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1. INTRODUCAO

Os baculovirus s@o os virus entomopatogénicos melhor estudados tanto do ponto
de vista biologico como molecular devido a seu potencial como agentes de controle
bioldgico e como vetores de expressdo de genes exdgenos. Atualmente existe um grande
interesse em se conhecer os mecanismos genéticos responsiveis pelas varia¢des na
especificidade e viruléncia destes patdgenos. A avaliacdo da diversidade, seja entre
diferentes tipos de baculovirus ou dentro de um mesmo isolado viral, tem revelado a
existéncia de uma grande variabilidade genética. A andlise desta variabilidade € uma
fonte de informagdo que pode ser utilizada para modificd-los e melhoréa-los
geneticamente.

O virus de poliedrose nuclear de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) tem sido
utilizado como inseticida viral en grandes areas do territorio Brasileiro para controlar a
lagarta da soja, A. gemmatalis. O monitoramento sistemético da variabilidade genética,
naturalmente encontrada em diferentes isolados de AgMNPV, constitue uma linha de
pesquisa essencial para o sucesso do programa de controle bioldgico. No presente
trabalho, variantes genotipicos de AgMNPV foram analisados, regides varidveis foram

detectadas, mapeadas e comparadas. Uma dessas regides foi detalhadamente analisada.



2. OBJETIVOS

O baculovirus de A. gemmatalis é utilizado como inseticida viral em grandes 4reas
do territdrio brasileiro. O monitoramento constante das variagdes naturalmente ocorridas
no seu genoma € indispensével para assegurar o sucesso do programa. Além disso, o
estudo da variabilidade genotipica pode evidenciar quais os mecanismos responsaveis pela
viruléncia e especifidade.

No presente trabalho foram analisados 18 variantes genéticos do AgMNPV. As
regides varidveis foram localizadas no genoma viral, cujo mapeamento foi estendido para
um total de 7 enzimas e 82 sitios de restricdio. Os objetivos foram:

1) Localizar as variagdes genotipicas de variantes do AgMNPV.

2) Avaliar a capacidade de replicagdo destes variantes genotipicos em dois tipos de
células de inseto em cultura.

3) Verificar a existéncia de correlagio entre variacdo genotipica e replicagdo viral.

4) Comparar a dindmica de diferenciagdo de dois isolados virais coletados em anos e
condicdes diferentes.

5) Analisar detalhadamente uma regido altamente varidvel no genoma viral a partir do

sequenciamento e comparacdo de dois variantes genotipicos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Baculovirus

Os baculovirus sdo virus altamente especificos que infectam artrépodes,
principalmente os insetos das ordens Lepidéptera, HimenOptera e Diptera. Mais de 600
espécies de insetos tém sido encontradas naturalmente infectadas por baculovirus.
Artrépodos das classes Crusticea (Summers, 1977; Machado, 1993) e Arachnida
(Crawford & Granados, 1982) também foram descritos apresentando infecgdes por
baculovirus. Geralmente cada tipo de baculovirus infecta somente uma tinica espécie de
inseto ou entdo espécies relacionadas. Poucos sdo os exemplos nos quais um tnico tipo
de baculovirus é capaz de infectar varios insetos pertencentes a diferentes familias (Pavan
et al., 1981; Groner, 1986). Esta alta especificidade tem permitido que os baculovirus
sejam considerados agentes de controle microbiano contra insetos-praga de interesse
agricola, principalmente os Lepidépteros (Tinsley, 1979; Alves, 1986; Moore ef al.,
1987). No entanto, a sua especificidade pode ser também motivo de critica por parte dos
agricultores, cujas plantagdes sdo infectadas por varios tipos de insetos. Assim sendo,
vérias pesquisas estdo sendo desenvolvidas para poder compreender quais s3o 0S
mecanismos genéticos que levam estes virus a terem uma maior ou menor especificidade
ou viruléncia. Uma forma répida de introduzir modificagbes genéticas que pudessem
aumentar o espectro e/ou velocidade de atuagdo dos baculovirus, é a utilizagdo da

3
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tecnologia do DNA recombinante e dos vetores de expressdo. O primeiro baculovirus,
assim modificado, expressou uma toxina de escorpido especifica para insetos (Carbonell
et al., 1988). Desde entio varias toxinas, horménios, e enzimas de inseto t€m sido
expressos em baculovirus (Bonning & Hammock, 1992). No entanto, a aplicagdo no

campo destes virus recombinantes € muito restrita pelas agéncias de controle ambiental.

3.1.1 Morfologia e Classificacao

Os baculovirus caracterizam-se por apresentar virions contendo um ou VAarios
nucleocapsideos em forma de bastdo, envoltos por uma membrana lipoprotéica ou
envelope. O tamanho do nucleocapsideo pode variar de 40 a 60 nm de didmetro e de
200 a 400 nm de comprimento (Matthews, 1982). O comprimento do capsideo pode se
estender para acomodar genomas maiores como aqueles de baculovirus recombinantes
carregando longos insertos (Fraser, 1986). Os precursores dos nucleocapsideos
consistem em longos capsideos com DNA, que sdo separados para formar o
nucleocapsideo tipico (Summers, 1971; Hughes, 1972). Os nucleocapsideos diferem
morfologicamente nas suas duas extremidades, sugerindo a existéncia de polaridade para
a orientacdo do mesmo durante as fases de fixacdo e penetragdo através do poro nuclear
(Summers, 1971; Kawamoto et al., 1977). O genoma dos baculovirus consiste em DNA
circular de dupla hélice que varia de 80 a 220 mil pares de bases (kpb) (Miller, 1984).

A familia Baculoviridae é subdividida em duas sub-familias (Francki et al., 1991):
1) Eubaculovirinae com dois genéros, nos quais os virions encontram-se oclusos num

cristal proteico ou corpo de inclusdo; os Virus de Poliedrose Nuclear (NPV do inglés
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Nuclear Polyhedrosis Virus) e os Virus de Granulose (GV do inglés Granulosis Virus),
2) Nudibaculovirinae com um tnico genero, NOV (do inglés Non-occluded Virus) no
qual os virions n3o sdo oclusos numa matriz protéica (Tabela 1).

Os NPVs podem ser subdivididos, dependendo do niimero de nucleocapsideos
por virion, em simples (SNPV) ou miltiplos (MNPV). Em ambos os casos, varios
virions encontram-se oclusos numa matriz protéica predominantemente constituida de
poliedrina (Vlak & Rohrmann, 1985). O tamanho dos NPVs varia de 0,5 a 15 pm de
didmetro (Bergold, 1963) e sdo facilmente visiveis ao microsc6pio optico. No caso dos
GVs geralmente um tGnico virion (excepcionalmente dois) contendo um Unico
nucleocapsideo encontra-se ocluso num corpo de inclusio ou granulo. O maior
componente do grinulo é a granulina com peso molecular e sequéncia de aminoécidos
semelhante a da poliedrina (Akiyoshi et al., 1984) . O tamanho das particulas virais €
muito menor variando de 150 a 300 nm de largura e 300 a 500 nm de comprimento
(Federici, 1986).

A homologia encontrada entre os Baculovirus indica que estes sdo genéticamente
relacionados (Smith & Summers, 1982). Rohrmann ef al. (1981) sugerem que os virus
do grupo Eubaculovirinae evoluiram com os seus hospedeiros. Devido & ocorréncia de
SNPVs nos insetos das ordens mais antigas e d¢ MNPVs e GVs nas ordens de insetos
mais recentemente evoluidas (Lepiddptera), foi sugerido que os MNPVs e GVs se
originaram a partir dos SNPVs (Rohrmann, 1986a). No entanto, trabalhos recentes

comparando sequéncia de nucleotideos e de aminodcidos do gene da poliedrina de 12 e



TABELA 1. Caracteristicas estruturais dos baculovirus.

Tipos de Virus Observagdes

DNA circular de X X X X
dupla hélice

) Caracteristicas
CapS{deo X X X X comuns
protéico da
Nucleocapsideo em X X X X familia
forma de bastio Baculoviridae
virion (nucleocapsideo X X X X
+ envelope)
N° de nucleocapsideos 1 1-9 1 1
por envelope
Virions oclusos X X X
cristal protéico
Ne virions por cristal varios vérios 1
protéico
Virions ndo X
oclusos
Género NPV GV NOV
Sub-familia Eubaculovirinae Nudibaculovirinae

SNPV = Virus de Poliedrose Nuclear do tipo Simples.
MNPV = Virus de Poliedrose Nuclear do tipo Muiltiplo.
GV = Virus de Granulose.

NOV = Virus nio Ocluso.
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18 baculovirus respectivamente, mostram que os SNPVs e MNPVs sio intimamente
relacionados € que um n3o poderia ter dado origem ao outro (Zanotto et al., 1993).

A nomenclatura dos baculovirus utiliza o0 nome da espécie do hospedeiro onde eles
foram originalmente isolados, seguido pela familia ou sub-familia a qual eles
correspondem. A comparagdo da filogenia de varios baculovirus com a filogenia dos
Lepiddpteros que eles infectam, demonstra que a sua histéria evolutiva ndo est4 em total
acordo com a organizacdo taxondmica dos lepidépteros (Zanotto ef al., 1993). Além
disso, varios estudos demonstram que os baculovirus encontram-se€ no campo como
populagbes genotipicamente heterogéneas. Portanto alguns baculovirus originalmente
isolados de diferentes hospedeiros, considerados inicialmente como virus distintos eram,
na realidade, variantes gendmicos do mesmo virus (Brown et al., 1984, 1985; Goto et
al., 1992). Diante destes fatos, existe uma necessidade em se achar uma melhor
classificacdo taxondmica dos baculovirus que leve em consideragdo caracteristicas

relevantes aos virus além do hospedeiro original e morfologia viral.

3.1.2 Ciclo de Infeccio Viral

O ciclo natural de infeccdo dos baculovirus da sub-familia Eubaculovirinae pode
ser dividida em infec¢do primdria e secundaria. A infecg¢do primdria inicia pela ingestdo
do virus ocluso (OV = Occluded virus) o qual é dissolvido pelas condicoes de alta
alcalinidade (pH 10.9) do intestino do inseto (Pritchett ez al., 1982). Os virions assim
liberados, denominados virus derivados do poliedro (PDV = polyhedra-derived virus)

(Volkman, 1986), passam através da membrana peritréfica, que € alterada por fatores
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presentes na matriz protéica (Derkson & Granados, 1988), entrando em contato com as
microvilosidades das células colunares do intestino. O envelope dos virions se funde
com a membrana plasmadtica na regido apical das microvilosidades (Kawanishi et al.,
1972; Granados, 1978) permitindo a entrada do nucleocapsideo dentro da célula. Os
nucleocapsideos seguem até o niicleo onde penetram através dos poros nucleares. Em
geral, nos GVs o capsideo fica no citoplasma e o DNA ¢ injetado dentro do nicleo
enquanto nos NPVs o DNA ¢ liberado do capsideo dentro do nicleo (Summers, 1971;
Granados, 1980; Wang & Kelly, 1985). Este processo ocorre de 1 a 4 horas apés
infec¢do (h.a.i.). A replicagdo do DNA viral e a montagem dos novos nucleocapsideos
ocorrem no nicleo, ocasionando a infec¢do primdria. Este processo ocorre nas primeiras
24 h ap6s infecgdo (Granados & Lawler, 1981).

A infecgdo secundaria comega quando os nucleocapsideos recém sintetizados
passam através do citoplasma das células colunares e saem pela regido basal para a
hemolinfa. Ao atravessar a membrana plasmadtica celular eles adquirem o envelope o
qual apresenta, em um dos pélos, uma modificag@o estrutural constituida pela presenga
de pequenos filamentos chamados peplomeros (Adams ef al., 1977). Estes virus
denominados Virus Extracelulares (ECV do inglés "Extracellular Virus), sdo responsaveis
pela infecgdo das células da hemolinfa e de outros tecidos do hospedeiro onde o processo
de infec¢do, anteriormente descrito, é repetido. Alternativamente, as células infectadas
da hemolinfa podem invadir os demais tecidos e transmitir a infec¢do por contato celular

(Keddie et al., 1989).
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Os nucleocapsideos montados nos niicleos dos diversos tecidos podem também
obter o envelope pela sintese de novo e serem oclusos na matriz protéica durante a fase
tardia da infeccdo. Este fendtipo viral € o responsdvel pela transmissdao horizontal,
causando infec¢do de larvas susceptiveis que ingerem o virus ocluso.

Existem diferencas seroldgicas e bioldgicas entre os dois tipos de virions: PDVs
e ECVs. Os ECVs contém uma glicoproteina de 64kDa (gp64) como um dos
componentes principais do envelope. Nos PDVs esta proteina € representada como uma
banda muito fraca nos géis de SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate - polyacrilamide gel
electroforesis). A proteina 64K é um componente dos peplomeros presentes nos ECVs
(Volkman, 1986). Os ECVs sdo altamente infecciosos quando inoculados na hemolinfa
ou em cultura de células de insetos, mas sdo pouco infecciosos quando introduzidos via
intestino do inseto. Em contraste, os PDVs sio altamente infecciosos no intestino do
inseto mas pouco infecciosos quando injetados diretamente na hemolinfa (Tanada &

Kaya, 1993). Os ECVs sdo utilizados para infectar células de inseto in vitro.

3.1.3 Organizagio Génica dos Baculovirus

O baculovirus mais extensivamente estudado é o MNPV de Autographa
californica (AcMNPV). Seu genoma, de 133.894 pb, foi completamente sequenciado
(Ayres et al., 1994) e um total de 154 quadros de leitura (ORF = "Open Reading
Frame") foram propostos segundo uma série de critérios. Existem quatro caracteristicas
gerais na organizagio génica dos baculovirus: 1) Os ORFs encontram-se muito préximos

no genoma, com excegdo das regides onde "regides homodlogas" (hr = "homologous
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regions”) aparecem (as hrs serdo discutidos posteriormente. 2) Os ORF estédo distribuidos
no genoma sem maiores superposicdes. Até o momento sao conhecidos s6 duas excegoes
(Guarino & Summers, 1988; Possee et al., 1991). 3) Os genes podem ser transcritos a
partir de ambas fitas do DNA (O’Reilly, 1992). 4) Genes transcritos em diferentes fases
da infeccdo viral encontram-se dispersos ao longo do genoma. Tem sido sugerido que
a distribuicdo de genes com transcri¢do temporal distinta, juntamente com as diferengas
nas direcdes dos genes, sejam importantes na regulagdo da expressdo génica dos
baculovirus (Friesen & Miller, 1985).

A funcdo e localizagdo de varios genes tém sido investigados por diversos autores.
A seguir serdo apresentados alguns exemplos de genes e suas funcdes. Estes serao
divididos em genes ndo essenciais, genes relacionados com oclusdo viral, genes
codificadores de proteinas estruturais, genes envolvidos na replicacdo do DNA viral,

genes relacionados com fungéo celular e genes reguladores (O’Reilly et al., 1994).

3.1.3.1 Genes Nio Essenciais

Alguns genes aparentemente s3o ndo essenciais, visto que, virus carregando
mutacdes no gene em questdo, sdo capazes de se replicarem in vivo e in vitro.
Provavelmente estes genes fornecem alguma vantagem durante a infecgdo viral. Entre
os genes caracterizados como ndo essenciais encontram-se o egf (O’Reilly & Miller,
1989), o pcna (Crawford & Miller, 1988; O’Reilly et al., 1989) e p10 (Kuzio et al.,
1984; Williams ez al., 1989). Estes genes tém sido bem estudados e apresentam

fendtipos caracteristicos.
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O produto do gene egt (ecdisterdide UDP-glicosil transferase) é secretado na
hemolinfa e tem a propriedade de transferir uma glicose para o horménio ecdisona,
responsavel pela muda dos insetos nos diferentes estdgios larvais. Desta maneira o virus
bloqueia o desenvolvimento normal do inseto. O pcna (proliferating-cell nuclear antigen)
estimula a replicagdo do DNA viral e a expressdo de genes tardios em cultura de células.
O pl0 sintetiza uma proteina muito abundante na fase tardia da infeccdo viral. Delecdo

deste gene evita a lise de células infectadas.

3.1.3.2 Genes Relacionados com Oclusdo Viral

Estes genes estdo envolvidos na formacdo do corpo de inclusdo dos baculovirus.
Entre eles encontram-se o polh (Smith et al., 1983), fp25 (Fraser et al., 1983) e p74
(Kuzio et al., 1989). Virus sem o gene da poliedrina (polh) funcional ndo sintetizam a
proteina principal da matriz protéica dos baculovirus e fenotipicamente sdo virus ndo
oclusos. Virus com mutagdes no gene fp25 ddo lugar ao fenétipo FP (Few Polyhedra =
poucos poliedros), comumente encontrado quando o virus é inoculado por vérias
passagens em cultura de células. Este fendmeno acontece quando um transposon da
célula de inseto € inserido no gene fp25 tornando-o ndo funcional. O gene p74 encontra-
se associado com o envelope dos virus oclusos e é importante na infec¢do viral no
intestino do inseto, durante a infec¢do priméaria. Os mutantes do p74 podem replicar-se
em cultura de células, mas os poliedros assim formados ndo infectam larvas infectadas

per os.
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3.1.3.3 Genes Codificadores de Proteinas Estruturais

Exemplos de genes que codificam proteinas estruturais do virion dos baculovirus
sdo vp39 (Thiem & Miller, 1989), que codifica a proteina principal do capsideo, gp64
(Whitford et al., 1989) e gp41 (Whitford & Faulkner, 1992; Liu & Maruniak, 1995).
O gene gp64 codifica a principal glicoproteina presente nos ECVs.  Anticorpos
especificos anti gp64, neutralizam a infectividade dos ECVs mas n3o modificam a
viruléncia dos PDV (Volkman & Goldsmith, 1985). Aparentemente os ECVs penetram
nas células através de endocitose mediada por receptores, enquanto que os PDVs entram
nas células colunares do intestino do inseto pela fusdo do envelope com a membrana
plasmatica. Portanto, é provavel que o gp64 esteja relacionado com a interagdo entre 0s
receptores celulares e os ECVs. O produto do gene gp4] é uma glicoproteina associada
com os virus oclusos. A sua localizacdo parece ser entre o envelope € o corpo de
inclusdo. Sua fungdo ndo esta totalmente definida, mas parece estar envolvido com a

oclusdo dos virions ou na infec¢do das células intestinais do hospedeiro.

3.1.3.4 Genes Envolvidos na Replicacdo do DNA Viral

Entre os genes envolvidos na replicagdo do DNA viral encontram-se o dnapol
(Tomalski et al., 1988) e hel (Lu & Carstens, 1991). O gene dnapol codifica uma
proteina muito parecida com a DNA Polimerase (DNA Pol) de outros virus. No caso dos
baculovirus, nio sé a DNA Pol sintetizada pelo virus € ativa, mas a produgédo de DNA
Pol do hospedeiro também é induzida (Miller et al., 1981). O gene hel codifica uma

proteina que tem homologia com outras proteinas que apresentam atividade de helicase.
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Estudos com mutantes de temperatura mostram que a inativagdo deste gene bloqueia a

replicagio do DNA.

3.1.3.5 Genes Relacionados com Fung¢io Celular

O melhor exemplo de um gene de baculovirus que altera a funcgdo celular
encontra-se no p35 (Friesen & Miller, 1987). Este gene bloqueia a apoptose (morte
celular programada) induzida pela célula hospedeira quando infectada. Desta maneira,
mutantes do p35 ndo conseguem infectar células de inseto porque a apoptose nao €

bloqueada e as células morrem antes do aparecimento de virus oclusos ou ECV.

