PsunGV e
XecnGV; trés LCBs estao localizados dentro do intervalo de 10.000 a 20.000 pb e o
outro, proximo a posi¢cao 40.000 pb do genoma de DsGV. Para PlxyGV, também
foram observados 4 LCBs invertidos: dois no intervalo de 10.000 a 20.000 pb e dois
proximos as posigdes 78.000 pb e 95.000 pb de DsGV. DsGV mostrou ainda possuir
uma regiao grande invertida de aproximadamente 15.000 pb no inicio do genoma
(entre posicoes 5.000 e 20.000 pb) em relagdo a EpapGV. Para os demais
betabaculovirus analisados, DsGV apresentou apenas uma ou duas regidoes
invertidas, mostrando elevada sintenia entre esse baculovirus. Segundo Escasa et
al. (2006) a analise dos rearranjos de genes pode fornecer um maior conhecimento

sobre a histéria evolutiva dos baculovirus. Aqueles virus que s&o mais
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proximamente relacionados compartilham um maior grau de colinearidade génica
(HU et al., 1998).

Figura 26 — Mapa sinténico de AcCMNPV (organismo referéncia), DsGV e dos demais

10000

betabaculovirus. Os numeros mostram a posi¢ao dos nucleotideos em
cada genoma (pb). As linhas conectam blocos conservados (LCBs,
blocos locais colineares); linhas cruzadas mostram possiveis rearranjos
(inversdes). Abaixo dos LCBs ha uma linha preta, que simboliza um
genoma em particular, com todas as regides codificadoras (CDS)
encontradas (nas duas fitas de DNA). Foram representados apenas os
genomas dos betabaculovirus que forneceram dados mais informativos.
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O uso de sequéncias da granulina/poliedrina nas inferéncias filogenéticas
realizadas para membros da familia Baculoviridae é bastante comum por ser uma
das proteinas mais conservadas nos baculovirus que infectam lepidopteros. Para
estimar as relagdes evolutivas de DsGV, a sequéncia de nucleotideos do gene da
granulina de DsGV foi comparada com outras 60 sequéncias de granulina/poliedrina
depositadas no GenBank (Figura 27). Culex nigripalpus NPV (CuniNPV) nao foi
representado na analise, visto que ele ndo possui um homdlogo para o gene da
poliedrina; esse virus codifica outra proteina do corpo de oclusdo (AFONSO et al.,
2001; HERNIOU et al., 2001; ZANOTTO et al., 1993).

A filogenia de DsGV baseada nas duas abordagens (génica e proteica)
confirmou a divisdo de trés dos quatro géneros de baculovirus, isto é, alfa-, beta- e
gamabaculovirus. Dentro dos alfabaculovirus, ndo foi possivel observar uma clara
divisdo dos NPVs do grupo | e Il. Na andlise utilizando a sequéncia de nucleotideos
(Figura 27) observou-se que DsGV esta posicionado no mesmo grupo filogenético
de 7 GVs (ChocGV, PiraGV, ClanGV, AdorGV, PhopGV, CpGV e CrleGV), sendo
sustentado por alto valor de bootstrap (98%). A sequéncia de DsGV parece estar
mais proximamente relacionada a ChocGV, pois compartilham um ancestral comum
mais recente.

Existem discrepancias na disposi¢cao dos membros, que compdem 0s grupos
alfa- e betabaculovirus, na analise individual da granulina/poliedrina em relagéo as
arvores com genes concatenados (THUMBI et al., 2011) (Figura 10). No entanto, a
arvore construida com as sequéncias nucleotidicas do gene da poliedrina/granulina,
comprovou que o virus coletado em Diatraea saccharalis era realmente um

granulovirus.
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Figura 27 — Relagéo filogenética baseada nas sequéncias de nucleotideos do gene
da granulina/poliedrina de DsGV e de 60 baculovirus totalmente
sequenciados. O método e modelo de evolugdo utilizados foram
Maxima Verossimilanca (MV) e GTR, respectivamente. Os valores de
bootstrap (= 80%) foram anotados para 100 replicatas. A coloragao
azul, vermelha e verde dos ramos distinguem o grupo dos alfa-, beta- e
gamabaculovirus, respectivamente.
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Até o momento DsGV é o unico betabaculovirus que possui o gene gp64. A
Figura 28 representa uma arvore filogenética com as sequéncias deduzidas de
aminoacidos do gene gp64 de DsGV, de todos alfabaculovirus do grupo |
completamente sequenciados (GenBank), dos baculovirus Anagrapha falcifera