3.1.3.6 Genes Reguladores

Virios genes tem sido descritos como genes reguladores. Entre eles encontram-se
os genes transcritos na fase precoce imediata (IE = Immediate early): /[E-O e JE-1. Estes
genes IE-0/IE-1 representam o tnico exemplo de genes "spliced” dentro dos baculovirus
(Chisholm & Henner, 1988). O [E-1 é capaz de transativar alguns promotores precoces

(Guarino & Summers, 1986a, 1987).

3.1.4 Expressao Génica nos Baculovirus

A expressdo génica nos baculovirus segue uma regulagdo em cascata com quatro
fases definidas (Carstens et al., 1979; Maruniak & Summers, 1981; Guarino &
Summers, 1986a) na qual os genes de cada fase dependem daqueles sintetizados na fase

anterior (Blissard & Rohrmann, 1990). As fases de transcri¢o sdo: 1) precoce imediata
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(PI); a sintese destas proteinas acontece nas duas primeiras h.a.i. 2) precoce tardia (PT);
a sintese destas proteinas acontece aproximadamente seis h.a.i. 3) tardia (T); de dez a
doze h. a.i. e 4) tardia hiperexpressa (TH); a partir das quinze h.a.i.

Geralmente os genes sdo transcritos somente durante uma destas fases, mas alguns
genes sdo transcritos por perfodos maiores. Durante as duas primeiras fases, 0s genes
necessarios para a replicacdo do DNA viral (entre outros) sdo expressos. A replicagdo
do DNA é necessdria para ativar a sintese dos genes tardios. As proteinas estruturais sao
principalmente sintetizadas na fase T,ocorrendo a liberagdo de particulas virais
infecciosas, enquanto na fase TH s3o sintetizadas as proteinas relacionadas com a
produgio do corpo de inclusdo ou matriz protéica. Tem sido proposto que este sistema
de transcricdo temporal estid relacionado com a regulacdo da expressdo génica nos

baculovirus (Friesen & Miller, 1985).

3.1.4.1 Transcri¢gio dos Genes Precoce Imediatos (PI)

Os genes precoce imediatos ("immediate early genes"), sdo totalmente
dependentes da RNA Pol II do hospedeiro para sua transcricio e, em geral, os
promotores destes genes sdo muito semelhantes aos promotores celulares (O’Reilly,
1992). Estes sd0 os dnicos genes que ndo precisam nenhum produto viral para a sua
transcricdo. O gene IE-1, representa um bom exemplo de gene PI capaz de transativar
genes PT (Guarino & Summers, 1986a; Chisholm & Henner, 1988). Por sua vez
observou-se que em ensaios de expressdo transiente, o gene /E-I tem um efeito

regulatorio negativo sobre outros genes PI (Carson et al., 1991a).
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3.1.4.2 Transcri¢do dos Genes Precoce Tardios (PT)

Os genes precoce tardioa ("delayed early genes"), precisam da sintese dos genes
precoce imediatos para serem transcritos. Eles s@o transcritos, pela RNA Pol II do
hospedeiro, antes da replicagdao do DNA viral. Assim sendo, a transcricdo dos mRNA
das fases precoces, é sensivel a a-amanitina, um inibidor da RNA Pol Il (Grula er al.,
1981).

Os promotores dos genes das fases Pl e PT, geralmente apresentam. o "TATA

box" "upstream" do sitio de iniciagdo da transcri¢do. Outra sequéncia motivo importante
¢ "CAGT", encontrada perto da regido de iniciacdo da transcricdo dos genes precoces
(Theilmann & Stewart, 1991). Esta sequéncia pode ser considerada como um bom

indicador dos genes virais que sdo transcritos nessa fase (Ayres et al., 1994). Um

exemplo de gene precoce tardio € o egt (O’Reilly & Miller, 1989).
3.1.4.3 Transcricao dos Genes Tardios (T)

Os genes tardios ("late genes") sdo expressos durante ou depois da replicacdo do
DNA viral, e sio dependentes do produto dos genes precoces (Thiem & Miller, 1989).
Eles codificam principalmente proteinas estruturais do virion. Esta fase se caracteriza
pela formagdo dos nucleocapsideos. O gene gp64 (Whitford ez al., 1989), que codifica
a principal proteina do capsideo, é expresso durante esta fase. O gene p74 (Kuzio et al.,

1989), e o gp4I (Liu & Maruniak, 1995) também sdo exemplos de genes tardios.
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3.1.4.4 Transcri¢io dos Genes Tardios Hiperexpressos (TH)

Os genes tardios hiperexpressos ("very late genes") estdo relacionados com o
processo de oclusdo viral. A expressdo destes genes comega aproximadamente 15 h.a.i.
e continua até 72 h.p.i. Exemplos tipicos desta classe de genes sdo o gene da poliedrina
(polh), que de 30 a 70 h.a.i sintetiza a proteina mais abundante na célula (Miller, 1988)
e o gene pl0 (Williams et al., 1989) cujo produto encontra-se tambem fazendo parte do
corpo de inclusdo.

Ambos os tipos de genes tardios (T e TH) sdo transcritos por uma RNA Pol
resistente a alfa-amanitina (Grula et al., 1981; Fuchs et al., 1983). Isto significa que
uma nova polimerase € codificada pelo virus, ou que o virus modifica a RNA polimerase
do hospedeiro. Esperava-se que a andlise direta do genoma viral esclareceria esta
questdo. No entanto, a comparagio detalhada do genoma totalmente sequenciado do
AcMNPYV ndo permitiu identificar nenhuma regido codificadora da polimerase. Portanto,
ou a RNA Pol sintetizada pelo virus é totalmente diferente das outras polimerases
conhecidas, ou o virus ndo codifica tal enzima e simplesmente modifica e utiliza a do
hospedeiro (Ayres et al., 1994). Também tem sido sugerido que os genes tardios
hiperexpressos poderiam ser sintetizados pela RNA Pol III modificada, ou mesmo
sintetizada pelo virus, a qual, no hospedeiro, é responsavel pela alta expressdo dos genes
tRNA (RNA transportador) e RNA ribossomal 5S (Zanotto et al., 1992).

A andlise dos promotores tardios mostra que a sequéncia motivo "TAAG" no sitio
de iniciacdo da transcri¢do (transcri¢do iniciando no primeiro A) é essencial para a

atividade promotora (Rohrmann, 1986b). O nucleotideo precedendo esta sequéncia
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influencia a expressdo dos genes, sendo "ATAAG" um promotor mais forte que
"TTAAG" ou "GTAAG" (Nissen & Friesen, 1989; O’Reilly, 1992). Nao € conhecido
o mecanismo que diferencia os genes T dos TH. A regido promotora deste tipo de genes
¢ muito similar, no entanto, os genes TH sao expressos muito tardiamente no processo
da infeccdo. Nao se tem encontrado evidéncias de sitios repressores para estes genes.
Acredita-se portanto que a diferenga seja devida a taxas de iniciagdo de transcrigdo

diferentes, ou a uma maior meia vida dos mRNA dos genes TH (Rohrmann, 1986b).

3.1.4.5 Regioes Homologas (hrs)

Uma caracteristica notdvel descrita até o momento em seis baculovirus, € a
presenca de regides homdlogas (hr = homologous regions) dispersas no genoma viral.
As hrs foram identificadas no AcMNPV como regides repetitivas ricas em sitios de
restricio da enzima EcoRI, apresentando homologia intragénica por andlise de
hibridiza¢do do DNA com outras regides do genoma. Inicialmente foram descritas cinco
destas regides denominadas hrl a hr5 (Cochran & Faulkner, 1983). O sequenciamento
dessas hrs revelou a presenca de sequéncias, de aproximadamente 91 nucleotideos,
repetidas de 2 a 8 vezes, apresentando uma palindrome imperfeita de 28 pares de bases
(pb) com o sitio EcoRI no meio (Guarino ez al.,1986). O tamanho das hrs no ACMNPV
varia de aproximadamente 400 a 800 pb representando a maior sequéncia separando 0s
ORFs num genoma com organiza¢do muito econdmica.

Devido a presenga conservada de hrs entre vérios isolados genéticos do

AcMNPV, e a sua distribuicdo ao longo do genoma Cochran & Faulkner (1983)
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sugeriram que se a replicacdo dos baculovirus ocorresse simultaneamente em vérias
regides, as hrs seriam 6timos candidatos a serem origens de replicagdo do DNA viral
(ORI).

Pearson et al. (1992) demonstraram que as regides hr do AcMNPV funcionam
como origens de duplicagdo do DNA. Eles quantificaram a replicacdo de diversos
plasmideos contendo a sequéncia completa e fragmentos deletados do hr5 e hr2 em
células de Spodoptera infectadas com AcMNPV. Para tal, células infectadas com o virus
sdo transfectadas, utilizando um plasmideo contendo a regido do DNA viral a ser testada
como possivel ORI. Apds 60 horas, o DNA viral e o plasmideo sdo extraidos e
submetidos a digestdo com a enzima de restricdo Dpnl a qual cliva exclusivamente sitios
totalmente metilados. Os plasmideos amplificados em bacteria (e utilizados na
transfeccdo) sdo metilados e digeridos pela endonuclease. No entanto, o plasmideo
replicado nas células de inseto ndo é metilado e ndo sofre digestdo. Os resultados
obtidos neste experimento demostraram que plasmideos portadores das regioes homélogas
se replicavam nestas condigdes. Também foi concluido que uma tnica sequéncia
palindromica € suficiente para obter replicagdio do plasmideo mas que a replicacdo
aumenta substancialmente quando a hr encontra-se completa. Isto significa que dentro
de uma hr especifica, o nimero de palindromes influencia a eficiéncia de replicacdo.
Resultados similares foram obtidos com outras hrs do AcMNPV (Kool et al., 1993a;
Leisy & Rohrmann, 1993).

Pearson & Rohrmann (1995) identificaram que uma das 8 hrs presentes em

Lymantria dispar MNPV (LAMNPYV) era constituida por dois dominios distintos. O nivel
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de replicagdo encontrado quando ambos os dominios foram inseridos juntos num
plasmideo foram altos, mas eles separadamente replicaram a niveis muito baixos.

No entanto, existem evidéncias mostrando que as hrs nio s3o as Unicas regides
responsaveis pela replicacdo do DNA viral (Lee & Krell, 1992, 1994; Kool et al.,
1993b, 1994a; Ahrens et al., 1995), e que nem todos as hrs precisam estar presentes no
genoma viral para que o virus consiga replicar-se em cultura de células (Rodems &
Friesen, 1993; Majima et al., 1993). Mutantes com a regido hr5 deletada foram capazes
de se replicar normalmente e produzir virus infecciosos em células de inseto, mostrando
que a perda de pelo menos uma hr ndo interfere na replicagio viral. Recentemente Kool
et al. (1994b), localizaram e identificaram outras regides no genoma viral do AcCMNPV
relacionadas com a replicacdo viral.

As regides hr também tém funcdo de "enhancers" de transcri¢do em AcMNPV.
Esta funcdo foi testada usando ensaios de expressio transitéria. Para tal, células
infectadas pelo virus foram transfectadas com plasmideos contendo marcadores de
expressdo onde as regides hr tinham sido clonadas (Guarino & Summers, 1986a,b). As
hrs estimulam a taxa de transcrigdo como um ativador cis, independente da posicdo e
orientagdo em relagdo ao gene transcrito (Guarino & Summers, 1986b; Guarino et al.,
1986), com uma Unica exce¢do na qual a sua posi¢do em relagdo ao promotor foi crucial
(Nissen & Friesen, 1989)

Vérios promotores precoces podem ser estimulados pela presenca de regides hr
como os genes p35 (Nissen & Friesen, 1989), p39 (Guarino & Summers, 1986b) e /E-N

(Carson et al., 1991a, b). Os promotores dos genes da fase precoce tardia podem ser
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estimulados exclusivamente pela regido hr, mas na presenga da proteina reguladora IE-1,
a transcri¢do € aumentada. No entanto as hrs ndo estimulam promotores da fase tardia,
sugerindo que a fungdo de "enhancer" é especifica do promotor (Nissen & Friesen,
1989).

Guarino & Dong (1991, 1994) identificaram, dentro da regido repetitiva do hr,
uma sequéncia na qual proteinas podem se ligar unicamente na presenca do gene
transativador /E-I1, aumentando a expressdo de genes da fase precoce tardia 300 vezes.
Os dados disponiveis sugerem que as regides homdlogas dos baculovirus podem
desempenhar a fungdo dupla de ativar promotores precoces e funcionar como regides de
origem de replicacdo do DNA.

Outros baculovirus tém sido descritos contendo regides hr no seu genoma. Sete
hrs encontradas em Bombyx mori NPV (BmNPV) foram sequenciadas e foi encontrada
uma alta homologia com as hrs de AcMNPV (Majima et al., 1993; Hashimoto et al.,
1994). A tnica hr sequenciada do baculovirus Orgyia pseudotsugata MNPV (OpMNPV)
consiste em sequéncias de 66 pb, repetidas em tandem 12 vezes (Theilmann & Stewart,
1992), e apresenta atividade de "enhancer” de transcricdo. As descricdes originais sobre
a presenga de hrs nos baculovirus LAMNPV (McClintock & Dougherty, 1988) e
Choristoneura fumiferana MNPV (CfMNPV) (Kuzio & Faulkner, 1984; Arif & Doerfler,
1984) foram baseadas no fato destas regides terem homologia com outras partes do

genoma viral em hibridizacdes DNA-DNA.
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3.1.5 Variantes Gendomicos

Os baculovirus encontram-se naturalmente como populaces heterogéneas de
genotipos virais (Maruniak et al., 1984; Shapiro et al., 1991). O estudo das variagdes
naturalmente ocorridas nestes isolados podem ser fundamentais na compreensio dos
mecanismos envolvidos com a patogenicidade e especificidade virais.

A anélise do perfil de restricdo do genoma viral, digerido com vérias enzimas,
tem sido utilizada para diagnosticar as relagdes entre os baculovirus. Virus cujos
fragmentos de DNA t&m mobilidades semelhantes nos géis de eletroforese podem ser
considerados aparentados; mobilidades muito diferentes, sugerem que os virus sdo
distantes. Este método tem servido para distinguir baculovirus proximos, como por
exemplo os virus de Autographa californica e Trichoplusia ni, que eram considerados
como sendo 0 mesmo virus por infectarem os mesmos hospedeiros (Miller & Drawes,
1978). Esta metodologia também tem sido ttil para identificar variantes gendomicos do
mesmo virus, que em alguns casos, foram isolados originalmente de hospedeiros
diferentes e classificados como virus distintos (Brown et al, 1984; Goto et al., 1992).

As vantagens de se utilizar a andlise de perfis de restricio na taxonomia dos
baculovirus sdo 1) o genoma total € investigado e ndo s6 os genes estruturais; 2) isolados
virais relacionados sdo determinados facilmente; 3) misturas de virus podem ser
reconhecidas e 4) mudangas no genoma devidas a insergdes ou delegdes podem ser
monitoradas (Bilimoria, 1986).

A localizacdo dos sitios de restricio no DNA viral € determinada pelos mapas

fisicos. Eles ajudam na interpretacdo dos perfis de restricdo, sdo utilizados para localizar
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mudancas no DNA de variantes genéticos (Goto et al., 1992; Smith & Crook, 1993) e

para identificar recombinagdes entre baculovirus préximos (Miller, 1986) ou entre
variantes genotipicos do mesmo virus (Croizier & Ribeiro, 1992).

A purificagdo em placa de isolados virais selvagens tem resultado na separacdo
de variantes genotipicos com perfis de restricio diferente, demonstrando a
heterogeneidade natural dos isolados virais (Lee & Miller, 1978; Maruniak et al., 1984;
Maruniak, 1989). Esta variabilidade tem sido detectada tanto em populacdes geogrificas
diferentes (Shapiro et al., 1991), como dentro de uma mesma regido (Cherry &
Summers, 1985).

Variagdo genética também pode ser obtida apds passagens seriadas em culturas
de células. Passagens sucessivas do ACMNPV em células t€ém causado o aparecimento
de mutantes denominados FP (few polyhedra), distinguiveis fenotipicamente pela reducdo
na producdo de poliedros e manutencdo da producdo dos ECV (Potter ef al., 1976). O
estudo comparativo de mutantes FP demonstrou que eles poderiam ter diversas mudangas
genotipicas, mas todos tinham DNA celular inserido no genoma viral (Fraser et al.,
1983). Além disso, a proteina expressa pelo gene fp25 ndo foi detectada nos mutantes
FP sugerindo, pela primeira vez, o envolvimento desta proteina com a produgdo dos
mutantes (Fraser ef al., 1983). Recentemente, Harrison & Summers (1995) observaram
que mutagdes no gene fp25 impedem a formacdo normal do envelope do virion assim
como a sua oclusdo. No entanto a proteina 25K ndo foi encontrada no envelope dos
PDVs ou ECV. Assim, foi sugerido que a esta proteina € requerida para a expressao dos

niveis normais da poliedrina e, que o fenétipo FP € causado pela expressdo de poliedrina



23

abaixo dos niveis necessarios para a oclusio viral completa (Harrison & Summers, 1995).
Também foram descritos mutantes FP originados pela inser¢do de transposons do
hospedeiro no genoma viral (Fraser et al., 1985).

A andlise e comparagio de variantes genéticos permitem identificar regides no
genoma onde ocorre maior variabilidade genotipica. Burand & Summers (1982)

_replicaram o clone AcMNPV-E2 por 30 vezes (passagens seriadas) em cultura de células

e localizaram duplicagdes do genoma viral nas regides homdlogas hr2 e hr3. Apoés
andlise de 35 isolados virais, 14 variantes genotipicos do AcMNPYV foram obtidos, € as
variacGes foram mapeadas no genoma (Brown et al., 1985). Insergdes de diversos
tamanhos de DNA foram novamente mapeadas em regides associadas com hrs.

Outros investigadores sugerem a existéncia de relagdo entre regides varidveis no
genoma dos baculovirus e a localizagdo de hrs. Arif & Doerfler (1984) e Kuzio &
Faulkner (1984) mostraram que inser¢cdes de aproximadamente 200 pb ocorriam em
algumas regides hr apés passagem do virus em larvas. Majima et al. (1993), comparando
as hrs do BmNPV com AcMNPV verificaram a existéncia de uma regido hr extra no
BmNPYV em posicdo invertida ao AcMNPV. Eles propuseram que um ancestral comum
tenha sofrido uma inversdo, quebra e ligacdo do DNA nessa regido. Os autores sugerem
ainda que duplicagdes ou delegdes de DNA ocorram mais frequentemente nas regides hr.
No entanto, até o presente, ndo existe um modelo explicando como a variacdo genotipica

estaria relacionada com as hrs em baculovirus.
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3.2  Virus de Poliedrose Nuclear de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV)

O AgMNPV tem sido amplamente utilizado como agente microbiano contra a
lagarta da soja, A. gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), o pior desfoliador das
plantacGes de soja. Este virus foi originalmente isolado em 1972 na regido de Campinas,
Brasil, a partir de lagartas de A. gemmatalis infectadas (Allen & Knell, 1977).
Posteriormente este virus foi isolado de outras regides do Brasil (Carner & Turnipseed,
1977; Corso et al., 1977).

Estudos preliminares mostraram que este virus tinha grande potencial como
inseticida viral para controlar lagartas de A. gemmatalis (Carner & Turnipseed, 1977;
Moscardi et al., 1981). A partir de 1979, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (EMBRAPA), iniciou um programa de desenvolvimento do AgMNPV
como agente microbiano. Atualmente este virus é aplicado em mais de 1 milhdo de
hectares de soja por ano representando um dos programas de controle microbiano mais
bem sucedidos do mundo (Moscardi & Sosa-Gomez, 1992). Nos Estados Unidos, este
virus foi testado em pequenas reas, e seu impacto no manejo integrado de pragas tem
sido avaliado com bons resultados (Funderburk ez al., 1992). Uma tnica aplicagdo viral
foi suficiente para controlar a populagdo de insetos durante uma estac@o, sendo que a
aplicagdo foi feita quando a populago larval atingiu a metade da densidade considerada
limiar de dano econdémico.

A infecgio do AgMNPYV foi testada em vérios hospedeiros alternativos (Carner
et al., 1979; Pavan et‘al., 1981), mostrando a necessidade da aplicagdo de altas doses

para obtencdo de mortalidade larval. Através do processo de passagens seriadas em
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larvas de Diatraea saccharalis, Pavan & Ribeiro (1989) conseguiram aumentar a
viruléncia contra esse hospedeiro sem afetar a viruléncia contra A. gemmatalis.

A estabilidade termal do AgMNPYV foi maior que aquela obtida para o NPV de
Trichoplusia ni (TnMNPV) e o GV de Diatraea saccharalis (DsGV), apds terem sido
submetidos a temperaturas variando de 40 a 100°C, por diversos intervalos de tempo
(Ribeiro & Pavan, 1994a). No entanto, a temperatura ideal de producio de AgMNPV
in vivo, utilizando-se para tal, larvas do hospedeiro alternativo D. saccharalis, é de 28°C.
Uma redugdo dréstica na producdo € observada abaixo de 26 e acima de 30°C (Ribeiro
& Pavan, 1994b).

Para o estudo molecular dos virus, foi estabelecida uma cultura de células a partir
de embrides de A. gemmatalis (Sieburth & Maruniak, 1988a). A replicagdo do
AgMNPV, AcMNPV e o0 MNPV de Spodoptera frugiperda (STMNPV) foi testada nas
células UFL-AG-286. Observou-se que as células foram suscetiveis a infeccdo pelo
AgMNPV e AcMNPV, enquanto uma baixa taxa de replicagio do DNA do STMNPV foi
detectada (Sieburth & Maruniak, 1988b).

O isolado viral, originalmente obtido de larvas de A. gemmatalis infectadas, foi
purificado em placa, e seis variantes gendmicos distinguiveis pelo perfil de restricao do
DNA foram obtidos (Maruniak, 1989). Um desses variantes genéticos, representando
40% dos variantes obtidos (AgMNPV-2D), foi considerado o protétipo do baculovirus
de Anticarsia.

O mapa fisico do AgMNPV-2D foi construido para 5 enzimas de restricdo. A

localizag@o do gene da poliedrina do AgMNPV-2D foi determinada utilizando-se o gene
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da poliedrina do AcMNPV como sonda (Johnson & Maruniak, 1989). A orientacdo do

mapa gendmico seguiu as recomendacdes descritas para baculovirus (Vlak & Smith,
1982), de maneira a linearizar o genoma entre o fragmento HindIII-G (onde se encontra
o gene da poliedrina) e o fragmento HindIII-M. O mapeamento adicional do genoma
com 2 enzimas de restricdo, leva a um total de 82 sitios de restricdo mapeados num
genoma de aproximadamente 133 Kpb (Maruniak et al., em preparagio).

O sequenciamento do gene e regido promotora da poliedrina do AgMNPV-2D
(Zanotto et al., 1992), permitiu a comparacdo deste com outros baculovirus. A éarvore
filogenética baseada no gene da poliedrina revelou que a historia evolutiva dos insetos
hospedeiros e dos baculovirus ndo estd em total, alertando uma vez mais sobre os

problemas existentes com a nomenclatura atual.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Virus

Virias preparagbes de AgMNPV foram utilizadas no presente trabalho. Duas
preparagdes obtidas de larvas de A. gemmatalis (lagarta da soja) infectadas no campo:
1) AgMNPV-"79, obtida originalmente em 1972 de larvas infectadas em Campinas (Allen
& Knell, 1977), que foi subsequentemente aplicada em campo experimental em 1979 na
Flérida, USA. 2) AgMNPV-’85, preparacdo viral da EMBRAPA do baculovirus de
Anticarsia do ano de 1985. Além desses, os seguintes isolados virais, purificados em
placa (isolados virais geneticamente homogéneos), foram utilizados: 1) AgMNPV-2D,
considerado o protdtipo do baculovirus de A. gemmatalis (Johnson & Maruniak, 1989)
por representar 40% dos isolados purificados em placa a partir da preparagdo viral
AgMNPV-"79. 2) AgMNPV-D7, virus purificado em placa a partir de uma preparacao
viral de AgMNPV que foi previamente passada no hospedeiro alternativo Diatraea

saccharalis por vinte geracdes (Pavan & Ribeiro, 1989).
4.2  Insetos

Larvas de A. gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e larvas de Diatraea saccharalis
(Lepidéptera:Piralidae) gentilmente cedidas pelos laboratérios do USDA em Gainesville
e Canal Point, Florida respectivamente.
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4.3 Células de Inseto

Culturas continuas de células de Spodoptera frugiperda, IPLB-SF-21AE (Vaughn
et al., 1977) e um clone isolado destas células, SF-9 (Luckow & Summers, 1988), foram
mantidas no meio TC-100 (Life Technologies/Gibco BRL). Células de Trichoplusia ni,
TN-368 (Hink, 1970) e de A. gemmatalis, UFL-AG-286 (Sieburth & Maruniak, 1988a)
foram também utilizadas e mantidas em meio TC-100. Dez por cento de soro fetal
bovino e 50 mg/l de gentamicina foram adicionados aos meios de cultura. Os detalhes
relativos ao nimero de células semeadas e o procedimento utilizado para manutengio

destas culturas encontram-se descritos nos Apéndices 1 e 2, respectivamente.

4.4 Bactérias

As seguintes linhagens de Escherichia coli foram utilizadas para serem
transformadas com plasmideos contendo os clones de interesse: DHS5-o e JM-109

(Promega, Corp.).

4.5 Plasmideos

Os seguintes plasmideos da série pGEM (Promega, Corp.) foram utilizados para
clonagem do DNA gendmico do AgMNPV: pGEM-3Z, pGEM-5Zf(+) and pGEM-

TZE(+).

4.6 Infeccao Viral de Larvas e de Células de Inseto
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As larvas foram infectadas per os utilizando-se poliedros, ou, por meio de injegdo
intra-hemocélica utilizando-se o virus extracelular (ECV = extracellular virus). Apoés
alguns dias as larvas apresentaram sintomas tipicos de infec¢do (flacidez, coloracdo
leitosa, parada de alimentagio e de movimento), morrendo aproximadamente uma semana
apos infeccdo. Larvas infectadas foram coletadas para posterior purificacdo viral (dos
poliedros) e/ou extracdo do DNA viral.

As células de inseto foram infectadas adicionando ECV ao meio de cultura em
contato direto com as células ou diretamente, introduzindo o DNA viral dentro das
células (tranfeccdo) (Summers & Smith, 1987). Vinte e quatro h apds a infeccdo, o
ndcleo das células infectadas comecaram a apresentar sinais de hipertrofia € 48 h apds
infecc@o os poliedros foram facilmente detectados no nicleo, com auxilio de microscopio

optico (Figuras 1 e 2).

4.7  Purificacdo de Poliedros a Partir de Larvas Infectadas

As larvas infectadas foram maceradas num tampao de homogenizacdo contendo
acido ascorbico para evitar a melanizagdo do material. Apds filtragem, o material foi
centrifugado em centrifuga refrigerada. O precipitado foi ressuspendido e centrifugado
num gradiente continuo de sacarose (40 %-63 %) para eliminar material celular (Maruniak,
1986). A banda contendo os poliedros, localizada aproximadamente no tergo inferior do
tubo (Figura 3), foi recuperada e a concentragio de poliedros foi estimada (Apendice 3).
Parte dos poliedros foi utilizada na infeccdo de outras larvas e parte foi utilizada para

extracdo de DNA viral.
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FIGURA 1. Células de Spodoptera frugiperda (SF-9). (A) Nao infectadas e (B)
infectadas com baculovirus 48 horas apds inocula¢do viral. Aumento: 400 x
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FIGURA 2. Células de Trichoplusia ni (TN-368). (A) Nao infectadas e (B) infectadas
com baculovirus 48 horas ap6s inoculacdo viral. Aumento: 400 x.



FIGURA 3. Purificacdo de poliedros em gradiente de sacarose. Banda formada no terco
inferior do tubo corresponde a poliedros.
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4.8  Extracio do DNA Viral a Partir de Poliedros

Os poliedros purificados foram tratados com uma solugdo alcalina diluida (DAS
= diluted alkaline saline) (Summers & Smith, 1975) que dissolveu o poliedro liberando
0s virions intactos que, purificados desta maneira, denominam-se virions liberados pela
solugdo alcalina (ARV = "Alkali-Released Virions"). Os ARV foram recuperados por
bandeamento em gradiente continuo de sacarose (40%-56%) centrifugado a 80.000x g
(Maruniak, 1986). A poliedrina soliivel permaneceu na regido superior do gradiente
enquanto os ARV bandearam diferentemente, dependendo do nimero de nucleocapsideos
por envelope (Figura 4). As bandas contendo os ARV foram recuperadas do gradiente
e a sacarose foi removida. O envelope dos virions e a proteina dos nucleocapsideos
foram digeridos. O DNA viral foi extraido utilizando-se fenol e éter. Finalmente o
DNA foi dialisado em tampao Tris-EDTA (TE) por dois dias. A concentracio de DNA

foi medida através da absorbdncia a 260 nm em espectrofotdmetro (Apéndice 4).

4.9  Purificacdo de Virus Extracelular (ECV) a Partir de Culturas Infectadas

Células de inseto infectadas foram coletadas trés dias apdés a infecgdo e
centrifugadas a 70x g para separar as células do sobrenadante contendo o virus
extracelular (ECV). O ECV foi titulado (Knudson, 1979) e, quando a titulagdo viral foi
baixa, o ECV foi concentrado através de centrifugacio em tubos estéreis em centrifuga

refrigerada (Apéndice 5).
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FIGURA 4. Bandeamento em gradiente de sacarose dos virions contendo diferente
nimero de nucleocapsideos por envelope.
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4.10 Titulacdo Viral Através do Método da Diluicdo Final

Os baculovirus foram titulados utilizando-se o método "end point dilution”
adaptado para baculovirus por Knudson (1979). Primeiramente diluices seriadas dos
virus foram preparadas (10" a 10%). Células de inseto foram semeadas em placa com
96 cavidades colocando 0,05 ml por cavidade com a concentracdo de células necessérias
(ver Apéndice 1). A seguir, 0,1 ml da diluigdo viral foi adicionada em cada cavidade.
Um total de 10 cavidades foram infectadas com a mesma dilui¢cdo viral. Ap0s infectar
as células com as 8 dilui¢Ges virais, as cavidades foram cobertas com 6leo mineral estéril
para evitar evaporagdo do meio de cultura. As placas foram incubadas a 26°C por sete
dias e o nimero de cavidades contendo células infectadas foi determinado observando as
células em microscopio dptico. Para determinar o titulo viral expressado em Dose
Infecciosa de Cultura de Tecido 50% (TCID,, = Tissue Culture Infeccious Dose 50%)
foi feito o seguinte calculo: TCIDy, = maior diluicdo em que as 10 cavidades foram
infectadas (com o expoente positivo ex. 10%) x 10 elevado & fragdo do ndmero de células
infectadas dividido por 10 (ex 10%%) x 10°° (constante) x 10' para ter o resultado em ml
(devido ao fato de que o volume do indculo viral foi s6 0,1 ml). Detalhes deste

procedimento, acompanhado com exemplos de titulagoes, encontram-se no Apéndice 6.
4.11 Extracio do DNA Viral a Partir de Células Infectadas (Microextragio)

O DNA viral foi micro-extraido de células infectadas utilizando-se o protocolo
modificado a partir do apresentado pof Maruniak et al. (1984). Células foram semeadas

em placa com 24 cavidades e infectadas com o virus de interesse como indicado no
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Apéndice 1. Trés dias apds a inoculagio, as células e o meio de cultura de cada uma das
cavidade foram recuperados individualmente e centrifugados em microcentrifuga a 13.000
rpm, de maneira a precipitar tanto as células infectadas como os ECVs. As membranas
celulares e o envelope dos virions foram lisados com SDS, e o DNA cromossomal
descartado antes de digerir a proteina dos capsideos com proteinase K. O DNA foi entdo
extraido com fenol e éter e posteriormente precipitado com etanol (Apéndice 7). O DNA
extraido desta maneira foi digerido com enzima de restri¢do e as bandas resultantes foram
separadas em gel de agarose contendo brometo de etidio. Os fragmentos de DNA foram

examinadas sob luz ultravioleta (UV).

4.12 Construciao da Biblioteca Gendomica do AgMNPV-2D

O genoma do isolado viral AgMNPV-2D foi clonado na sua totalidade no
plasmideo pGEM-3Z. Para tal, o método do "shot gun" foi utilizado (Sambrook et al.,
1989). O genoma viral do AgMNPV-2D e o plasmideo foram digeridos com a enzima
de restricio HindIIl. As digestdes foram verificadas correndo-se uma aliquota do
material em gel de agarose. O DNA foi precipitado com etanol e ressuspendido no
volume desejado de dgua, de maneira a se ter quatro vezes mais terminagdes digeridas
do DNA viral do que do plasmideo. A ligagdo foi feita por 4 h. a temperatura ambiente
com a enzima Ligase (New England Biolabs). Depois, a enzima foi inativada a 65°C por
10 min. Este DNA foi diluido em 4gua esterilizada na proporgdo 1:1, 5 ul da solugdo

diluida foram utilizados para transformar bactérias (E. coli DHS5¢).
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A transformacdo foi feita seguindo o protocolo bésico fornecido com as células
competentes pela companhia Gibco/BRL, com pequenas modificagdes (Apéndice 8).
Ap6s transformagio, 100 ul de células de E. coli foram plaqueadas em meio LB (Luria
Broth) contendo 100 pg/ml de ampicilina, de maneira a permitir o crescimento somente
daquelas bactérias contendo o plasmideo que confere resisténcia ao antibiético. Também
foi adicionado ao meio 20 ug/ml de X-gal. Dois tipos de colonias foram obtidas: a)
colOnias azuis representando células com o plasmideo intacto ou religado, nas quais ha
expressdo do gene f3-galactosidase e b) coldnias brancas cujo gene da B-galactosidase
encontra-se interrompido provdvelmente pelo fragmento de DNA clonado.

Para verificar qual fragmento do genoma viral foi clonado, o DNA do plasmideo
foi extraido das células bacterianas utilizando-se procedimentos modificados a partir dos
métodos descritos por Sambrook ez al. (1989) para mini preparagdes de DNA (Apéndices
9 e 10). Um grande nimero de coldnias brancas foi analisado. O DNA dos plasmideos,
o DNA gendmico do AgMNPV e o plasmideo intacto (como controle), foram digeridos
com HindIIl e separados em gel agarose, por eletroforese. Os fragmentos clonados
foram primeiramente reconhecidos pela migragdo no gel em comparacdo com o0S
diferentes fragmentos do genoma total digerido com a mesma enzima. Posteriormente
a identidade destes fragmentos foi confirmada utilizando outras enzimas de restri¢do
previamente mapeadas no genoma do AgMNPV (Johnson & Maruniak, 1989) cujos sitios
de restricdo, sendo conhecidos, permitiram prognosticar qual seria o perfil esperado.

Outro procedimento utilizado para a identificag@o de clones recombinantes foi a

hibridizacdo in situ de coldnias (Sambrook er al, 1989). Para tal, somente colOnias
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brancas foram transferidas a duas diferentes placas com meio LB e ampicilina, utilizando
palitos de dentes estéreis. A posi¢do de cada coldnia foi cuidadosamente marcada com
ajuda de um "colony grid". Apés crescimento das coldnias durante 16 h & 37°C, uma
destas placas (considerada a placa "master") foi guardada a 4°C. A segunda placa foi
utilizada para transferir as colonias a uma membrana de nylon (Zeta-Probe, Bio Rad).
As colonias na membrana foram lisadas, o DNA liberado foi desnaturado com uma
solugdo bésica e entdo fixado como descrito no Apendice 11. Esta membrana foi
posteriormente  hibridizada com diferentes sondas radioativamente marcadas
correspondente a fragmentos do genoma viral digeridos com HindIlI. O método de
hibridizacao utilizado foi aquele recomendado para a membrana de nylon Zeta Probe (Bio
Rad) (Apéndice 12). As coldnias que apresentaram sinal positivo foram crescidas a partir
da placa "master”, o DNA foi extraido e analisado como explicado anteriormente. A
mesma membrana foi utilizada para hibridizar varias sondas. Apds a exposigdo da
membrana num filme de raios X, ela foi desibridizada, como descrito no Apéndice 13,
e reutilizada. As sondas consistiram de fragmentos do genoma viral que nio foram
clonados anteriormente, cujo DNA foi extraido diretamente do gel de agarose (Apéndice
14).

Finalmente fragmentos do genoma viral que ni3o foram clonados utilizando o
método do "shot gun", foram clonados individualmente extraindo-se o fragmento digerido
do gel de agarose, como indicado no Apéndice 14. O DNA do plasmideo também foi
digerido com a mesma enzima de restricdo, corrido em gel de agarose e a banda foi

colocada no mesmo tubo que o fragmento a ser clonado de maneira a extrair ambos
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fragmentos do gel simultaneamente. O procedimento de ligagdo, transformagédo celular

e triagem dos clones obtidos foram os mesmos descritos anteriormente.

4.13 Marcaciao Radioativa do DNA Viral

Dois métodos foram utilizados para marcar o DNA com o nucleotideo radioativo
a->*P (Sambrook et al., 1989). O primeiro foi "nick-translation”, no qual o DNA foi
submetido a agdo da enzima DNAse que introduz nicks aleatoriamente ao longo da
molécula de DNA. Ao mesmo tempo a agdo da DNA Polimerase | repara os "nicks"
encontrados utilizando os nucleotideos presentes no meio, dos quais um, o «->*P-dATP
neste caso, era radioativo (Apéndice 15). Este método foi utilizado para marcar as
sondas.

O segundo método de marcagdo foi o "endlabeling", para o qual foi utilizada a
enzima Klenow que conserva a atividade exonucleolitica 3’-5’ da polimerase I mas
perdeu a atividade exonucleolitica 5’-3’. Assim, esta enzima foi utilizada para sintetizar

as extremidades da molécula de DNA ap6s digestio com enzimas de restrigio (Apéndice

16). Novamente o nucleotideo marcado foi o a-**P-dATP.

4.14 Construcio do Mapa Fisico do Genoma do AgMNPYV com Pstl e Smal

Os métodos utilizados para 0 mapeamento do genoma viral com Pstl e Smal
foram aqueles descritos por Maruniak et al. (1984) e Johnson e Maruniak (1989).
Utilizando-se os clones da biblioteca genomica do AgMNPV-2D, os fragmentos

clonados foram submetidos a digestdes duplas: com a enzima utilizada na clonagem
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(HindIII) e a enzima a ser mapeada (Pstl ou Smal) respectivamente. Os fragmentos
foram marcados radioativamente pelo método "end-labeling” (Apéndice 16). Apés
eletroforese o gel foi seco a vacuo, a 80°C por uma hora, e exposto a filme de raios X.
A mobilidade dos fragmentos foi comparada com a mobilidade dos fragmentos obtidos
quando o genoma total foi digerido com as duas enzimas separadas e simultaneamente.
Esta triagem preliminar permitiu obter as seguintes informagdes: a) quais os fragmentos
HindIIl que n3o continham nenhum sitio de restricdo da enzima a ser mapeada. Neste
caso os fragmentos ndo sendo digeridos pela segunda enzima apresentaram a mesma
mobilidade que o fragmento correspondente no genoma viral digerido somente com
HindIIl; b) quais os fragmentos HindIIl que continham sitios de restricdo da segunda
enzima. Neste caso os fragmentos HindIll foram digeridos pela segunda enzima dando
lugar a um nimero n de bandas. Quando o niimero de bandas obtidas foi de 3 ou mais,
n-2 corresponderam a fragmentos inteiros obtidos com a segunda enzima. A mobilidade
foi entdo comparada com a dos fragmentos obtidos quando o DNA gendémico foi digerido
somente com esta segunda enzima. A obtengdo de 2 bandas correspondeu a existéncia de
somente um sitio de restrigio. Nesse caso os fragmentos ndo apareceram nas digestdes
simples do genoma total mas sim na digestdo dupla.