MNPV (AfMNPV), Choristoneura occidentalis (ChocNPV), Choristoneura rosaceana
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NPV (ChroNPV), Philosamia cynthia ricini NPV (PhcyNPV) e Galleria mellonella
MNPV (GmMNPV) e dos ortomixovirus Dhori virus (DHOV), Jos virus (JOSV),
Thogoto virus (THOV), Quaranfil virus (QRFV), Tjuloc virus (TJUV) e Johnston Atoll
virus (JAV). Analisando essa arvore, ndo é possivel determinar ainda se DsGV
recebeu o gene gp64 do clado a ou do clado b dos baculovirus, visto que o suporte é
muito baixo para o seu agrupamento em um grupo ou em outro.

Comparagdes gendmicas revelaram que a divisdo dos alfabaculovirus em
grupo | e Il esta relacionada ao tipo de proteina de fusdo do envelope do fendtipo
BV. Alfabaculovirus do grupo Il e betabaculovirus possuem uma proteina de fuséo
ancestral (proteina F) cuja fungcdo é permitir que o virus se espalhe de célula a
célula, enquanto que nos alfabaculovirus do grupo | essa fungéo é desempenhada
pela GP64. Alfabaculovirus do grupo | também possuem a proteina F, mas esta
desempenha um papel auxiliar na entrada do virus (LUNG et al., 2002, 2003; WANG
et al., 2008). Homdlogos de GP64 também sdo encontrados em ortomixovirus, virus
de RNA que infectam artrépodes e mamiferos. Possivelmente, o ancestral desses
virus adquiriu um homélogo da GP64 do genoma do hospedeiro artropode ou de um
hospedeiro co-infectado com um baculovirus (MORSE et al., 1992).

Estudos sugerem que o gene gp64 de baculovirus foi adquirido tardiamente,
durante a evolugdo, do proprio hospedeiro ou de outros virus que infectam insetos,
resultando em vantagens seletivas, devido a maior eficiéncia da interagao virus-
receptor e entrada do virus (LUNG et al., 2002; MORSE et al., 1992). Mais estudos

serao necessarios para o maior entendimento dessa aquisi¢ao em DsGV.
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Figura 28 — Arvore filogenética construida a partir das sequéncias deduzidas de
aminoacidos do gene gp64 de DsGV (em vermelho), de todos
alfabaculovirus do grupo | completamente sequenciados, dos
baculovirus Anagrapha falcifera MNPV (AfMNPV), Choristoneura
occidentalis (ChocNPV), Choristoneura rosaceana NPV (ChroNPV),
Philosamia cynthia ricini NPV (PhcyNPV) e Galleria mellonella MNPV
(GmMNPV) e dos ortomixovirus Dhori virus (DHOV), Jos virus (JOSV),
Thogoto virus (THOV), Quaranfil virus (QRFV), Tjuloc virus (TJUV) e
Johnston Atoll virus (JAV). O método utilizado foi Maxima
Verrossimilhanga (MV) e modelo de evolugéo LG; com os valores de
bootstrap (= 70%) anotados para 100 replicatas.
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A disponibilidade de genomas completos de baculovirus permitiu obter
arvores mais robustas que aquelas geradas por genes individuais, visto que a
concatenagao de varios genes conservados fornece um grande numero de sitios
informativos (HERNIOU; JEHLE, 2007). A analise filogenética baseando-se na
concatenagao das sequécias deduzidas de aminoacidos de 30 core genes (38k, 49k,

ac68, ac81, desmoplakin, DNA polimerase, gp41, helicase, lef-1, lef-2, lef-4, lef-5,
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lef-8, lef-9, odv-e18, odv-e25, odv-e27, odv-e56, p18, p33, p47, p48, pif-0, pif-1, pif-
2, pif-3, pif-4, vif-1, vp39 e vp1054) de 61 baculovirus totalmente sequenciados esta
representada na Figura 29. O filograma mostra a clara divisdo dos 4 géneros (alfa-,
beta-, gama- e deltabaculovirus) da familia Baculoviridae.