O tamanho preciso dos fragmentos foi estimado utilizando um digitador € um
programa de computador. O digitador permitiu medir a distdncia de migragdo das bandas
de DNA, em milimetros, a partir de um ponto arbitrariamente elegido como ponto de
inicio. O programa "Southern Job" (Southern, 1979) comparou entdo a migragio dos

fragmentos em comparagao com os fragmentos do marcador (A HindIII) cujos tamanhos
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eram conhecidos. Esta informacéo foi imprescindivel para a obtencdo da ordem correta
de todos os fragmentos a serem mapeados. Finalmente o tamanho (medido pelo menos
de trés diferentes géis) e a ordem de todos os fragmentos foram computados pelo método
do quadrado minimo (Schroeder & Blattner, 1978).

Nos casos em que ndo foi possivel estimar com alta precisdo o tamanho dos
fragmentos obtidos com as duas enzimas utilizadas, foram feitas digestdes extras com
outras enzimas cujos sitios de restricio foram previamente mapeadas (Johnson &

Maruniak 1989).

4.15 Southern Blots

Fragmentos de DNA separados em géis de agarose foram transferidos a
membranas de nylon (Zeta Probe - Bio Rad), utilizando o método alcalino recomendado
para esta membrana (Apendice 17). Este procedimento comumente conhecido como

Southern Blot (Southern, 1975) foi utilizado durante a analise dos variantes gendmicos

virais do AgMNPV.

4.16 Mapeamento das Regides Varidveis do Genoma do AgMNPV

Foram mapeadas as regides varidveis de isolados gendmicos do AgMNPV,
obtidos previamente pelo método de purificacdo em placa descrito por Maruniak et al.
(1984). Um total de 18 variantes gendmicos forammapeados. Seis provenientes da
preparagdo viral AgMNPV-’79 (Maruniak, 1989) e onze provenientes da preparacao viral

AgMNPV-’85, foram obtidos apds digestdo com as enzimas HindlIl e Pstl (Maruniak,
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1992). Apés digestdo, o DNA foi corrido em gel de agarose 0.75% e transferido para

membranas de nylon. Diversos clones da biblioteca gendmica do AgMNPV-2D foram
utilizados como sondas para determinar a composi¢cao dos fragmentos novos nos diversos
variantes. O tamanho dos fragmentos de cada variante gendmico foi estimado com o
programa "Southern Job" (Southern, 1979) e comparado com o prot6tipo do AgMNPV,
0 AgMNPV-2D, cujo genoma foi mapeado com estas duas enzimas. Foram mapeadas
as regides de cada isolado genético, apresentando varia¢do em comparagdo com O
genoma do AgMNPV-2D. Finalmente os perfis de restricio do isolado gendmico
AgMNPV-D7 digerido com BamHI, EcoRI, HindIIl, Pstl ¢ Smal também foram
comparados com os perfis do AgMNPV-2D e as variagdes foram localizadas no mapa

fisico do genoma do AgMNPV-2D.

4.17 Andlise da Divergéncia Genomica dos Variantes Genéticos do AgMNPV

A andlise da divergéncia dos variantes gendmicos do AgMNPV, foi baseada nas
modificagGes encontradas nos sitios de restricdo das enzimas HindlIII e Pstl (aparecimento
de novos sitios e/ou perda de sitios de restri¢do presentes no AgMNPV-2D), assim como
nos dados de insercoes e delecGes de DNA. Para tal, os dados de presenca ou auséncia
de sitios de restrigao foram convertidos num grupo de caracteres binarios, enquanto 0s
dados de insergdes e delegdes de DNA foram convertidos num grupo ndo ordenado de
miltiplos caracteres (unordered multistate characters). O programa RADPLOT foi
utilizado para criar a matriz de distincia, utilizando a combinagdo dos caracteres acima

mencionados (Kambhampati et
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al., 1992). A analise da divergéncia foi realizada utilizando o método do "Neighbor-

Joining" (NJ), e o fenograma foi gerado usando o pacote MEGA (Kumar et al., 1993).

4.18 Avaliacido da Capacidade de Replicacio dos Isolados Genéticos In Vitro

A atividade bioldgica dos isolados genéticos foi analisada em cultura de células.
Os 18 variantes genotipicos obtidos das preparacdes de campo de 1979 e 1985 assim
como o variante AgMNPV-D7, foram utilizados para infectar, com o MOI (multiplicity
of infection = multiplicidade de infecgio) de 0.4, células IPLB-SF-21AE em frascos de
25 cm? na densidade de 5x10° células em 5 ml totais. Apds 48 h o sobrenadante
contendo virus extracelulares (ECV) foi coletado e titulado, em triplicata, em placas com
96 cavidades (Apéndice 6) nas mesmas células de Spodoptera, como descrito por
Danyluk & Maruniak (1987). O isolado viral AgMNPV-D7 foi titulado nas células de
Spodoptera, SF9. As células de A. gammatalis, UFL-AG-286, também foram utilizadas
na titulagdo dos ECV dos 18 variantes genéticos do AgMNPV. Estas células foram
semeadas na concentragio de 3x10° células/ml e 100 pl desta suspencdo celular foi
aliquotada por cavidade como recomendado por Sieburth & Maruniak (1988b). A
replicagdo viral foi avaliada pela presenca de poliedros nas células inoculadas. O valor
do TCID,, foi considerado como indicativo da viruléncia dos isolados genéticos in vitro,
uma vez que ela reflete a capacidade replicativa através da quantidade de particulas virais

infecciosas presentes no meio.
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4.19 Clonagem de uma Regido Variavel do AgMNPV-2D e AgMNPV-D7

Os fragmentos HindIII-F dos isolados genéticos AgMNPV-2D e AgMNPV-D7
foram clonados no plasmideo pGEM-3Z (Promega, Corp) usando-se os métodos
convencionais (Sambrook et al, 1989). Foram feitas subclonagens adicionais para

localizar especificamente o sitio varidvel dentro dos fragmentos HindIII-F.

4.20 Sequenciamento de uma Regidao Varidvel do Genoma do AgMNPV

A regido altamente varidvel dos isolados AgMNPV-2D e AgMNPV-D7 foi
especificamente localizada no fragmento PstI-T (dentro do fragmento HindIll-F) e
subclonada nos plasmideos pGEM-5Zf(+) e pGEM-7Zf(+) que permitem que o0
sequenciamento seja feito com "template” de fita simples ou dupla (Promega, Corp).
Foram gerados clones com delegcdes superpostas com a enzima Exonuclease III
utilizando-se um protocolo modificado a partir daquele recomendado pela Promega,
Corp. (Apéndice 18). Os clones assim gerados foram utilizados para transformar as
linhagens de E. coli DH5« ou JM109, para posteriormente extrair-se o DNA de fita
dupla (Apéndice 10) ou simples (Apendice 19), respectivamente, que foi entdo utilizado
para sequenciamento. O sequenciamento foi feito com o método do "dideoxy chain
termination” (terminacdo da cadeia pela incorporagdo de uma base dideoxy) (Sanger ez
al., 1977) com a base d-ATP marcada pelo **S. Os "primers" utilizados foram o T7 e
SP6 cujas sequéncias complementares fazem parte dos plasmideos pGEM na regido
adjacente ao sitio multiplo de clonagem. Foram empregados o kit "Sequenase 2.0" e os

protocolos recomendados pela companhia United States Biochemical Corporation
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(Apéndice 20). A sequéncia de bases foi resolvida correndo as reagbes de
sequenciamento em géis de acrilamida 6%. Os géis foram fixados e secos a vicuo, &

80°C, antes de serem expostos a filmes de raios X por 16 horas a -70°C (Apéndice 21).

4.21 Anélise das Sequéncias de DNA

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas utilizando-se o Pacote de
Programas oferecido pelo GCG (Genetics Computer Group, Inc.). Foram utilizados
quatro destes programas: 1) as sequéncias foram inseridas no sistema utilizando-se o
editor SEQED, 2) o alinhamento das diversas regides sequenciadas de um mesmo
variante foi feito com o programa LINEUP, que permite editar at¢ 30 sequéncias
simultaneamente, 3) o mapa de restri¢do da regido sequenciada nas duas linhagens virais,
assim como a possivel traducio desta regido em proteina, foi obtida com o programa
MAP, 4) a comparagdo das sequéncias foi obtida com a ajuda do programa GAP que
compara e alinha duas sequéncias maximizando o nimero de coincidéncias ("matches")
e minimizando o nimero de falhas ("gaps") (Needleman & Wunsch, 1970). As
instrucdes sobre o uso destes programas foram obtidas no manual GCG (versdo 7.0).
No Apéndice 22 encontra-se uma breve descricdo dos comandos bésicos para o manejo
destes programas.

A homologia entre as sequéncias obtidas do genoma do AgMNPV com outras
sequéncias previamente publicadas e disponiveis em algum banco de dados como
Genbank, foi investigada com a ajuda da Rede de Servicos BLAST, proveniente do NCBI

(National Center for Biotechnology Information), disponivel na INTERNET. As
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sequéncias apresentando alta homologia foram recuperadas ("retrived") utilizando-se o
programa FARFETCH (proveniente do Whitehead Institution for Biomedical Research)
€ 0 cddigo designado pelo banco de dados genéticos (nucleotide sequence data-bases) para
aquela sequéncia. No Apéndice 23 encontra-se uma breve descrigdo da utilizaco destes

programas.



S. RESULTADOS

5.1  Construgido da Biblioteca Gendomica do AgMNPV-2D

Os vinte e cinco fragmentos do genoma do AgMNPV-2D, obtidos apds digeatdo
com a enzima HindIII, foram clonados no plasmideo pGEM-3Z (Promega, Corp.). Estes
fragmentos variam de tamanho desde aproximadamente 19.000 pares de bases (pb)
(fragmento HindIII-A), até 340 pb (fragmento HindIIl-Y). O plasmideo pGEM-3Z com
2.743 pb foi utilizado para a construgdo deste banco gendmico uma vez que contém um
inico sitio de restricdo para a enzima HindlIII.

A Figura 5 apresenta vinte e quatro destes clones (fragmentos HindIII-A a
HindIII-X) digeridos com HindIIl de maneira a separar os fragmentos clonados do
plasmideo. O genoma total dos variantes genéticos AgMNPV-2D e AgMNPV-D7, assim
como o plasmideo sem nenhum inserto, digeridos com a mesma enzima, também
encontram-se nesta figura para fins de comparagdo. O DNA do fago A digerido com
Hindlll, foi utilizado como marcador do peso molecular.

5.2  Construcio do Mapa Fisico do Genoma do AgMNPV-2D com as Enzimas Pstl

e Smal

A construgdo do mapa de restricdo baseou-se no tamanho dos fragmentos obtidos

quando o genoma foi digerido com diferentes enzimas. O tamanho dos vinte e cinco

47
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FIGURA 5. Banco gendomico do AgMNPV-2D. 24 fragmentos do genoma do
AgMNPV-2D (2d) (A - X), clonados no plasmideo pGEM-3Z (pGEM) encontram-se
representados ap0s digestdo com a enzima HindIIl (HI). O genoma total dos variantes
AgMNPV-2D e AgMNPV-D7 (D7), digeridos com HindIII, encontram-se lado a lado
para fins de comparacdo. O DNA do fago A\ digerido com HindIII (A/HI) foi utilizado
como padrao de peso molecular.
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fragmentos gerados quando o genoma do AgMNPV-2D foi digerido com Pstl (fragmentos
A - Y) e o tamanho dos 3 fragmentos gerados pela digestdo com Smal (fragmentos A -
C) foram estimados apds medir a migracdo destes fragmentos em vérios géis com o
auxilio de um digitador.

A Tabela 2 apresenta o tamanho dos fragmentos obtidos quando o genoma do
AgMNPV-2D foi digerido ndo s6 com as enzimas Pstl e Smal, mas também com outras
cinco enzimas préviamente mapeadas por Johnson & Maruniak (1989): HindIll, EcoRI,
BstEII, Bglll e BamHI. Também sio apresentados os valores dos desvios padroes.

O genoma do AgMNPV-2D, de aproximadamente 133 mil pares de bases (Kpb),
foi mapeado com Pstl e Smal. Essa informagio foi acrescida ao mapa previamente
construido por Johnson e Maruniak (1989). A representacdo circular do mapa fisico do
AgMNPV-2D baseado nas 7 enzimas encontra-se na Figura 6. Este mapa encontra-se
posicionado de maneira a colocar o fragmento HindIll-G, que contém o gene da
poliedrina (Zanotto et al., 1992), na posi¢do 0 como recomendado pela convengdo para
mapeamento de baculovirus (Vlak & Smith, 1982). Também encontram-se representados
os sitios de restricio de cada enzima assim como os fragmentos de DNA por eles
gerados. Na regido interna encontram-se designadas as quatro coordenadas
correspondentes as posigdes: 0/100%, 25%, 50% e 75% do mapa (unidades de mapa).

A compilagio dos dados obtidos com 7 enzimas com as quais o genoma do

AgMNPV-2D encontra-se atualmente mapeado, dando um total de 82 sitios de restricdo,
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AgMNPV-2D

® (133Kpb) =

FIGURA 6. Representagdo circular do mapa gendmico do AgMNPV-2D com sete enzimas de
restrigio. As coordenadas, em unidades de mapa, encontram-se representadas no seu interior.
Na periferia do mapa encontram-se indicadas regides do genoma (R-I a R-VII) onde existem
diversas regides varidveis.
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aparecem resumidos na Tabela 3. A ordem dos sitios de restricio no genoma a partir do ponto
0 (correspondente ao sitio HindIII que separa os fragmentos HindIII-G e HindIII-M), a posicdo
dos diferentes sitios de restrigdo (em térmos de pares de bases e de porcentagem do genoma) ao
longo do genoma linearizado e o tamanho de cada um dos 82 fragmentos mapeados sdo
apresentados nessa tabela. O tdnico dado que n3o corresponde ao tamanho do fragmento
calculado pelo programa de Schroeder & Blatter (1978) € o fragmento Pstl-T o qual foi
sequenciado. O tamanho exato encontra-se indicado na Tabela 2.

5.3 Comparacio dos Perfis de Restricio dos Variantes Genéticos Obtidos dos Isolados

AgMNPV-79, AgMNPV-’85 e AgMNPV-D7

Os perfis de restrigdo dos seis variantes genéticos obtidos a partir do isolado viral
AgMNPV-"79 e dos 11 variantes genéticos do isolado AgMNPV-"85, assim como o variante
AgMNPV-D7 foram comparados entre eles ou com o variante gendmico considerado como o
protétipo do AgMNPV, AgMNPV-2D, cujo genoma encontra-se mapeado com 7 enzimas de
restricdo.

Os seis variantes do AgMNPV-"79 (denominados 1A, 2D, 3A, 4B, 5A e 6C), obtidos
por métodos de purificagdo em placa (Maruniak, 1989), foram digeridos com as enzimas HindIlI
e Pstl por serem estas, das enzimas mapeadas, as que digerem o genoma em maior nimero de
fragmentos (25 fragmentos cada uma). A figura 7 apresenta a comparagio do perfil de restrigao
destes 6 variantes digeridos com as enzimas HindIII e Pstl. O variante 2D (AgMNPV-2D) foi
utilizado como padrdo para comparagao.

A Figura 8 mostra 0s perfis dé restricdo dos 11 variantes genéticos, obtidos a partir do
isolado viral AgMNPV-’85, digeridos com HindlIII e Pstl. Estes variantes foram denominados

3,6, 16, 17, 18, 33, 34, 35, 36, 37 e 45.
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TABELA 3. Sitios de restri¢do, posi¢do dos sitios em pares de bases (indicando o desvio
padrdao) e em porcentagem do genoma (unidades de mapa) e tamanho dos fragmentos
obtidos com 7 enzimas de restri¢ao no genoma do AgMNPV-2D

Sitio Enzima Posicdo (em Tamanho frag. | Posicdo (em

pb) + dp u.m.)

1 HindIII 0 + 0 0 0.0
2 PstI 2541 + 31 2541 1.91
3 EcoRI 6035 + 31 3494 4.54
4 HindIII 7262 + 29 1227 5.46
5 Smal 12094 + 60 4832 8.09
6 HindIII 12229 + 38 135 9.20
7 HindIII 12566 + 38 337 9.45
8 PstI 12691 + 38 125 9.54
9 HindIII 13648 + 39 957 10.26
10 Pstl 14761 + 40 1113 11.10
11 HindIII 15915 + 40 1154 11.97
12 PstI 17025 + 41 1110 12.80
13 BamHI 17290 + 42 265 13.00
14 BstEII 17710 + 45 420 13.32
15 HindIIX 18029 + 41 318 13.56
16 BstEII 18408 + 46 379 13.84
17 PstI 19555 + 42 1147 14.70
18 HindIII 20870 + 43 1315 15.69
19 BgllT 25973 + 71 5103 19.53
20 PstI 26141 + 64 168 19.66
21 PstI 31221 + 71 5080 23.48
22 Pstl 34848 + 75 3627 26.20
23 HindIII 37316 + 78 2468 28.06
24 PstI 37709 + 78 393 28.36
25 BsStEII 39258 + 81 1549 29.52
26 Pstl 39493 + 79 235 29.70
27 HindIII 41396 + 79 1503 31.13
28 BglII 43682 + 83 2286 32.85
29 EcoRI 44468 + 82 786 33.44
30 BsStEIT 46678 + 84 2210 35.10
31 HindIII 50372 + 87 3694 37.88
32 EcoRI 50831 + 87 459 38.22
33 HindIII 52753 + 88 1922 39.67
34 HindIII 59775 + 132 7022 44 .95
35 Smal 63413 + 137 3638 47 .68
36 BglII 65392 + 142 1979 49 .17
37 PstI 66183 + 139 791 49 .77
38 BglII 66539 + 141 356 50.03
39 EcoR1I 69270 + 139 2731 52.09
40 HindIII 69717 + 139 447 52.42
41 BstEII 71807 + 141 2090 54 .00
42 PstI 74138 + 144 2331 55.75
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Tabela 3. Continuacédo
Sitio Enzima Posicdo (em Tamanho frag. | Posicdo (em

pb) + dp u.m.)
43 BstEII 74182 + 143 44 55.78
44 HindIII 78257 + 143 4075 58.85
45 BstEII 79532 + 144 1275 59.80
46 PstI 80590 + 143 1058 60.60
47 HindIII 81471 + 143 881 61.26
48 ECoRI 82989 + 144 1518 62.40
49 Smal 85525 + 144 2536 64 .31
50 BamHI 85818 + 144 293 64 .53
51 Pstl 85967 + 145 149 64 .64
52 HindIII 87635 + 145 1668 65.90
53 EcoRI 88116 + 145 481 66.26
54 BstEII 89488 + 145 1372 67.29
55 HindIII 89739 + 145 251 67.48
56 BglIT 90674 + 146 935 68.18
57 BstEII 95621 + 151 4947 71.90
58 Pstl 101535 + 183 5914 76.35
59 Pstl 103811 + 182 2276 78.06
60 BamHI 103961 + 182 150 78 .17
61 EcoRI 106039 + 183 2078 79.74
62 Pstl 106628 + 183 589 80.18
63 PstlI 108173 + 183 1545 81.34
64 HindIII 108971 + 184 798 81.94
65 PstI 110748 + 184 1777 83.28
66 PstI 111055 + 184 307 83.51
67 PstI 111950 + 184 895 84 .18
68 BstEIT 112121 + 186 171 84 .31
69 HindIII 114488 + 185 2367 86.09
70 EcoRI 116701 + 185 2213 87.75
71 BamHI 116774 + 185 73 87.81
72 EcoRI 117781 + 185 1007 88.57
73 Pstl 117800 + 185 20 88.58
74 PstI 119865 + 186 2065 90.13
75 HindIII 122844 + 187 2979 92.37
76 PstlI 124827 + 187 1983 93.86
77 BglIT 125188 + 188 361 94 .14
78 HindIII 126066 + 187 878 94 .80
79 EcoRI 128728 + 188 2662 96.80
80 PstI 128999 + 188 271 97.00
81 HindIII 129543 + 188 544 97.41
82 BglIT 129760 + 188 217 97.57
83 HindIII 132986 + 188 3226 100.00
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A Variantes do AGQMNPV-'79 (Hindlll) B Variantes do AQMNPV-'79 (Pstl)
PPM 1A 2D 3A SF21 PPM 1A 2D 3A 4B 5A 6C  SF2I
i s : - o O T

2] - —

B

9.4
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a4

FIGURA 7. Perfis de restricdo dos variantes gendmicos do AgMNPV-’79, digeridos
com HindIIT (A) ou Pstl (B). O DNA extraido de células de Spodoptera frugiperda

nao infectadas (SF21) apresenta o DNA mitocondrial digerido com a mesma enzima.
Padrdo de peso molecular (PPM): A/HindIII. Valores indicados em Kpb.
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A Variantes do AGMNPV-'85 (HindlIl) B Vatiantes da AGMNEV-165 (Rell)

a7 18 33 35 45 16 36 SF21 PPM 6 17 3 34 37 18 33 35 45

it

16 36 SF21

231

94
94

uo 66

4.4

FIGURA 8. Perfis de restricdo dos variantes genomicos do AgMNPV-’85, digeridos
com HindIIl (A) ou Pstl (B). O DNA extraido de células de Spodoptera (SF21)

apresenta 0 DNA mitocondrial digerido com a mesma enzima. Padrdo de peso molecular
(PPM): NHindIII. Valores indicados em Kpb.
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Devido ao fato de que o DNA dos variantes genéticos apresentados nas Figuras
7 ¢ 8 foram obtidos pelo método de microextracdo a partir de células infectadas
(Apéndice 7), cujo produto apresenta também o DNA mitocondrial dessas células, o
processo de microextracdo de células ndo infectadas contendo DNA mitocondrial foi
adicionado como controle. O DNA do fago A digerido com HindlII foi utilizado como
marcador de peso molecular.

A Figura 9 mostra a comparacido dos perfis de restricdo de dois variantes
genéticos, AgMNPV-2D e AgMNPV-D7, digeridos com 5 diferentes enzimas: HindIII,
Pstl, EcoRI, BamHI e Smal. A diferenca na migracdo de algumas bandas, devida a
variacOes no tamanho dos fragmentos destes dois variantes, pode ser detectada com as
enzimas HindIII, Pstl e EcoRI.

Nas figuras 10 e 11 encontram-se esquematizados unicamente os fragmentos de
DNA dos variantes genéticos do AgMNPV-"79 ¢ AgMNPV-’85 cuja mobilidade diferem
do AgMNPV-2D. Nessas figuras, o unico perfil de restricdo representado na sua
totalidade, apos digestdo com HindIIl e Pstl respectivamente, ¢ o do AgMNPV-2D. O
tamanho de novos fragmentos (em pares de bases) presentes nos variantes gendmicos
assim como a sua origem em relagio ao AgMNPV-2D encontram-se indicados nas
bandas. O desaparecimento de bandas no gel em relagdo aquelas presentes em
AgMNPV-2D est4 representado com linhas pontilhadas. Os fragmentos de DNA que co-
migram com os fragmentos do AgMNPV-2D ndo foram incluidos para simplificar a

figura.
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g0
a o

FIGURA 9. Comparagdo dos perfis de restricdo dos variantes AgMNPV-2D (2D) e
AgMNPV-D7 (D7) digeridos com as enzimas HindIII (HI), Pstl (PS), EcoRI (EC),
BamHI (BA) e Smal (SM). Padrdo de peso molecular (PPM): a esquerda, 1 Kb ladder;
a direita, N/HindIII. Valores indicados em Kpb.
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FIGURA 10. Representagdo esquemdtica dos fragmentos varidveis dos variantes

gendmicos do AgMNPV digeridos com HindIII.

Os fragmentos representados sao

unicamente aqueles cuja mobilidade difere daqueles encontrados em AgMNPV-2D. O
tamanho dos novos fragmentos e sua origem, determinada por hibridiza¢ds, encontram-se
descritos junto as bandas. Linhas pontilhadas representam fragmentos ausentes.
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FIGURA 11. Representacio esquemdtica dos fragmentos varidveis dos variantes
gendmicos do AgMNPV digeridos com Pstl. Os fragmentos representados sao
unicamente aqueles cuja mobilidade difere daqueles encontrados em AgMNPV-2D. O
tamanho dos novos fragmentos e sua origem, deteminada por hibridizagdes, encontram-se
descritos junto as bandas. Linhas pontilhadas representam fragmentos ausentes.
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5.4  Mapeamento das Regides Varidveis do Genoma do AgMNPV

Ap6s comparar os perfis de restricdo dos 18 variantes de AgMNPV descritos
anteriormente, as regides apresentando variagdo no tamanho dos fragmentos (regiGes
varidveis) foram localizadas no mapa gendmico do AgMNPV-2D. Seis dreas contendo
regides varidveis detectadas nos perfis digeridos com as enzimas HindIll e Pstl e uma
area detectada através da digestdo do variante AgMNPV-D7 com a enzima EcoRI foram
mapeadas ao longo do genoma do AgMNPV. A Figura 6 apresenta estas sete regides
denominadas R-1 a R-VII.

A figura 12 apresenta, de maneira esquemdtica, o tipo de variacdo detectada nos
seis variantes genéticos do AgMNPV-’79, nos onze variantes do AgMNPV-’85 e no
AgMNPV-D7. Por motivo de simplificagdo, as variagdes foram separadas em sete
regides do genoma, existindo no entanto mais de uma regiao varidvel na maioria delas.
Os tipos de variagdes detectados foram insercdes [representadas por ()], delegdes
[representadas por )(] e mutagOes de ponto que ocasionaram O aparecimento de novos
sitios de restricdo (representado por setas) ou o desaparecimento de sitios de restri¢ao
presentes no AgMNPV-2D. Por exemplo, quando o variante AgMNPV-D7 foi
analisado, foram localizadas no mapa gendmico trés regides varidveis em relacdo ao
AgMNPV-2D, : 1) entre 14,70 e 19,66 unidades de mapa (u.m.) (fragmento Pstl-E), 2)
entre 66,26 e 79,74 u.m. (fragmento EcoRI-C) e 3) entre 88,58 € 90,13 u.m. (fragmento
Pstl-T) (ver Figura 12).

A Tabela 4 apresenta o tipo de mutagdo presente em cada uma das regiées
varidveis detectadas. A posicdo das variacdes encontram-se especificadas em termos de

unidades de mapa e do tamanho do fragmento que elas alteram. Como pode ser
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FIGURA 12. Representagdo esquemdtica das variagdes detectadas no genoma dos
variantes genéticos do AGMNPV. As variagdes foram arbitrariamente separadas em 7
regides (R-I a R-VII) visando a simplificagdo. A posicdo dos fragmentos do AgMNPV-
2D (2D) em unidades de mapa (préximo ao sitio de restricdo), a enzima de restrigao
utilizada e o tamanho dos fragmentos (em pb) encontram-se representados no mapa no
topo da figura. O tipo de variagdo encontrada nos variantes genomicos estao
representados da seguinte maneira: () = insergdes, )( = delegdes, * ou ¥ = novos sitios
de restricdo, sitio de restricio ausente perda do sitio. O tamanho dos novos
fragmentos assim formados encontram-se especificados (em pb).
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constatado nesta tabela, a regido entre 88,6 e 90,1 u.m. apresenta uma ampla gama de
variacio de tamanhos.

Para verificar se as variagdes genOmicas eram causadas por inser¢des de DNA
cromossomal do hospedeiro, foi efetuada uma hibridizagao do genoma total dos variantes
do AgMNPV, utilizando-se como sonda o DNA cromossomal de células de Spodoptera.
O resultado negativo demonstrou que nio houve inser¢do cromossomal no genoma viral

(dados ndo apresentados).

5.5  Analise da Divergéncia dos Variantes Genomicos do AgMNPV

O fenograma gerado pelos métodos UPGMA e NJ separou os variantes gendmicos
do AgMNPV-"79 ¢ AgMNPV-"85 em dois grupos principais. O primeiro consistindo dos
seis variantes obtidos a partir do AgMNPV-"79 e o segundo consistindo dos onze obtidos
a partir do AgMNPV-"85. O fenograma gerado pelo método "Neighbor-Joining" (NJ)
encontra-se na Figura 13. Variacdes adicionais encontradas nos variantes do AgMNPV-
"85, em comparacio aquelas do AgMNPV-"79 (ver Tabela 4), os separa em diferentes
grupos. O variante D7 encontra-se agrupado com os do isolado AgMNPV-"79 nesta

analise que considera unicamente variagdes localizadas pela digestdo com HindlII e Pstl.

5.6  Replicacio dos Variantes Genomicos do AgMNPV

A replicagio dos diferentes variantes gendmicos do AgMNPYV foi determinada in
vitro comparando o valor da dose infecciosa de cultura de tecido 50% (TCIDs, = tissue
culture infective dose). O TCID;, representa o valor da titulagdo viral obtida apds a

infecgio inicial das células com indculos virais contendo a mesma quantidade de
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particulas infecciosas ou o0 mesmo MOI viral. Assim sendo, as diferengas encontradas
nos valores de TCIDs, dos diversos variantes foram considerados como uma medida
indireta da infectividade ou viruléncia em cultura de células.

A tabela 5 apresenta o valor médio da titulagdo viral dos seis variantes do
AgMNPV-"79 nas células de Spodoptera (IPLB-SF-21AE) e de Anticarsia (UFL-AG-
286). A replicacdo destes 6 variantes nio foi significativamente diferente entre eles em
nenhuma das linhagens celulares. No entanto, nas células de Anticarsia obteve-se uma
titulag@o viral maior que nas células de Spodoptera.

Quando a replicacdo dos onze variantes do AgMNPV-'85 foi comparada,
observou-se entre eles certa variacdo na titulacdo (Tabela 6). A diferenca observada
entre a maior e a menor titulacdo obtida nas duas linhagens celulares foi de
aproximadamente um log (10"* - 10 entre os variantes 36 e 45 nas células de
Anticarsia e 10> - 10%¥ entre os variantes 3 e 45 nas células de Spodoptera). Em
ambas células a titulacdo do variante 45 foi a maior, e com todos os variantes do
AgMNPV-’85 obteve-se uma maior titulagdo nas células de Anticarsia. A replicacdo
viral dos variantes ’85 foi estatisticamente igual ou menor que aquela do AgMNPV-2D
(um dos variantes do isolado AgMNPV-’79), em ambas culturas de células.

Uma possivel correlagdo entre alteragdo génica e infectividade foi observada
analisando-se os variantes crescidos em células de Spodoptera, onde o variante 3
apresenta a menor titulagdo sendo o tinico com uma delegdo de 1900 pb no genoma (entre
19,66 € 23,48 u.m.). No entanto, estes dados nio s3o consistentes com a viruléncia

obtida nas células de Anticarsia.
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TABELA 5. Valores da capacidade de replicagdo dos variantes genéticos do AgMNPV-
79 em duas linhagens celulares de inseto a partir do valor do TCIDs,

Variante genético TCID,,®* + dp
proveniente do
AQMNPV-’ 79 A.gemmatalis* S. frugiperda*
lA 107,90 + 0,12 a* 106,43 + 0,12 b
2D& 107,87 + 0,03 a 106,40 + 0,10 b
3A 107,99 + 0,12 a 106,60 + 0,12 b
4B 107,87 + 0,07 a 106,50 + 0,06 b
5A 107,97 + 0,09 a 106,83 + 0,12 b
6C 107,93 + 0,03 a 106,50 + 0,10 b
@ TCID,, {tissue culture infectious dose 50%). Este valor fol obtido apds

titulagdo, em triplicata, da mesma suspensdo viral em duas diferentes
culturas de células. dp: desvio padrédo.

# Linhagens celulares de inseto:
Spodoptera frugiperda: IPLB-SF-21AE (Vaughn et al., 1977)
Anticarsia gemmatalis: UFL-AG-286 (Sieburth & Maruniak, 1988)

*  Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentam diferengas
significativas a nivel de 0,05 pelo teste PLSD de Fisher

& Prototipo do AgMNPV (AgMNPV-2D)
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TABELA 6. Valores da capacidade de replicagio dos variantes genéticos do AgMNPV-
"85 em duas linhagens celulares de inseto a partir do valor do TCIDs,

Variante genético

proveniente do

TCID,,®* + dp

AgMNPV-’ 85 A. gammatalis® S. frugiperda®
36 107,57 + 0,20 a* 106,50 + 0,15 bC
34 107,70 + 0,27 ab 106,50 + 0,10 bC
35 107,70 + 0,06 ab 105,33 + 0,09 bC
18 1077 £ %12 abc 10627 + 93% ghc
33 107,97 + 0,07 de 106,77 + 0,03 bC
03 108,00 + 0,15 de 105,70 + 0,27 a
16 108,03 + 0,07 de 106,57 + 0,17 bC
06 108,03 + 0,03 de 106,77 + 0,29 bC
37 108,07 + 0,09 Cd 106,53 + 0,24 bC
17 10813 ¢ 0,03 de 1(06:20 £ 0.25 gp
D& 10830 0,10 de 106/33 0,24 bc
45 108,47 + 0,09 e 106,87 + 0,23 c

@ TCID,, (tissue culture infectious dose 50%).
titulagdo, em triplicata,

culturas de células.

# Linhagens celulares

Spodoptera frugiperda:
Anticarsia gemmatalis: UFL-AG-286

* Valores seguidos

dp: desvio padrédo.

de inseto:

pela mesma

IPLB-SF21AE

letra

nao

(vaughn et al.,
(Sieburth & Maruniak,

apresentam

significativas a nivel de 0,05 pelo teste PLSD de Fisher

& Protdtipo do AgMNPV

(AGMNPV-2D)

Este valor foi obtido apds
da mesma suspensdo viral em duas diferentes

1977)

1988)

diferencas
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A Tabela 7 apresenta os dados de viruléncia in vitro dos isolados AgMNPV-D7
e do protdtipo AgMNPV-2D em células de Spodoptera e de Anticarsia. Nesse caso, as
células de Spodoptera utilizadas foram as da linhagem SF9. Os valores de TCID,,
obtidos nas células de Spodoptera ndo foram estatisticamente diferentes, no entanto a

infectividade doAgMNPV-2D foi quase 100 vezes maior nas células de Anticarsia.

5.7  Andlise de uma Regido Altamente Varidvel no Genoma do AgMNPV

O mapeamento das regides varidveis de 18 variantes genéticos do AgMNPV
evidenciou a existéncia de uma regido altamente varidvel entre as posicdes 88.58 € 90.13
do mapa gendmico (fragmento Pstl-T) (Tabela 4). Nessa regido, ocorrem insercoes €
delecdes de DNA, ocasionando uma varia¢do no tamanho do fragmento Pstl-T (Figura
12, R-VII).

Essa regido varidvel do genoma foi analisada mais detalhadamente em dois
variantes genéticos, AgMNPV-2D e AgMNPV-D7. A variacdo do fragmento Pstl-T’,
nesse caso, mostrou ser devida a uma delecdo de aproximadamente 381 pb no AgMNPV-
D7 quando comparado ao fragmento Pstl-T do AgMNPV-2D. A Figura 14a apresenta
o perfil de restricdo destes dois variantes apds digestao do genoma total com HindIil.
Também esta apresentado os clones HindIII-F dos variantes 2D e D7 digeridos com as
enzimas HindIII e Pstl. Isto permitiu posicionar a variagdo dentro do fragmento PstI-T
do AgMNPV-2D (de aproximadamente 2050 pb) e no fragmento Pstl-T" do AgMNPV-
D7 (de aproximadamente 1650 pb). A Figura 14b mostra, no mapa linear, a posi¢ao
dessa regido e as diferengas encontradas nos tamanhos dos fragmentos HindIII-F dos dois

variantes genéticos digeridos com HindlIIl e Pstl respectivamente. Nessa figura
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TABELA 7. Valores da capacidade de replicagido dos variantes genéticos do AgMNPV-
D7 e AgMNPV-2D em duas linhagens celulares de inseto a partir do valor do TCID,

Variante genético TCID,,®* + dp
A. gammatalis* S. frugiperda*
AgMNPV-D7 106:¢7 £ 021 ¥ 106:03 £ 0.06 3
AgMNPV‘ZD& 108.30 + 0,17 b 105,93 + 0,11 a
@ TCID,, (tissue culture infectious dose 50%). Este valor foi obtido apds

titulag¢do, em triplicata, da mesma suspensdo viral em duas diferentes
culturas de células. dp: desvio padrdo.

# Linhagens celulares de inseto:
Spodoptera frugiperda: SF9 (Luckow & Summers, 1988)
Anticarsia gemmatalis: UFL-AG-286 (Sieburth & Maruniak, 1988)

* Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentam diferengas
significativas a nivel de 0,05 pelo teste PLSD de Fisher

& Protdtipo do AgMNPV (AgMNPV-2D)
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B Mapa genomico do
AgMNPV-2D HindIII
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FIGURA 14. Comparagdo da regido variavel R-VII, localizada no AgMNPV-2D e
AgMNPV-D7. (A) Diferencas no perfil de restricio do genoma total dos variantes
AgMNPV-2D e AgMNPV-D7 e do fragmento HindIII-F clonado apos digestdo com
HindIIl ou Pstl. (B) Representacdo esquematica do mapa linear do AgMNPV-2D
digerido com HindIII especificando as diferencas apresentadas no fragmento clonado
HindIlI-F dos dois variantes. p = plasmideo; > = posicao do fragmento variavel.
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encontram-se inclufdas a posi¢do e orientacdo do gene da poliedrina do AgMNPV
(Zanotto et al., 1992). A posicdo do gene da poliedrina € utilizada como referéncia para
situar fragmentos de DNA no mapa gendmico nos baculovirus em geral (Viak & Smith,

1982).

5.8 Sequenciamento de uma Regido Altamente Variavel no Genoma do AgMNPV

Os fragmentos Pstl-T do AgMNPV-2D e Pstl-T’ do AgMNPV-D7 foram
sequenciados na sua totalidade mostrando um tamanho de 2045 pb e 1664 pb
respectivamente. A andlise das sequéncias de nucleotideos demonstrou que a diferenga
entre estes dois variantes deve-se a uma delecdo de um total de 381 pb em AgMNPV-D7
em relacdo ao AgMNPV-2D (Figura 15). Além da diferenca em tamanho, algumas
muta¢des de ponto foram localizadas e a base substituida encontra-se especificada. A
similaridade destas duas sequéncias resultou ser de 99.3%. O tamanho e a posicao das
sequéncias ausentes no AgMNPV-D7 encontram-se esquematizadas na Figura 15. Os
sitios de restricao das enzimas Accl e Sphl foram colocados como referéncia.