Além disso, o grupo dos alfabaculovirus apresenta uma subdivisdo bem
evidente (grupo | e Il). O grupo | dos alfabaculovirus também possui uma divisdo em
dois clados (la e Ib) um que compreende 8 NPVs (OpMNPV, CfMNPV,
AnpeNPV/AnpeNPV-L2, HycuNPV, CFDEFMNPV, AgMNPV-2D e EppoNPV) e outro
que possui 7 NPVs (BmNPV, BomaNPV, PixyMNPV, AcMNPV, RoMNPV, MaviNPV
e ThorMNPV). Nos alfabaculovirus do grupo Il ndo existe essa subdivisdo evidente.
Alguns alfabaculovirus do grupo Il (HzSNPV, HearMNPV, LeseNPV-AH1 e SpliNPV-
G2) parecem ter se separado do resto do grupo anteriormente na evolugdo. Os
alfabaculovirus do grupo Il mostraram comprimento de ramo mais longos, sugerindo
que esse grupo € mais ancestral do que os alfabaculovirus do grupo |.

Dentro dos betabaculovirus observa-se a presengca de dois clados
monofiléticos bem separados (clado a e b) (Figura 29). O clado a inclui HearGV,
XecnGV, PsunGV e SpliGV. O clado b é formado por 11 GVs (PlxyGV, AgseGV,
EpapGV, ClanGV, AdorGV, PhopGV, ChocGV, PiraGV, CrleGV, CpGV e DsGV).
Estudos sugerem que os betabaculovirus que infectam hospedeiros das familias
Noctuidae e Totricidae tendem a formar dois grupos distintos. O clado b é formado
por granulovirus que infectam principalmente insetos da familia Tortricidae tais como
AdorGV, PiraGV, CrleGV, EpapGV, CpGV e PhopGV. DsGV, que também esta
inserido no clado b, infecta insetos da familia Crambidae. PIxyGV (infecta insetos da
familia Plutellidae) e AgseGV (infecta insetos da familia Noctuidae) sao os virus mais
basais do clado b (HERNIOU; JEHLE, 2007; JEHLE et al., 2006).

Essas analises estdo de acordo com os estudos de Miele et al. (2011),
Thumbi et al. (2011) (Figura 10) e Wang et al. (2011). As maiores diferencas
observadas nas analises ocorrem dentro do grupo formado pelos alfabaculovirus do
grupo I, que parecem nao ter uma clara subdivisdo; embora o estudo de Wang et al.
(2011) também tenha sugerido a formagao de trés clados distintos. Dentro do grupo
formado pelos betabaculovirus, a analise do presente estudo n&o incluiu AgseGV e
PIxyGV no clado a. Segundo Ferrelli et al. (2012), EpapGV parece ser o
betabaculovirus mais proximo do ancestral comum do clado b. No entanto, a Figura
29 mostra que PIxyGV € o baculovirus mais basal. Além disso, o filograma coloca
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beta- e alfabaculovirus do grupo | mais proximos na escala evolutiva que beta- e
alfabaculovirus do grupo Il. Esse fato também foi sugerido no estudo de Thumbi et
al. (2011) (Figura 10).

O filograma mostra a clara separagdo anterior do grupo formado pelos
gamabaculovirus (NeseNPV, NeabNPV e NeleNPV) em relacdo aos alfa- e
betabaculovirus (Figura 29). Analises filogenéticas suportam a ideia de que os
gamabaculovirus teriam surgido anteriormente aos alfa- e betabaculovirus e que,
dessa forma, poderiam ser virus ancestrais (ARIF et al., 2011).

De todos os baculovirus analisados, CuniNPV é o virus que teria se separado
anteriormente a partir do ancestral comum dos 4 géneros (Figura 29). Afonso et al.
(2001) sugerem que a distancia evolutiva entre o deltabaculovirus CuniNPV e alfa- e
betabaculovirus € maior que a distadncia que separa esses ultimos. Sabe-se que a
co-evolugao é um processo viavel entre baculovirus e seus respectivos hospedeiros.
Estudos moleculares demonstram que insetos da ordem Lepidoptera e Diptera se
separaram do ancestral comum ha cerca de 280 milhdes de anos. As grandes
diferencas existente entre CuniNPV e alfa- e betabaculovirus podem estar

relacionadas a essa separagao ancestral (BURMESTER et al., 1998).