Foi localizada uma sequéncia homoéloga ao gene p74 dos baculovirus de
Autographa californica (AcMNPV) e Choristoneura fumiferana (CEMNPV) foi localizado
na extremidade esquerda do fragmento PstI-T (de acordo com a conveng@o utilizada para
linearizar 0o mapa gendmico). Os primeiros 349 pares de bases do gene p74 do
AgMNPV foram sequenciadas (Figura 15) e a orientagdo deste gene no mapa linear foi
determinada (Figura 16). A definicdo dos primeiros 116 aminoacidos (aa) do p74 do

AgMNPV, baseada na sequéncia de nucleotideos obtida, foi comparada com a
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SD CTGCAGCTCGGTCCAAGTGGTAACACGCGGGTTGCGCATAAGCTACGCTTGTTTCCGAAGTTTGCGTGTACATGAAAGGCGTTTGGTTGGACACCACACC 100
.................................................................................................... 100

5[7) CGTTTCGTGGAACGGGTAACAACTCATGCTGTCGCATCCGCGACGGCTAAATGCCAACTTAACCGCCAGCGCGCGATCTCTAAGCAGTGGCGGCACATAA 200
.................................................................................................... 200

SD TAGTCGTCGTCGCTTGACGCGGGTCGCAACGTGTAATCAATTAAAATGTGTGGCAAACGCGTGCGCCAACGTTCAATGAACTCAAGCCGATGCATGTGGG 300
.................................................................................................... 300

éD TTGCGTAACGACTTGCGTTTGTAAGGTCGACGGCGGTCAATACTGCCATGTTTGATTGCTTAAAGTATAAAAAACAACTTTTTTAAACATAATATTTATT 400
.................................................................................................... 400

g? AAAAAGAATTACAATAGGTCCAATTATAATTAATCAATGGCCTTGCTTTTCAAATATGATTGTTCTTGTAAAGCAAGTGTTCTAT TGGACTTGCGT 500
.................................................................................................... 500

69 CAGCGTTGACCTCGCTTTACAAGTACAATTAATCTTGTAAAGCAAGTGTTCTATTTTTAGACGTGCGTCAGCGTTGACCTCGCTTTACAAGTACAATCAA 600
.................................................................................................... 600

SD TCTTGAAAAGCAGGTCCGGTTATGATTAATCAATGGCCTTGCTT CAAéTA’(l;gATI’GTTC%TGTAAAGCAAGTGTTCTA TTTTAGACGTGCGTCAGCG 700
................................................. CCBALT L T00

2[7) TTGACCTCGCTTTACAAGTACAATCAATCTTGAAAAGCAGGTCCGGTTATGATTAATCAATGGCCTTGCTTTTCAAATATGATTGTTCCTGTAAAGCAAG 800
DT e 800

SD TGTTCTATATTTAGGCATGCGTCAGCGTTGACCTCGCTTTACAAGTACAATCAATCTTGAAAAGCAGGTCCGGTTATGATTAATCAATGGCCTTGC 900
7o 808

20 CAAATATGATTGTTCCTGTAAAGCAAGTGTTCTATATTTAGGCATGCGTCAGCGTTGACCTCGCTTTACAAGTACAATCAATCTTGAAAAGCAGGTCCGG 1000
07 TG A T 874

5[7) TTATGATTAATCAATGGCCTTGCTTTTCAAATATGATTGTTCCTGTAAAGCAAGTGTTCTATTTTTAGACGTGCGTCAGCGTTGACCTCGCTTTACAAGT 1100
................................................................................................... 974

2D ACAATCAATCTTGAAAAGCAGGTCCGGTTATGATTAATCAATGGCCTTGC CAAATATGATTGTTCCTGTAAAGCAAGTGTTCTATATTTAGGCATG 1200
P 1074

2D CGTCAGCGTTGACCTCGCTTTACAAGTACAATCAATCTTGAAAAGCAGGTCCGGTTATGATTAATCAATGGCCTTGCTTTTCAAATATGATTGTTCCTGT 1300
D7 o 1098

2D AAAGCAAGTGTTCTATATTTAGGCATGCGTCAGCGTTGACCTCGCTTTACAAGTACAATCAATCTTGAAAAGCAGGTCCGGTTATGATTAATCAATGGCC 1400
b7 1098

S? TTGCTTTTCAAATATGATTGTTCCTGTAAAGCAAGTATTCTATATTTAGGCATGCGTCAGCCAATGACCTCGCTTTACGAGTACAAT CAATCTTGAAAAG %?(1)8

2D CAGGTCCGGTTATGATTAATCAATGGCCTTGCTTTTCAAATATGATTGTTCCTGTAAMGCAAGTGTTCTATATTTAGGCATGCGTCAGCCAATGACCTCG 1600
D7 e e 1219

20 CTTTACGAGTACAATCAATCTTGAAAAGCAGGTCCGGTTATGATTAAAAAATCTCGCAACGCGGTAAACCAACACGTTGATGATAAATATAAATTTACGT gg 8
D7 e

2D ACGGTGAGCAGACGCCCGGAGTTAGGGCGCCGGCTGCGGACACGGTTGCAAAGCAGAGAGACCCGTTGTATTTGCAACCTCACACCATACTCATTACTAA 18(1Jg
07

69 AGTTTACGCAACATGTAAATAAAAAATTTAATTTAAAATAATGTTTTTTATTTATAAAATTTCATAATTAATTTTCTTGTTCTTTTTCCAAACGCTCGCG ]{208

2D TTGCCATTGAACACGTATCGGTTGGTGAACCCGCACCGGCTGCAG 2022
D7 16

FIGURA 15. Comparagio da sequéncia de nucleotideos da regido variével PstI-T (88.6 - 90.1
u.m.) dos variantes genéticos AgMNPV-2D (2D) e AgMNPV-D7 (D7). Duas regides do
variante D7 apresentam delegdes (linhas continuas) quando comparadas com o 2D cuja sequéncia
encontra-se representada na sua totalidade. Pontos representam bases homélogas. Diferengas
entre nucleotideos encontram-se especificadas. Sequéncias em negrito indicam parte da
sequéncia do gene p74 comegando no nucleotideo 349 e orientado da direita para esquerda.



76

AgNPV-2D Pstl-T

P Q L F = L £ £ =

[ Q a [} [-% o a [}

a < » I I )

I 326 0 489 1127 | 254 | 127 |127 |128 X 467

p74
AgNPV-D7 Pstl-T’

¥ 8 & = v

1 326 )\ 744 b 127:” 467 :IL

r X IX 2 |

126 255

I

p74

FIGURA 16. Representacdo linear dos fragmentos Pstl-T e PstI-T’ dos variantes
AgMNPV-2D e AgMNPV-D7 respectivamente. Linhas sélidas abaixo do mapa
representam regides ausentes no variante D7. A localizagdo e tamanho destas delegdes
encontram-se marcadas no mapa inferior [)(]. A natureza repetitiva desta regido pode
ser observada analisando-se o mapa do variante 2D. Os sitios de restricdo das enzimas
Pstl, Accl e Sphl foram colocados como referéncia. O nimero presente entre o0s sitios
de restricdo representa a distdncia em pares de bases. A posi¢do e orientacdo do gene
p74 encontram-se representadas por uma seta a esquerda do mapa.

~= Pst
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composicdo de aa do gene p74 do AcMNPV (Kuzio et al., 1989) e CIMNPV (Hill et

al.,1993). Em ambos casos obteve-se uma homologia de mais de 90%. O gene p74
sintetiza um polipeptideo de 645 aminoacidos essencial para a produgio de poliedros
virulentos em AcMNPV (Kuzio et al., 1989).

5.9 Sequéncias Repetitivas numa Regido Altamente Variivel do Genoma do

AgMNPV

A andlise detalhada das sequéncias de nucleotideos mostrou a natureza repetitiva
desta regido varidvel. A partir do nucleotideo 416 da sequéncia apresentada na Figura
15, o variante AgMNPV-2D contém 10 elementos ‘repetidos de maneira continua. Cada
um destes elementos repetitivos contém de 127 a 128 pb, com excegio do elemento II
que contém somente 68 pb que pode, no entanto, ser perfeitamente alinhado com parte
da sequéncia dos outros elementos repetitivos (Figura 17).

O sitio de restrigdo da enzima Sphl (GCATGC) foi encontrado em seis dos dez
elementos repetitivos do AgMNPV-2D. Nas outras quatro sequéncias repetitivas, duas
bases do sitio de reconhecimento da enzima encontram-se invertidas (ACGTGC)
inativando assim o sitio de restri¢do. Estes sitios de Sphl e o monitoramento do tamanho
dos clones utilizados para o sequenciamento (apds ocasionar delegOes superpostas com
a enzima Exonuclease I1I) foram indispensaveis para o posicionamento das sequéncias
devido a alta homologia entre os elementos repetitivos. A Figura 17 apresenta a
sequéncia consenso (con) da regido repetitiva onde poucas bases, em regides especificas,

apresentam diferencas.



78

‘senapsadwn sowoipuijed Wedipul SEPIIIdAUL SBIS SY L (- AdNINSV 9IUBLIBA OU SBPRID[OpP S9QI33I WeISoW X0q Ou SepedJeul
seiougnbag "osuasuod eouanbys e vuasaidar NQD “se1ougnbas se sepol wo SOPeAIISUOD ORU SOIPIIOI[ONU WEIIBW SOISLIASY

"¢] eingi,] vu oappodjonu op ogdisod e wejuasaidals eyur] Bped AP [eUl) OU 3 OIBUWIOD OU SOJIWNU SO

‘opipsad 9 Jyds

o1js 0 (DD LDDV BIougnbas) SepILIoAUl IS-WERIUOIUI $ISeq Senp opuend) "Opeyuljqns 3s-enuodud (DN LVID) 1yds ewizud
2P OJUSWIOJYUOIAL 3P OIS () || OIUIWDS Op 080X Wwod qd 7] No £7] wuod eAnnadas elougnbas epe) senujuod

seannados seougnbas (] wussaide qz-AINNSY awenea O "JZ-AINWSY op seannadar seougnbag

obeeeef}ioieedjeeseibeesel 33 ob

6291 JOVVVYVILL1J1VVIiVVIVIOVOOVLiL1d9

2300e6"331606e0360630066R33110) "RYDY16)16eR

J3120v91VvIJ9VILDI91VIOIVLILIEIVL“VI3L1919VY

obeee}B63312311613e6303RRRD333106

JOVVVIOL3011911VOLVIVYYOLL1129

‘L1 VaNoOId

3100663ee03eeliebiel166033166e NOJ

8Y91 VVLIIVOLVLLI99J0199V 0¢9t
1133991VvI1VV1iVIiV119920199V 2061

1061 uu<<<<chHUh<<UH<<u<»uLcu<hhhuu

J120VOLYVII9VILOJ91VIOOVILIVLI VIDLLIVIOVY

J0VVVIOLID11911VOLViVVYILL11129

1130991VVILlVYVLLIVOLV119903199V |v.€L

€2€1120VVVVILLDLIVYILVYIVIDVYVYIVLL1DD

3400v9D " 11939VI19094VI0OVLILIVLETYIDL1910VY

JOVVYViOL1DJ11011VO1VIVYVIL11139

1133991VVI1VVLIVOLYL119933199V (L%2L

9%l uu<<<<ohh0h<<u»<<u<hu4<u<h»»uc
6111 J9vVVVVOLLI1VVOLYVIVLIOVYIVLiLiOdD
266 JOVVVYVOLLJLIVYVILVVYIVLIOVVIVLLLIDZD

J103v9° 11939VYI19391VID9VLI1IIVL“VIDLI910VY
J3130v9° 11939VI1939190VOVLILLLL"VIDLID10VY

J0VVVIDLIJLUDLLVOLVIVYYILLLL1DD
J9VVYVIOL10311911VOlVIVVYYI111139

1122991VvIivVviLlVoiv119923199V 02L1L
113J3901VVILVVLLIVOLY119920199V £66

J31J0v9°11939VI19091vI90VLILLVLTVIJL11910VY

JOVYVLDLI011941VOLlViVYVYIL11129

11233994vVI1VV11VOLV119900199Y {998

S99 | J9VVYVYOLLILIVVILVYIVLIOVYIVLILLID

J123v9° 119J39V)19091vIOOVILLVII“V1D11010VY

g€ J9VVVVDLLJ1VVILIVVIVIOVYIVLLLDD
119 J9VVVVDLLDLIVVILVVIVIOVYIVLLLDD
€95 J9VVVIOL101VVLIIVVIVIOVVOVLLLIDD

* » *

J130v9° 11939VI1939190VIVLILLIL1 VL1191V
J132v¥97 11939VI1939190vVOVLILLL1°VITL1910VY
J3100v9°11939VI193911Jv99.L11111V1I311019VY

FNNNR * ¥ » % ¥ ¥

J9VYVLO1J311941VOLlViVYVIL11109
J9VVYVL910311941VOLVLIVYVIL11139
J0VYVIOLLJ41011VOLIVLIVYVIL111D9

»

1130994VVILVYVLLIVOLYL1990D199V 6L
113099LVVILVVLILIVOLYLL19900199V 219
R R L LR T
1120994VVILVVLIVVIVLIIVYI3LO0V 91y

* %%



79

Dentro das sequéncias repetitivas encontram-se dois palindromes imperfeitos. O
primeiro é de 30 pb, que pode, por sua vez, formar um palindrome imperfeito com outra
sequéncia de 30 pb localizada 38 bases "upstream” ou 29 bases "downstream" também
na regido repetitiva (Figura 17).

A presenca de sequéncias repetitivas dentro das quais encontram-se sequéncias
palindromicas, sdo caracteristicas das regides homélogas (hr=homologous regions)
descritos nos seguites baculovirus: AcCMNPV (Guarino et al., 1986), BmNPV (Majima
et al., 1993), e OpMNPV (Theilmann & Stewart, 1992). Por este motivo, a sequéncia
consenso das duas palindromes do AgMNPV foi comparada com todas as sequéncias
palindrémicas sequenciadas no AcMNPv, BmNPV e OpMNPV. A Tabela 8 apresenta
as sequéncias e o valor de identidade de nucleotideos, obtidos quando a segunda
sequéncia palindromica do AgMNPV foi utilizada para comparacdo. Os valores de
identidade variam de 70 a 77% com as sequéncias do AcMNPV e BmNPV e de 57 a
63% com a sequéncia palindromica do "enhancer” OpE do OpMNPV.

Quando a sequéncia do variante AgQMNPV-D7 foi analisada e comparada com o
variante 2D, as delegdes foram localizadas dentro da regido repetitiva. Os 381 pb
ausentes no variante D7 correspondem a exatamente trés destes elementos repetitivos de
127 pb. Portanto a diferenca entre estes dois variantes encontra-se no nimero de
elementos repetitivos presentes. No AgMNPV-2D encontram-se 10 sequéncias

repetitivas enquanto o AgMNPV-D7 apresenta 7 destas sequéncias (Figura 17).
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TABELA 8. Comparagdo da identidade de nucleotideos (%) entre a sequéncia
palindrdmica consenso (con) do AgMNPV com as sequéncias palindromicas das regides
homologas (hr) de outros baculovirus.

Virus Sequéncia Palindrbmica Identidade
(%)
AgMNPV
con hr4 GCTTTACAAGTACAATCAATCTTGAAAAGC
AcCMNPV
con hrl B G...TCTA..C.T..... 73
con hr2 . ...... G....G...TCTA....T...A. 73
con hr3 B G...TCTA..C.T..... 73
con hr4L. ....... ... .. G...TCTA..C.T...A. 73
con hr4aR ....... G....G...TCTA....T...A. 73
con hr5 ....... G....G...TCTA.G..T..... 73
BmNPV
con hril B A C...G...TCTA..C.T..... 70
con hr2L. ....... G....G...TCTA.G..T...A. 70
con hr2R T, C...G...TCTA..C.T..... 70
con hr3 R C...G...TCTA..C.T..... 70
con hr4lL B G...TCTA....T..... 77
con hr4dR . ...... G....G...TCTA....T...A. 73
con hr5  ....... G....G...TCTA.G..T...A. 70
OpMNPV
OpE-1I ..C..T...AAG.GT...CA.CC....... 63

con OpE-66 ..CG.T.G..AG.GT..GCA.CC....... 57




6. DISCUSSAO

6.1  Caracterizacio e Mapeamento das Regides Varidveis

A comparagdo dos isolados AgMNPV-"79 e AgMNPV-’85, mostrou um total de
17 variantes genéticos distintos sendo que seis foram obtidos de AgMNPV-"79 e onze a
partir de AgMNPV-’85. Esses (ltimos onze variantes apresentam uma maior
variabilidade envolvendo regides adicionais do genoma. Estes dados demonstraram que
os virus modificaram-se ao longo dos anos, a medida em que eles foram aplicados €
multiplicados no campo, para subsequentes aplicacdes como inseticida viral. Estudos
visando avaliar a estabilidade genética do baculovirus de Anticarsia estdo sendo feitos
com outros isolados temporais e geogréficos (Castro et al., 1991, 1992). O nimero e
tipo de variantes isolados, pelo método de purificagdo em placa, representa uma
subestimativa do total da variabilidade encontrada naturalmente nas populacdes virais.
Variantes encontrados em baixa densidade tem uma maior probabilidade de serem
eliminados devido ao fato de ter-se iniciado o procedimento de isolamento com uma
amostra inicial de 50 placas infectadas. Além disso, nem todos os variantes que se
desenvolveriam in vivo seriam obrigatoriamente capazes de se replicar in vitro. Outro
aspécto que deve ser considerado é que alguns gendtipos s6 seriam capazes de se replicar

em associacdo com outros. Apesar dessas limitacoes, o método de purificacdo em placa

81
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€ considerado o mais eficaz no estudo da variabildade genotipica dos baculovirus (Lee
& Miller, 1978; Maruniak et al., 1984; Shapiro et al., 1991).

As variagdes no perfil de restricdo dos baculovirus podem ser causadas por um
dos seguintes mecanismos: inser¢des do DNA do hospedeiro no genoma viral,
duplicagoes de fragmentos do genoma viral, e mutagdes de ponto (Brown et al., 1985).
Os variantes gendmicos do AgMNPV-’79 e "85, ndo apresentaram hibridiza¢io com o
DNA celular, descartando assim a possibilidade de insercdes de DNA do hospedeiro.
Isto indica que as modificacdes genéticas foram devidas a re-arranjos envolvendo
unicamente genomas virais. Croizier & Ribeiro (1992) determinaram a existéncia de
processos de recombinacdo ativa entre variantes de AgMNPV. A maior diversidade
genotipica encontrada no isolado ’85 pode ser explicada entdo, ndo so pelo espago de
tempo transcorrido entre as coletas dos virus, mas também devido a uma maior
possibilidade de recombinacdo num isolado viral ativamente aplicado nas mesmas 4reas
(Moscardi, 1989) durante seis anos.

A anilise das alteracOes gendmicas encontradas no variante selecionado
AgMNPV-D7 com cinco enzimas de restricdo, localizou trés variacdes genotipicas em
relacdo ao protétipo AgMNPV-2D. Duas destas encontram-se em regides apresentando
variagbes ja descritas para os outros variantes, e a terceira se localiza numa regido
definida como varidvel em trabalhos anteriores (Croizier & Ribeiro, 1992).

O mapeamento das regides varidveis dos 18 variantes gendmicos analisados
permitiu localizar algumas regides contendo numerosos rearranjos quando comparados

com outros sitios do genoma. Estes resultados estdo de acordo com os dados
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apresentados por Croizier & Ribeiro (1992), os quais mapearam seis regides variaveis
com as enzimas EcoRI e Bglll. Quatro regies descritas por esses autores encontram-se
muito préximas ou no interior das regides varidveis detectadas com HindlII e Pstl no
presente trabalho. A ocorréncia de maior variabilidade genética em certas areas do
genoma ji tem sido descritas em outros baculovirus (Burand & Summers, 1982, Brown

et al., 1985).
6.2  Anilise da Divergéncia dos Variantes Genéticos

A andlise da divergéncia separou os variantes gendmicos do AgMNPV-"79 e
AgMNPV-’85 em dois grupos distintos, os quais encontram-se, no entanto, relacionados.
Esta anilise foi feita com o objetivo principal de avaliar a dindmica de diferencia¢do
destes dois isolados virais. Por isso, foi levado em consideracdo as diferencas na
mobilidade dos fragmentos obtidos pela digestio do DNA viral (Kambhampati ez al.,
1992). Esta anilise resultou no possicionamento do variante D7 junto aqueles do isolado
AgMNPV-"79. O D7 é proveniente de um isolado viral, originalmente obtido de larvas
de A. gemmatalis infectadas, de maneira similar ao isolado AgMNPV-"79, que foi entao
selecionado em lagartas de D. saccharalis. Assim ndo e totalmente surprendente que ele
seja mais proximo dos variantes obtidos a partir do AgMNPV-"79. No entanto acredita-se
que digestdes com outras enzimas levem a diferenciagdo destes variantes.

Os variantes do isolado viral 85 ndo sé encontram-se agrupados separadamente
do isolado ’79, mas também, as distincias entre eles sdo maiores do que as encontradas

entre os variantes do ’79, evidenciando uma maior heterogeneidade genotipica. O
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AgMNPV tem sido utilizado como agente de controle bioldgico no Brasil desde o final
da década de 70. Portanto, os resultados obtidos podem refletir a influéncia que as
aplicacbes virais nos campos de soja possam ter nas recombinages virais. Assim
mesmo, os efeitos que o tempo e outros fatores geograficos e/ou ambientais possam ter
tido sobre o isolado ’85 devem ser considerados.

Andlises filogenéticas tem sido utilizadas para comparar a variabilidade genotipica
entre diversos isolados geograficos do STMNPV (Shapiro et al., 1991). Estes autores
observaram que a variagdo dos virus coletados de uma localidade era, em geral, menor
do que aquela encontrada entre isolados de diferentes regides, mas concluiram que essa
variacdo nao era dependente unicamente da localizacdo geografica. Bilimoria (1983)
sugere que a variacdo genética estd relacionada com a especificidade de hospedeiro, e
considera que a andlise dos variantes pode ser um instrumento importante no estudo das
interacdes virus-hospedeiro.  Os resultados obtidos com o AgMNPV fornecem
informagdo bésica para o estudo da variabilidade gendmica que ocorre dentro de um
unico hospedeiro. Investigacdes devem ser feitas para responder se existe correlagdo

entre os variantes do AgMNPYV e a especificidade do hospedeiro.

6.3  Replicaciio Viral dos Variantes Gendmicos

A replicacio de todos os variantes aqui analisados foi significativamente maior
na cultura de células do hospedeiro original, A. gemmatalis, do que nas células de
Spodoptera; as quais sdo também suscetiveis a infecgéo pelo baculovirus de Anticarsia.

No entanto, os valores de titulacdo dos seis variantes do isolado AgMNPV-’79 nio
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diferiram significativamente, entre eles, em nenhuma das duas culturas de células. Isto
Ja ndo aconteceu com os onze variantes do isolado ’85, nos quais encontram-se diferencas
de até 10 vezes entre as titulagdes obtidas numa mesma cultura celular.

O aparecimento de diferencas na infectividade viral dentro do isolado ’85 indica
que, durante os anos de aplicacdo da preparagdo viral, recombinagdes podem ter ocorrido
levando a modificagdes genéticas que por sua vez foram responsaveis pelas mudangas na
viruléncia dos variantes gendmicos do AgMNPV. Com a intengdo de correlacionar a
atividade bioldgica com alteraces no genoma, foi realizada inicialmente uma anilise
geral de todas as variagdes encontradas nestes isolados. O cendrio que se observou foi
de uma grande variabilidade nesses virus, envolvendo vérias regides do genoma e varios
tipos de alteragdes, o que demonstra um sistema complexo e dinimico. A produgio viral
obtida de cada um dos variantes foi diferente de um tipo de cultura de células para o
outro, com a excegdo do variante 45 que apresentou a menor titulagdo tanto nas células
de Anticarsia como nas de Spodoptera. Brown et al. (1985), num mesmo tipo de estudo,
ndo encontraram diferengas significativas na titulagdo de 14 variantes genémicos de
AcMNPV em dois tipos de culturas de células.

Exames mais detalhados de dreas menores do genoma devem ser elaborados de
maneira sistematica para se conseguir determinar quais as regides, € consequentemente
quais os genes, envolvidos na infectividade viral. N&o ha ddvida de que o estudo das
variacOes naturalmente ocorridas pode fornecer uma fonte de conhecimentos necessarios

para a futura manipulagdo dos baculovirus.
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Pelos dados obtidos nas titulagdes virais, pode ser constatado que a viruléncia dos
variantes 85 é, de maneira geral, menor ou similar ao AgMNPV-2D (proveniente do
isolado ’79). Isto significa que algumas modificacGes afetam negativamente os virus as
quais podem ser detectados pelo método de purificacdo em placa. Atualmente a anélise
do isolado viral de 1994 encontra-se em progresso. Desta maneira, serd possivel
monitorar as variacdes do AgMNPV no campo, ao longo do tempo.

O variante AgMNPV-D7, proveniente de um isolado viral cuja infectividade para
o hospedeiro alternativo D. saccharalis foi aumentada por meio de passagens seriadas,
nao apresentou diferengas significativas na infeccdo das células de Spodoptera, mas
replicou-se de maneira menos eficiente do que 0 AgMNPV-2D nas células de Anticarsia.
Pavan & Ribeiro (comunicagdo pessoal) descrevem que a infectividade do variante D7
nas larvas de A. gemmatalis ndo foi alterada durante a selegdo em Diatraea. Os
resultados obtidos com as células de A. gemmatalis provam que este é um sistema preciso
na avaliacdo de viruléncia do AgMNPV, capaz de detectar variagdes ndo identificadas
in vivo ou em outras culturas de células. Um mesmo tipo de observagdo pode ser
constatado em AcMNPYV recombinantes, onde a expressdo de genes inseridos no genoma

foi diferente, dependendo do tipo de célula em que foram inoculados (Maruniak ez al.,

1994)

6.4  Analise de uma Regiao Altamente Variavel

Uma ampla gama de variagio de tamanho encontrada na regido compreendida

entre 88,58 € 90,13 u.m. no DNA do AgMNPV, foi também descrita por Croizier &
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Ribeiro (1992). Esta variagdo encontra-se dentro de uma das quatro regides homoélogas
(hr) descritas em AgMNPV (Garcia-Canedo et al., submetido).

As hrs caracterizam-se pela presenca de sequéncias repetitivas contendo
palindromes imperfeitos, as quais tém sido relacionadas com a fun¢do de "enhancer”
(Guarino & Dong, 1991, 1994). A localizag@o das hrs ao longo do genoma sugeriu que
essas fossem origens de replicacdio do DNA viral (Cochram & Faulkner, 1983).
Recentemente, efetuando-se ensaios de expressdo transitdria, foi comprovado que estas
sequéncias de DNA atuam como ORI (Pearson et al., 1992; Kool et al, 1993a; Pearson
& Rorhmann, 1995). Os trabalhos disponiveis até o presente momento em relagdo as
hrs, concentram-se na comparagio entre diversos virus, ou na atividade bioldgica de um
determinado fragmento de DNA.

A andlise detalhada e comparativa de dois variantes genotipicos do AgMNPV,
contendo diferencas numa das regides hr, permitiu entender o motivo pelo qual as hrs
também tém sido relacionados com variagdo genética (Burand & Summers, 1982; Brown
et al., 1985; Majima et al., 1993). Foi verificado no presente estudo, que o nimero de
sequéncias repetitivas dentro de uma mesma hr pode diferir entre variantes genéticos.
Observou-se que essa variagio é gerada pela adi¢do ou eliminacdo de sequéncias de 127
pb repetidas em "tandem".

A grande variagdo encontrada nesta regido indica que recombinagbes devem
ocorrer frequentemente. Em células eucariontes, o DNA altamente repetitivo tem sido
encontrado fazendo parte de até 17% do genoma total e, nestas regides chamadas

satélites, recombinagdes ocorrem com mais frequéncia que no resto do genoma (Alberts
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et al., 1983; Lewin, 1994). Recombinagdo genética entre variantes do AgMNPV tem
sido descrita como um processo ativo, in vitro, por Croizier & Ribeiro (1992). Portanto,
as sequéncias repetitivas encontradas nos hrs devem facilitar o aparecimento de
duplicacles e delecoes de fragmentos de DNA durante a recombinagio genética, devido
a pareamentos incorretos ("replication slippage").

A fungdo de enhancer ou de origem de replicagdo desta regido altamente varidvel
no AgMNPV vem sendo analisada, porém ainda nido dispomos de dados conclusivos.
No entanto, a sequéncia palindromica, elemento fundamental para a regulacio de
transcricdo dos genes precoces, apresenta alta homologia com as palindromes do
AcMNPV. Alem disso observa-se a presenga da sequéncia "AAAGC" no extremo do
palindrome descrito como um possivel sitio de ligagdo dos fatores de transcricdo que
interagem com as hr (Theilmann & Stewart, 1992). Estes dados, juntamente com o
posicionamento das hrs ao longo do genoma do AgMNPV, indicam fungdes bioldgicas
similares aquelas descritas em AcMNPV. A relagdo direta entre a variabilidade genética
envolvendo o nimero de sequéncias repetitivas, € o modelo de como esta variabilidade

ocorre, foram analisados e sugeridas pela primeira vez no presente trabalho.



7. CONCLUSOES

A partir do presente trabalho foi possivel:
1) Um melhor detalhamento da estrutura do genoma do AgMNPV através do
mapeamento adicional com duas enzimas de restricdo além das cinco previamente
definidas. Obteve-se assim, um total de 82 sitios de restricdo no genoma de 133 kpb.
2) Identificar um total de 18 variantes genotipicos do AgMNPV: a) um variante,
AgMNPV-D7, proveniente de um isolado viral passado num hospedeiro alternativo; b)
seis variantes distintos obtidos a partir do isolado viral AgMNPV-"79 e c) onze variantes
obtidos a partir de uma preparagido comercial utilizada para controle de pragas em 1985
(AgMNPV-"85). Esses variantes apresentaram variagdes em sitios adicionais do genoma
quando comparados aos variantes do AgMNPV-"79.
3) Localizar, no mapa de restricdo, sete regides do genoma contendo variacoes entre
os diferentes variantes genotipicos, resultantes de insercdes e delecdes de DNA assim
como de mutagdes de ponto, quando comparados com o protétipo AgMNPV-2D.
4) Comparar a capacidade de replicagdo dos variantes obtidos a partir dos isolados
AgMNPV-’'85 e AgMNPV-’79. Os variantes encontrados em AgMNPV-’85
apresentaram diferencas significativas em dois tipos de células em cultura, diferencas

estas nao encontradas entre os variantes do isolado ’79.
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35) Sequenciar e comparar uma das regides varidveis em dois variantes do AgMNPV,
As alteragdes de tamanho encontradas entre estes variantes envolviam a delecio ou
insercdo de trés sequéncias de 127 pb repetidas em tandem. Diferencas de tamanho nessa
mesma regido, encontrada nos outros variantes analisados, sugere que delecdes ou
duplicagbes de ndimeros varidveis desses elementos repetitivos de 127 pb sdo os
responsaveis pela variagao.

6) Analizar essas sequéncias repetitivas de 127 pb, apresentando palindromes
imperfeitos com identidade de nucleotideos de até 77% com regides palindromicas de
outros baculovirus. Pela andlise de sequéncia, estrutura e localizagdo no genoma, essa
regido foi identificada como a regido homoéloga 4 (hr4) de AgMNPV, a qual na porgio
terminal dos palindromes apresenta a sequéncia consenso "AAAGC" possivelmente
relacionada com a ligagdo de fatores de transcrigio.

Assim, pode se concluir que o genoma do AgMNPV apresenta regides varidveis
identificaveis através da andlise do seu perfil de restricio. Este genoma constitui um
sistema dindmico onde modificagdes genotipicas sdo incorporadas produzindo
heterogeneidade em diversos isolados virais. Algumas destas modificagdoes foram
localizadas numa regido relacionada com funcgbes de transcricdio e/ou origem de
replicagdo do DNA em outros baculovirus. Neste trabalho, pela primeira vez, analisa-se
comparativamente essa regido em dois variantes genéticos de um mesmo virus, e 0s
resultados sugerem que as variagdes encontradas poderiam modular a replicagdo e

transcrigdo de AgMNPV.



8. RESUMO

O genoma do AgMNPV-2D (Protétipo do baculovirus de Anticarsia) foi
adicionalmente mapeado com as enzimas de restricdo Pstl e Smal, levando a um total de
82 o namero de sitios de restricdo localizados no seu genoma. Dezoito variantes
gendmicos, determinados pelo ferfil de restricdo apds digestdo com HindllI e Pstl, foram
analisados. Dezessete destes variantes foram purificados de dois diferentes isolados
virais: 1) o AgMNPV-’79, obtido originalmente em 1972 de larvas infectadas, resultou
em 6 gendtipos diferentes; 2) uma preparagio comercial brasileira de 1985 (AgMNPV-
’85), da qual 11 variantes foram identificados. O dltimo variante foi isolado de um virus
selecionado no hospedeiro alternativo D. saccharalis por 20 geragdes (Pavan & Ribeiro,
1989).

A variagdo gendmica foi localizada no mapa fisico do DNA viral. Comparando
os isolados 85 e ’79 observou-se que ndo sé o nimero de variantes tinha quase
duplicado, mas que a variagdo foi encontrada em sitios adicionais do genoma. As
modificagdes foram geradas através de rearranjos do genoma viral visto que DNA celular
ndo foi detectado. Isto sugere que através dos anos e, devido a aplicacdo anual e

introducdo de isolados geograficos, o AgMNPV-"85 acumulou mais variabilidade.
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A analise de divergéncia do DNA separou os variantes do AgMNPV-"79 daqueles

obtidos do AgMNPV-"85. Estes resultados mostram que o isolado ’85 representa um
grupo de virus mais heterogéneo.

A replicagdo de todos os variantes foi analizada e comparada em dois diferentes
culturas de cé€lulas. A viruléncia foi estimada a partir dos valores do TCID,, obtidos
apos titulacdo viral (Knudson, 1979; Brown et al., 1985). Os variantes do isolado ’85
apresentaram diferengas na infectividade a ambos tipos de células, sugerindo alguma
relacdo entre viruléncia e alteragdes gendmicas. O variante AgMNPV-D7 nio apresentou
difencas na infectividade nas células de Spodoptera, mas se mostrou menos virulénto nas
c€lulas de Anticarsia em comparagdo ao AgMNPV-2D. Estes resultados mostraram que
a cultura celular estabelecida a partir do hospedeiro original é mais suscetivel, e portanto,
mais adequada na andlise de AgMNPV.

A regido altamente varidvel (88,58 - 90,13 u.m.) foi sequenciada e comparada
entre AQMNPV-2D e AgMNPV-D7. Foram encontradas sequéncias de 127 pb repetidas
em tandem nesta regido identificada como uma regido homéloga do AgMNPV (hr4)
(Garcia-Canedo et al., submetido). As alteracOes observadas entre os dois isolados foram
devidas a presenca de diferentes numeros de sequécias repetitivas.

Os hr em baculovirus sdo relacionados com aumento na transcri¢do (enhancer de
transcricdo) e com a origem de replicacio de DNA. Estas regides também presentam
variagbes em outros baculovirus. No entanto até o momento existem trabalhos
comparando variantes apresentando modificacdes nestas regides. Este tipo de estudo é

importante para compreender os mecanismos pelos quais estes variantes sdo gerados.
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A alta variabilidade observada pode ser explicada por eventos de recombinacio,
processo este determinado como ativo em AgMNPV (Croizier & Ribeiro, 1992). Numa
regido repetitiva o aparecimento de duplicacGes e delecdes é facilitado devido a
pareamentos errOneos (replication slippage).

O estudo da variagao naturalmente ocorrida € uma drea importante de investigacéo

e pode representar um instrumento muito poderoso na manipulacdo e modificacdo de

baculovirus.
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9. SUMMARY

The genome of the AgMNPV-2D (prototype of the Anticarsia baculovirus) was
additionally mapped with Pstl and Smal restriction enzymes, bringing to 82 the number
of restriction sites located in its DNA. Eighteen genomic variants, determined by their
restriction profiles after digestion with HindIII and Pstl, were analyzed. Seventeen of
these variants had been plaque purified from two different viral isolates: 1) the
AgMNPV-"79, obtained originally in 1972 from diseased larvae, resulted in 6 different
genotypes and 2) a 1985 brazilian commercial preparation (AgMNPV-’85), from which
11 variants were identified. The last variant was isolated from AgMNPYV selected in the
alternate host D. saccharalis for 20 generations (Pavan & Ribeiro, 1989).

The genomic variation was located in the physical map of the viral DNA.
Comparing the isolate *85 with the *79 it was found that, not only the number of variants
had almost doubled, but variation was found in additional genomic sites. The genomic
modifications were shown to have been generated through viral genome rearrangements
since the presence of cellular DNA could not be detected. This suggests that over the
years and by the yearly applications on the field and introduction of geographical isolates,
the AgMNPV-’85 accumulated more variability.

The DNA divergence analysis separated the AgMNPV’79 variants from the ones
obtained from AgMNPV-’85. These results show that the ’85 isolate is a more

heterogenous group of viruses.



The replication of all the variants was analyzed and compared in two different cell
lines. The virulence was estimated by the TCID,, values obtained after viral titration
(Knudson, 1979; Brown et al., 1985). The variants from the ’85 isolate presented
differences in their infectivity to both cell lines, suggesting some relation between
virulence and genomic alterations. The AgMNPV-D7 variant did not differ from the
AgMNPV-2D infectivity in Spodoptera cells, but showed to be less virulent against
Anticarsia cells. The results showed the cell line established from the original host to be
much more susceptible, and so, more adequate for the analysis of AgMNPV.

A highly variable region (88,58 -90,13 m.u.), of AgMNPV-2D and AgMNPV-D7
was sequenced and compared. Sequences of 127 bp were found to be tandemly repeated
in this region which was identified as a homologous region (hr4) of AgMNPV (Garcia-
Canedo et al., submitted). The alterations observed between the two isolates were due
to a difference in the number of repeated sequences present.

The hrs in baculoviruses have been associated with transcriptional enhancer
function and origin of DNA replication. These regions have also been found to be
variable in other baculoviruses. However, so far there are no reports of a comparison
between variants presenting modifications in these regions. This type of study is
important to understand the mechanisms by which these variations were generated.

The high levels of variability observed can be explained by recombination events,
shown to be an active process in AgMNPV (Croizier & Ribeiro, 1992), in a repetitive
region of the genome which facilitates the deletion and duplication of DNA by replication

slippage.
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The study of naturally occurring genomic variation is an important area of
research and may represent a very powerful tool for the manipulation and modification

of baculoviruses.



APENDICE 1.

10. APENDICES

Nimero de células semeadas para manuten¢do e infec¢do viral.