115

Figura 29 - Filogenia de DsGV e dos 61 baculovirus totalmente sequenciados,
disponiveis no GenBank, inferida a partir da concatenacdo das
sequéncias deduzidas de aminoacidos de 30 core genes. O método e
o modelo de evolugao utilizados foram Maxima Verossimilhanca (MV)
e LG, respectivamente. Os valores de bootstrap (> 90%) foram
anotados para 100 replicatas. Os ramos em azul, vermelho e verde
caracterizam o grupo dos alfa-, beta- e gamabaculovirus,
respectivamente.

o STMNPV-G defective
SEMMPY-19
00 Agsfngrg%v-aAPz
|
AgspeNP\-'
100 MacoNPY-B
MacoNPY-30/2
00 MacoNPY-30/4
100 r TnSNPY
ChehNPY

ﬂ|:s|:|i NPV.-G2
LeseNPY-AH1

100| 100 |HzBNFY
100 Hear SNPV-HMNg1
Hear SNPV-C1
Hear MNPY
HearNPYy-G4

EppaNPY
MNPY-20
100 100 EFMNPY
OpMNPY
100 CFMNP\-'
100 HyeulPY
AnpehPy.L2
}ﬁ)omﬁ? eNPY
ar
100 Mavi MNPY
1008 B MPy
100, BamalPy
100 BmNP;\{-' av
100 £cn
HearGY
100 PsunGy
spliGy

100

— NeseNPV
r NeabMPYy
100 NeleWPY

CuniWPY




116

6 CONCLUSAO

No presente estudo o genoma completo do recém-descoberto baculovirus,
DsGV, foi caracterizado. O genoma de DsGV é o menor entre todos os baculovirus
sequenciados totalmente até o momento (98 463 pb) e codifica 116 ORFs, sendo 17
ORFs unicas. Os 37 core genes, presentes em todos os baculovirus sequenciados
totalmente, foram identificados, assim como um conjunto de 19 genes especificos de
betabaculovirus. DsGV parece ser um virus que nao varia muito, apresentando
SNPs em apenas 29 genes, sendo a maioria deles do tipo n&o sindnimos.
Apresentou ainda 7 regides homologas (hrs) dentro do genoma, variando em
tamanho e numero de repeticoes diretas. A caracteristica mais interessante
observada foi a aquisicdo do gene gp64, diferenciando esse virus dos demais
betabaculovirus. O virus também possui 0 gene f inteiro, porém observaram-se
varios reads com grandes dele¢des, o que poderia sugerir a perda funcional da
proteina F para a GP64.

A analise dos rearranjos génicos mostrou que DsGV estd mais proximamente
relacionado ao grupo dos betabaculovirus. As analises de comparagdo gendémica e
de identidade sugerem que durante a evolugdo os baculovirus tém adquirido tanto
genes individuais como blocos génicos seguido de eventos de rearranjos, tais como
inversoes, dele¢cdes e aquisicdo de sequéncias previamente perdidas. A filogenia
sugere que DsGV esta inserido no clado b de betabaculovirus e que estd mais
proximamente relacionado ao grupo formado por ChocGV, PiraGV, ClanGV, CpGV e
CrleGV, embora seja o baculovirus mais basal. Os dados gerados pelo
sequenciamento do genoma de DsGV permitirdo comparagbes com outros
baculovirus sequenciados futuramente, além de fornecer informagdes para novas
investigacbes, aumentando o conhecimento sobre a biologia molecular da

patogenicidade de DsGV.
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(continua)
ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregcédo (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%idaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
1 granulina 1> 747 747 248 E, L 8 (55) 1(93) 1(91) 1(81) 1(91)
2 1084 < 728 357 118 E, L - 2 (58) 2 (59) 2 (51) 2 (39)
3 pk-1 1065 > 1877 813 270 E, L 10 (38) 3 (54) 3 (58) 3 (61) 3 (61)
hr-1
4 2700 < 2131 570 189 E - 4 (51) 4 (51) 4 (56) 5 (49)
5 ie-1 4217 < 2931 1287 428 E 147 (29) 7 (45) 6 (44) 6 (47) 7 (41)
6 4248 > 4817 570 189 - 146 (28) 8 (46) 7 (47) 7 (55) 8 (55)
7 5133 < 4837 297 98 E, L 145 (38) 9 (60) 8 (61) 8 (65) 9 (61)
8 odv-e18 5405 < 5139 267 88 L 143 (29) 14 (76) 13 (72) 14 (66) 12 (73)
9 p49 6789 < 5392 1398 465 E, L 142 (31) 15 (58) 14 (59) 15 (64) 13 (60)
10 7940 < 7362 579 192 E - 16 (52) 15 (53) - -
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(continuagéao)

ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
11 odv-e56 9064 < 7937 1128 375 E 148 (46) 18 (70) 17 (68) 16 (68) 14 (72)
12 9090 > 9302 213 70 E - - - - -
13 pep1 9750 < 9253 498 165 E, L - 20 (57) 20 (66) 20 (53) 17 (70)
15 pep/p10 10446 > 11420 975 324 E, L - 22 (64) 23 (63) 22 (60) 18 (64)
16 pep2 11432 > 11866 435 144 E, L - 23 (71) 24 (70) 22 (70) 19 (66)
17 12827 < 11877 951 316 E - 29 (36) 28 (-) 24 (45) 22 (30)
18 13517 > 14014 498 165 E, L - - - - -
19 gp41 14893 < 14036 858 285 E, L 80 (32) 104 (67) 95 (69) 88 (71) 83 (66)
20 15434 < 14838 597 198 E, L 81 (47) 103 (73) 94 (71) 87 (71) 82 (70)
21 tip20 15729 < 15418 312 103 E 82 (26) 102 (47) 93 (43) 86 (47) 81 (45)
22 vp91 15707 > 17344 1638 545 E, L 83 (26) 101 (55) 92 (55) 89 (53) 80 (53)
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(continuagéao)

ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
23 efp/proteina F 17407 > 18897 1491 496 E, L 23 (22) 31 (38) 30 (40) 27 (40) 23 (40)
24 19133 > 19618 486 161 E, L - - - - -
25 19817 < 19575 243 80 E - - - - -
26 20597 < 19995 603 200 E, L - 33 (38) 32 (41) 28 (42) 24 (38)
27 pif-3 20625 > 21182 558 185 E, L 115 (39) 35 (53) 34 (48) 30 (52) 26 (50)
28 odv-e66 23458 < 21173 2286 761 L 46 (58) 37 (65) 35 (67) 45 (56) 27 (60)
29 23497 > 23858 362 102 L - 39 (66) 36 (68) 31 (64) 28 (55)
30 24128 < 23844 285 94 E, L - - - - -
31 25130 < 24198 933 310 E - - - - -
32 lef-2 25266 > 25784 519 172 E 6 (27) 41 (48) 38 (49) 33 (54) 29 (51)
33 25771 > 26016 246 81 - - 42 (33) 39 (37) 34 (48) 30 (41)
34 26006 > 26173 168 55 E, L - - - - -
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(continuacao)

ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
35 26142 > 27281 1140 379 E - - - - -
36 27619 < 27278 342 113 E - - - - -
37 metaloproteinase 28727 < 27621 1107 368 E, L - 46 (36) 43 (40) 37 (40) 33 (38)
38 p13 28737 > 29537 801 266 E, L - 47 (59) 44 (61) 38 (54) 34 (60)
hr-2
39 pif-2 30006 > 31127 1122 373 E, L 22 (52) 48 (70) 45 (71) 40 (70) 35 (66)
40 31190 > 31573 384 127 E - - - - -
41 31774 < 31619 156 51 E - 49 (39) 46 (29) 41 (35) -
42 31794 > 33647 1854 617 E, L - 50 (46) 47 (51) 42 (31) -
43 34251 < 33652 600 199 E, L 106 (39) 52 (68) 50 (71) 43 (72) 37 (72)
44 34263 > 34412 150 50 - 110 (24) 53 (67) 51 (63) 44 (76) 38 (81)
45 Ubg 34755 < 34399 357 118 - 35 (79) 54 (82) 52 (84) 45 (82) 39 (85)
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(continuacao)

ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
46 odv-ec43 34759 > 35796 1038 345 L 109 (32) 55 (56) 53 (58) 46 (69) 40 (65)
47 35802 > 35996 195 64 E, L - 56 (47) 54 (56) 47 (45) 41 (58)
48 39k 36735 < 35998 738 245 E, L 36 (35) 57 (46) 52 (44) 48 (51) 55 (41)
49 lef-11 37006 < 36725 282 93 E, L 37 (27) 58 (66) 53 (64) 49 (59) 56 (56)
50 p74 38984 < 36930 2055 684 E, L 138 (42) 60 (60) 58 (61) 51 (60) 46 (58)
51 39477 < 39037 441 146 E, L - - - - -
52 acetiltransferase 40061 < 39477 585 194 E, L - - - 56 (66) 48 (58)
hr-3
53 40493 < 40074 420 139 E, L - 62 (70) 60 (58) 55 (47) 49 (86)
54 p47 40537 > 41691 1155 384 E, L 40 (42) 68 (65) 61 (65) 56 (66) 50 (66)
55 bv-e31 41726 > 42373 648 215 E, L 38 (42) 69 (75) 62 (75) 57 (76) 51 (72)
hr-4
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(continuacao)

ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
56 p24 43109 > 43600 492 163 E, L 129 (32) 71 (61) 63 (64) 58 (56) 52 (63)
57 38.8kDa 44046 < 43621 426 141 - 13 (30) 73 (35) 65 (40) 62 (45) 54 (37)
58 lef-1 44734 < 44027 708 235 E 14 (31) 74 (59) 66 (59) 60 (63) 55 (59)
59 pif-1 44744 > 46297 1554 517 E, L 119 (36) 75 (60) 67 (60) 61 (58) 56 (59)
60 46302 > 46664 363 120 E, L - 70 (34) - - -
61 iap-3 46764 > 47558 795 264 L 27 (32) 17 (54) 16 (48) - 84 (50)
62 47604 > 47756 153 51 E, L - - - - -
63 47774 > 47977 204 67 E, L 150 (22) 79 (35) 70 (35) - 59 (38)
64 lef-6 48202 < 47959 244 74 E 28 (31) 80 (39) 71 (39) 65 (56) 60 (46)
65 Dbp 49058 < 48261 798 265 E, L 25 (22) 81 (46) 72 (44) 66 (50) 61 (48)
66 49295 < 49077 219 72 E, L - 82 (51) 73 (46) 70 (60) 62 (48)
67 49821 < 49237 585 194 L - 82 (27) 73 (27) 67 (41) 63 (34)




Tabela A.1 — Caracteristicas gerais do genoma de DsGV.

152

(continuacao)

ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
68 p48 49843 > 51015 1173 390 E, L 103 (33) 83 (70) 74 (68) 68 (73) 64 (69)
69 51042 > 51329 288 95 E, L 102 (26) 84 (50) 75 (49) 69 (50) 65 (40)
70 52145 < 51369 777 258 E - - - - -
71 p40 52377 > 53537 1161 386 E, L 101 (22) 85 (59) 76 (58) 70 (57) 66 (55)
72 p6.9 53545 > 53730 186 61 L - - - - -
73 lef-5 54467 < 53766 702 233 E, L 99 (42) 87 (68) 78 (68) 72 (71) 68 (66)
74 38 k 54417 > 55328 912 303 L 98 (39) 88 (60) 79 (59) 73 (73) 69 (66)
75 dutpase 55312 > 55782 471 156 E, L - - - - -
76 55779 > 56153 375 124 - - - - - -
77 odv-e28/pif-4 56657 < 56172 486 161 E, L 96 (35) 89 (62) 80 (64) 74 (61) 70 (55)
78 helicase-1 56641 > 60024 3384 1127 E, L 95 (26) 90 (52) 81 (52) 75 (57) 71 (54)
79 odv-e25 60680 < 60042 639 212 E, L 94 (37) 91 (69) 82 (69) 76 (68) 72 (70)
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ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF

(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
80 p18 61182 < 60700 483 160 E, L 93 (33) 92 (44) 83 (40) 77 (49) 73 (46)
81 p33 61197 > 61952 756 251 E, L 92 (36) 93 (66) 84 (64) 78 (67) 74 (66)
82 lef-4 63268 < 61949 1320 439 E, L 90 (32) 95 (54) 86 (52) 80 (57) 75 (55)
83 vp39 63282 > 64136 855 284 E, L 89 (33) 96 (60) 87 (62) 81 (63) 76 (61)
84 odv-e27 64187 > 64999 813 270 L 144 (31) 97 (61) 88 (61) 82 (64) 77 (55)

hr-5

85 66469 < 65435 1035 344 E, L - 99 (35) 90 (35) 83 (36) 78 (37)
86 66497 > 66691 195 64 E, L - 100 (50) 91 (51) 84 (50) 79 (60)
87 66698 > 66911 214 48 E, L 78 (42) 105 (63) 96 (60) 89 (73) 85 (44)
88 vif-1 66908 > 68023 1116 371 E, L 77 (34) 106 (73) 97 (74) 90 (77) 86 (67)
89 68046 > 68297 252 83 E, L 76 (26) 107 (67) 98 (65) 91 (70) 88 (68)
90 68312 > 68767 456 151 E, L 75 (28) 108 (57) 99 (58) 92 (63) 89 (63)
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(continuacao)

ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
91 69141 < 68797 345 114 E - 110 (26) 100 (23) - -
92 dna pol 72247 < 69170 3078 1025 E 65 (33) 111(65) 101(66) 93 (68) 90 (66)
93 desmoplakin 72222 > 73862 1641 546 E, L 66 (27) 112 (31) 102 (32) 98 (32) 91 (33)
hr-6
94 lef-3 75283 < 74216 1068 355 E, L 67 (24) 113 (35) 103 (38) 95 (45) 92 (43)
95 pif-6 75249 > 75635 387 128 E 68 (34) 114 (65) 104 (57) 96 (65) 93 (62)
96 75733 > 76215 483 160 E - 115 (38) 105 (33) 97 (39) 94 (33)
97 iap-5 76274 > 77068 795 264 E - 116 (62) 106 (59) 98 (57) 95 (57)
98 lef-9 77073 > 78551 1479 492 L 62 (53) 117 (73) 107 (72) 99 (75) 96 (73)
99 fp25k 78557 > 78997 441 146 E, L 61 (36) 118 (68) 108 (66) 100 (72) 97 (67)
100 80157 < 79024 1134 377 E - - - - -
101 80411 < 80160 252 83 E - - - - -
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ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV
Diregéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
102 82033 < 80522 1512 503 E - - - - -
103 dna ligase 83710 < 82073 1638 545 E - 120 (58) 110 (59) 102 (59) 99 (57)
104 83993 > 84307 315 104 L - 124 (55) 114 (56) 106 (49) 103 (55)
105 alk-exo 84380 > 85576 1197 398 E, L 133 (33) 125 (53) 115(53) 107 (64) 104 (56)
106 helicase-2 85479 > 86771 1293 430 E, L - 126 (59) 116 (54) 108 (59) 105 (52)
107 rr1 88632 < 86815 1818 605 E - 127 (54) - - -
108 rr2a 88731 > 89967 1237 348 L - 128 (57) - - -
109 gp64 90027 > 91544 1518 505 E 128 (74) - - - -
110 lef-8 94048 < 91547 2502 833 E, L 50 (48) 131 (69) 119 (67) 110 (70) 107 (68)
111 94072 > 94476 405 134 E, L 53 (36) 134 (67) 121 (69) 113 (68) 109 (63)
hr-7
112 95844 < 95035 810 269 E, L - 135(41)  122(29) 114(38) 110 (31)
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ORFs Nome Posigéo e Tamanho Tamanho Promotor AcMNPV CpGV CrleGV PiraGV ChocGV

Diregcéao (pb) (aa) (Eeloul) ORF ORF ORF ORF ORF
(%oidaa) (%idaa) (%idaa) (%idaa) (% id aa)
113 96211 < 96014 198 65 E, L - 136 (41) 123 (39) 115 (50) 111 (44)
114 lef-10 96192 > 96425 234 77 E, L 53a (38) 137 (52) 124 (56) 120 (61) 112 (55)
115 vp1054 96286 > 97269 984 327 E, L 54 (30) 138 (59) 125 (58) 116 (66) 113 (59)
116 me53 97493 > 98437 945 314 E 139 (27) 143 (52) 129 (47) 125 (52) 116 (46)

Nota: Posi¢ao, orientacdo transcricional e tamanho (em pares de base (pb) e aminoacidos (aa)) das 116 provaveis ORFs do genoma de DsGV. As ORFs
foram comparadas com seus possiveis homaologos no protétipo ACMNPV e em quatro GVs (CpGV, CrleGV, PiraGV e ChocGV) em termos do nimero
da ORF correspondente e porcentagem de identidade de aminoacidos (% id aa). ORFs unicas de DsGV estdo em vermelho; ORFs especificas de
GVs, em verde; ORFs comuns a todos baculovirus (“core genes”), em azul. Os motivos conservados do promotor precoce (E, “early”) e tardio (L,

“late”) localizados dentro de 200 pb “upstream” do cddon de inicio ATG estdo indicados na coluna ‘Promotor’. ‘E’ indica a presenga dos motivos

TATAW, TATAWTW e/ou TATAWAW e ‘L’, o motivo DTAAG (D = A, T ou G).