Tamanho do Tipo de NGmero de células/Volume total® | Volume do
frasco célula Inbéculo
Manutengdo” Infecgdo MOI=z1* | Viral
25 cm? TN-368 8 x 10°/5 ml 2 x 10°/5 ml 1,0m
BTI-TN-5B1-4 1 x 10°/5 ml
UFL-AG-286 2 x 10%/5 ml 7,5x10°%/5 ml 1,0ml
IPLB-SF21-AE 2 x 10°/5 ml 5 x 10°/5 ml 1,0ml
SF9 3 x 10%/5 ml 4 x 10°/5 ml i,0ml
75 cm? TN-368 2 x 10°/15 ml 1 x 107/10 ml 2,5 ml
IPLB-SF21-AE 4 x 10°/15 ml 2 x 107/10 ml 2,5ml
SF9 5 x 10°/15 ml 2 x 107/10 ml 2,5 ml
150 cm? TN-368 5 x 10°/40 ml 2 x 107/20 ml 5,0 ml
IPLB-SF21-AE 1 x 107/40 ml 4 x 107/20 ml 5,0ml
SF9 1.5x107/40 ml 4 x 107/20 ml 5,0ml
250 ml erlen. SF9 e SF21 8 x 10°/30 ml 2 x 107/100ml
Placa 35 mm? TN-368 6 x 10°/2 ml 0,1 ml
BTI-TN-5B1-4 8 x 10°/2 ml 0,1 mi
SF9 1,2x10%/2 ml 0,1ml
IPLB-SF21-AE 1,5x10°/2 ml 0,1 ml
Placa 60 mm? TN-368 1,2x10°/4 ml 1,0 ml
SF9 2,5x10%/4 ml 1,0 ml
IPLB-SF21-AE 3 x 10°/4 ml 1,0ml
Placa c/96 cav. TN-368 Titulagao® 6 x10°/6 ml 0,1lml/cav.
Placa viral® 6 x 10°/18ml pl. viral
SF9 Titulagdo 1,2x10¢/6 m1  0,1ml/cav.
Placa viral 1,2x10%/18ml pl. viral
IPLB-SF21-AE Titulacgdo 1,2x10%/6 ml  0,1ml/cav.
Placa viral 1,2x10%/18m1 pl. viral
UFL-AG-286 Titulagédo 5,4x10%°/18ml1 0,1ml/cav.
Placa c/24 cav. TN-368 1x10%/ml/cav 0,1lml/cav.
SF9 2x 10°/ml/cav 0,1ml/cav.
IPLB-SF21-AE 2x10°/ml/cav 0,1ml/cav.

@ Nuamero de células semeadas nos diferentes tipos de frascos.

* Nimero de células semeadas para 2 dias de crescimento. Se

necessérios

(ex.

numero de células indicado.

quando semeadas nas sextas-feiras)
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# Nimero de células necessirias quando infectadas com um MOI
(Multiplicidade de Infec¢do) de 1 ou mais. MOI se refere & quantidade
(titulo) de particulas virais infecciosas (TCID,, = tissue culture

infectious dose) colocadas em contato com as células. Ex. MOI=1 quando a
guantidade de virus & igual ao nimero de células semeadas; MOI=10 quando
o inéculo viral (concentrag¢do do TCID,,) & 10 vezes maior que o ndmero de
células semeadas.

©0 Placa com 96 cavidades pode ser utilizada para titulagdo wviral. A
concentracdo celular aqui indicada e suficiente para semear toda a placa
com 0,05 ml por cavidade. Dilui¢Bes seriadas, do virus a ser titulado,
sdo feitas (10! a 10°°) . 10 cavidades s&@o inoculadas com cada uma dessas
diluigdes virais, imediatamente depois das células terem sido semeadas.

O Placa com 96 cavidades pode ser utilizada para crescimento de placas
virais. Apds purifica¢do em placa, as placas virais individuais assim
obtidas podem ser crescidas infectando cé&lulas de inseto. A concentragdo
celular aqui indicada é suficiente para semear toda a placa com 0,15 ml
por cavidade.
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APENDICE 2. Procedimento para a manutengdo de cultura de células de
inseto.”
1. Aquecer o meio de cultura a 37°C. Colocar todc o material a ser

utilizado, com excecdo do meio e das células, dentro da camara de
fluxo laminar e ligar a luz UV por pelc menos 10 min.

2. Examinar a condi¢do das células utilizando um microscdpio invertido.
Garantir que ndo exista nenhuma contaminac¢&o.

3. Desligar a luz UV e colocar os frascos contendo as células e o meio
de cultura.

4. Flambar ligeiramente todo o material antes de ser aberto ou

utilizado (incluindo os frascos contendo as cé&lulas e cada pipeta a
ser utilizada).
5. Continuar com o procedimento apropriado para semear as diferentes
células:
TN368: Bater a regido lateral do frasco com a palma da méo para
soltar as células que estdo fixadas na parede do frasco.
IPLB-SF-21AE, SF9, UFL-AG-286 e BTI-TN-5B1-4: Descartar o meio de
cultura. Adicionar meio fresco (5, 10 ou 20 ml se as
células encontram-se em frascos de 25, 75 ou 150 cw?

respectivamente). Soltar as células fixadas na parede
. de frasco utilizando "scrapers" estéreis.
6. Utilizando pipetas estéreis de 1 ml, colocar 0,1 ml de cada

suspengdo celular num tubo de 1,5 ml (estes tubos n8o precisam ser
estéreis j& que esta aliguota de células serd utilizada somente para

a contagem celular e depois serd descartada). Flambar novamente
cada frasco antes de recolocar a tampa.
7. Adicionar 0,1 ml de solugdo corante, "trypan blue" 0,4%. Misturar

e contar o nimero de células utilizando um hematimetro de Neubauer.
Estimar também a viabilidade celular. As células mortas tornam-se
azuis devido ao corante. As células vivas, cuja membrana celular
continua intata, continuam com a sua cor natural. Contar quantos
quadrantes sejam necesslrios para obter pelo menos 100 células e
depois fazer os célculos necessdrios considerando a diluigdo feita
com o corante. O nimero de células viéveis é&: nimero de células
vidveis x [(10 quadrantes/ul)/(nimero de quadrantes contados)] x
diluic3c pelo corante x 10° (transforma¢do de pl a ml) = ndmero de
células/ml.

Exemplo 1. 105 células contadas em um quadrante na diluig¢do de 2x:

105 x 10 x 2 x 10° = 2,1 x 10° células/ml.

Exemplo 2. 105 células contadas em dois quadrantes, diluig8o 2x:
105 x 5 x 2 x 10° = 1,05 x 10° células/ml.
Exemplo 3. 105 células contadas em cinco quadrantes, diluig¢do 2x:
105 x 2 x 2 x 10° = 4,2 x 10° células/ml.
8. Utilizando o apéndice 2, verificar o nimero de células que deve ser
semeado em cada cultura dependendo do tamanho do frasco a ser
utilizado. Calcular o volume necessdrio da suspengdo celular

previamente contada e o volume de meio de cultura fresco a ser
adicionado. Semear as células em novos frascos estéreis.

9. Flambar novamente todo o material antes de ser fechado e guardado.
Incubar as células & 26°C. Manter o meio de cultura & 4°C. Limpar
a area de trabalho e colocar novamente a luz UV por 10 min.

* Procedimentos utilizados rotineiramente na manutengdo de células de
inseto no Laboratério de Virologia de Insetos do Prof. James E. Maruniak.
Universidade da Flérida, USA.
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APENDICE 3. Purificagdo de poliedros a partir de larvas infectadas.®

1. Homogeneizar as larvas infectadas com o tampdo preparado em &gua
destilada (aproximadamente 5 ml de tampdo por grama de lagarta):
1% &cido ascérbico
2% SDS
0,01 M Tris pH 7,7
0,001 M EDTA pH 8,0

2. Filtrar em 4 camadas de gaze.

3. Centrifugar o filtrado & 12.000 g/10 min & 4°C (em centrifuga
Beckman, rotor JA20 = 10.000 rpm).

4. Ressuspender o precipitado em de dgua e adicionar NaCl 5M até uma
concentrac¢do final de 0,5 M.

5. Centrifugar & 17.000 g/12 min & 4°C (centrifuga Beckman, rotor JA20
= 12.000 rpm).

6. Ressuspender o precipitado em &gua destilada. Colocar a solugéo
diretamente sobre o gradiente de sacarose.

7. Preparar o gradiente continuo de sacarose de 40% a 63% no tampdo TE:
Concentragdo Densidade Sacarose Tampdo TE
de sacarose (10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA)

40% 1,17 g/ml 225 g 350 ml
632 1,30 g/ml 420 g 250 ml

8. Centrifugar & 80.000 g/30 min (em ultracentrifuga Sorval, rotor
AHE626 = 24.000 rpm).

9. Recuperar a banda com o0s poliedros (aproximadamente no tergo
inferior do tubo).

10. Transferir para outro tubo. Diluir a sacarose em &dgua pelo menos 3
vezes.

11. Centrifugar & 17.000 g/10 min & 4°C (centrifuga Beckman, rotor JAZ20
= 12.000 rpm).

12. Ressuspender os poliedros em &gua.

13. Os poliedros purificados podem ser quantificados no microscopio

utilizando-se o hematimetroc de Neubauer ou a concentrac¢do de
poliedros pode ser calculada medindo-se a absorbancia a 550 nm.
(DO, x 0,28 x diluicgdo = concentracdo de poliedros em mg/ml) .

* Protocolos utilizados no Laboratdrio de Virologia de Insetos do Prof.
James E. Maruniak. Universidade da Fl6rida, USA.
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APENDICE 4. Extrag3o de DNA a partir de poliedros’.

A. Extragdo de ARV a partir de poliedros.

1. Dissolver os poliedros colocando 1/3 do volume da solugdo DAS
DAS (3x): 0,3 M Na,CO,
0,03 M EDTA pH 8,0
0,51 M NaCl
Ajustar pH a 10,9

2. Misturar bem e verificar no microscépio se os poliedros foram
dissolvidos antes de continuar o procedimento.
3. Preparar gradiente de sacarose continuo de 40-56% em tampdo TE:
Concentragdo Densidade Sacarose Tampdo TE
de sacarose (10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA)
40% 1,17 g/ml 225 g 350 ml
56% 1,26 g/ml 350 g 255 ml
4. Colocar a solugdo com os poliedros dissolvidos sobre o gradiente.
5. Centrifugar & 80.000 g/1 h & 4°C (em centrifuga Sorval, rotor AH626
= 24.000 rpm).
6. Remover a camada superior do gradiente contendo principalmente a
proteina poliedrina e estocar & -70°C.
7. Remover as bandas contendo os ARV (vlrias bandas s&8o formadas

dependendo do ndmero de nucleocapsideos por envelope) utilizando uma
pipeta Pasteur.

8. Colocar em outro tubo e diluir a sacarose em 3 volumens de TE.
9. Centrifugar & 80.000 g/30 min & 4°C.
10. Descartar o sobrenadante e ressuspender o precipitado (ARV) em 0,5

ml de TE e colocar num tubo de microcentrifuga.
B. Extragdo do DNA viral a partir de ARV.
11. Adicionar 40 pl de 20% SDS. Se o DNA for utilizado para infectar

diretamente células de inseto (transfec¢do), substituir o SDS por
20% Laurylsarcosine.

12. Incubar & 37°C/10 min.

13. Adicionar 25 pl de proteinase K (5 mg/ml) e incubar durante a noite
(minimo 6 horas) a 37°C.

14. Extrair o DNA com 0,75 ml de fenol destilado e saturado com TE.
Misturar cuidadosamente vé&rias vezes para misturar as fases. ]
fenol & utilizado para extrair as proteinas do meio.

15. Centrifugar na microcentrifuga por 1 min. Transferir a fase aquosa
(superior) a um tubo limpo. Repetir este procedimento mais 2 vezes.

16. Adicionar 0,75 ml de éter saturado com &gua. Misturar

=

cuidadosamente virias vezes. O éter é utilizado para retirar tragos
de fenol que estejam presentes na fase aquosa.

17. Centrifugar na microcentrifuga por 1 min e descartar o éter (fase
superior). Repetir o item 16 mais duas vezes.

18. Deixar o éter evaporar por alguns minutos.

19. Transferir o DNA para tubos de didlise e dializar em TE por 2 dias
trocando o tampdo 3 vezes ao dia.

20. Medir a concentra¢do de DNA em espectrofotdmetro a 260 nm (DO,,, x 50

x diluicdo = concentra¢do de DNA em ug/ml).

* Protocolos utilizados no Laboratdrio de Virologia de Insetos do Prof.
James E. Maruniak. Universidade da Fl6rida, USA.
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APENDICE 5. Purificacdo de virus extracelulares’.

1. Infectar as células de inseto com virus (ver apéndice 1).

2. Trés dias ap6s infecgdo, coletar o meio de cultura e as células em
tubos estéreis.

3. Centrifugar em centrifuga de mesa & 70 g/10 min ou 15 min dependendo
do volume utilizado (em centrifuga Dynac II com tubos de 15 ou 50 ml
= 600 rpm). O sobrenadante contém os ECV e o precipitado contém
células e restos celulares.

4. Transferir o sobrenadante para outro tubo estéril. O ECV pode ser
guardado & 4°C para ser utilizado como indéculo viral em cultura de
células ou para injetar larvas via intrahemocélica. O ECV pode
também ser titulado ou concentrado para posterior titulacdo.
Procedimento para concentrar o ECV:

5. Fazer a tranferéncia diretamente num tubo estéril que possa ser
usado para centrifugag¢do a altas velocidades. Centrifugar em
centrifuga refrigerada & 17.000 g/45 min & 4°C {(em centrifuga
Beckman, rotor JA20 = 12.000 rpm)

6. Descartar o sobrenadante e ressuspender o precipitado (ECV) num
volume menor do meio de cultura utilizado inicialmente.
7. Titular o virus novamente, se necessario.

* Protocolos utilizados no Laboratério de Virologia de Insetos do Prof.
James E. Maruniak. Universidade da Fl6rida, USA.
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APENDICE 6. Titulagd@o viral pelo método da diluicdo final®.

*

Fazer dilui¢Bes seriadas do wvirus a ser titulado (10! a 107%)
utilizando o meio de cultura TC-100. Preparar um volume final de
200 pl/diluicgédo.

Marcar numa placa com 96 cavidades uma diluigdo por fileira.
Semear as células a serem utilizadas na concentrac3o indicada no
apéndice 1 em todas as 96 cavidades da placa. Colocar 0,05
ml/cavidade. Se o wvirus a ser titulado tiver o gene da g-
galactosidase, adicionar 45 pl de X-gal (20mg/ml DMSO) nos 6 ml
totais de suspengdo celular, de maneira a obter uma concentracdo
final de 150 ug/ml.

Imediatamente, comegando com a maior diluigdo viral (10°%) adicionar
0,1 ml de virus em cada uma das 10 cavidades da fileira marcada para
aquela diluic¢do. Ter cuidado para nd8o contaminar as cavidades
vizinhas.

Repetir o procedimento com as outras dilui¢Bes virais (1077, 10°°,
etc) .

Apds ter inoculado as células com todas as diluigdes (total 80
cavidades), colocar duas ou trés gotas de 6leo mineral estéril em
cada cavidade para evitar o ressecamentc das células.

Incubar a 26°C. Verificar o nlmeroc de células infectadas (pela
presen¢a de poliedros no ndcleo ou pela colorag¢do azul ocasionada
pela expressdo do gene da f-galactosidase no meio com X-gal) apds 5
dias. Mesmo quando poucas células encontran-se infectadas, a
cavidade deve ser considerada positiva.

Calcular a titulag¢do viral como indicado no seguinte exemplo:

Diluic&o cavidades com células infectadas (+) ou ndo (-)
10°° + + + + + + + + + +
10°° + + + + + + + + + +
10 + + + + + + + + + +
10°¢ + + + + + + + + + +
10°° + - + + + - - - + +
10°¢ - - - - - - oL
1077 - - - - - .
10°° - - - - - - - -

A = Maior diluigd@o em que as 10 cavidades foram infectadas: 107* =>
104,

B = 10 elevado a frac#o do nimero de células infectadas = 105 =>
10°°.

C = Constante que deve ser considerada no célculo do TCID,, => 10°°.
D = Volume considerado para ter a titulag¢do viral por ml de virus =>
10'.

TCID,, AxXxBxCxD

TCID,, = 10* x 10%° x 10°° x 10' = 10°%,

Alternativamente a titulag¢do pode ser feita apenas com 3 repetig¢gdes
por diluigdo viral porém o resultado e menos preciso. Neste caso o
célculo & muito similar porém o valor de B deve ser modificado a:
10"*, onde N e o nimero de cavidades infectadas. Considerando as 3
primeiras colunas do exemplo anterior, teriamos:

TCID,, = 10* x 10>° x 10°° x 10' = 10°'7,

Protocolo modificado a partir de Knudson (1979).
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APENDICE 7. Microextragdo de DNA viral a partir de células infectadas’.

1. Semear na placa com 24 cavidades a quantidade necesséria de células
de inseto a serem utilizadas (considerar que o DNA extraido de cada
cavidade serd utilizado para uma s6 digest3do a n#o ser que o DNA
seja marcado radioactivamente).

2. Deixar que as células se fixem na placa por 4 h & 26°C.

3. Remover o meio de cultura e adicionar 0,1 ml do inéculo viral (o
inéculo viral deve ser ECV).

4. Incubar 1 h & 26°C balan¢ando cuidadosamente as placas 3 vezes cada
10 min para ter certeza que o indéculo cobre todas as células.

5. Adicionar 0,9 ml do meio de cultura e deixar incubar por 2 a 3 dias.

6. Verificar se as células est8o infectadas pela presenga de poliedros
no nicleo.

7. Desprender as células e transferi-las com o meio para um tubo de 1,5

ml. Centrifugar em microcentrifuga por 10 min na velocidade mé&xima
(13.000 rpm) para precipitar as células infectadas e os ECVs.

8. Descartar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 200 ul de
EDTA 10 mM.

9. Adicionar 6 pl de SDS 20% e misturar. O SDS lisa as membranas
celulares e o envelope dos ECV. Incubar a temperatura ambiente por
30 min.

10. Adicionar 52 pl de NaCl 5 M e misturar cuidadosamente. Incubar no
gelo por 10 min. O DNA cromossomal formard um grumo esbranguicado.

11. Centrifugar por 5 min e tranferir o sobrenadante num tubo contendo

10 pl de Proteinase K (5 mg/ml). Incubar & 37°C pelo menos por 3
horas (pode ser a noite inteira).

12. Extrair o DNA com 200 pl de fencl e misturar por 3 a 5 min.
Centrifugar por 30 segundos e transferir a fase aqguosa (superior)
para um tubo limpo. Repetir o procedimento 2 vezes mais.

13. Adicionar 500 ul de éter e misturar por 3 a 5 min. Centrifugar por
30 segundos e descartar o éter (fase superior). Repetir 2 vezes
mais.

14. Esquentar o tubo com a tampa aberta para evaporar o excesso de éter

15. Adicionar 200 ul de LiCl 4 M, misturar e incubar a 4°C durante a
noite inteira. Centrifugar por 5 min e transferir o sobrenadante
para um tubo limpo. (Este passo & optativo. Ele & necessério s6
quando enzimas de restrigdo muito sensiveis forem utilizadas).

16. Completar o volume dos tubos & 360 pul com TE.

17. Adicionar 50 pl de RNAse (10 upg/ul) e incubar & 37°C/15 min. Este
passo digere o RNA celular presente na preparacdo.

18. Precipitar o DNA adicionando 40 pul de NaAc 3 M e 800 pul de etanol

100%. Misturar e incubar no gelo por 10 min. Centrifugar por 10
min e descartar o sobrenadante.

19. Lavar o precipitado colocando cuidadosamente 500 pl de etanol 70%.
Centrifugar por 2 min, remover o sobrenadante e secar o precipitado
(DNA) no vAacuo.

20. Ressuspender o DNA em 17 ul TE e incubar & 56°C por 30 min para
dissolver totalmente o DNA. Este DNA estd pronto para ser digerido,
e visualizado num gel de agarose. A quantidade de DNA viral é
suficiente para observar as bandas (até 26 bandas) coradas com
brometo de etidio.

* Protocolos utilizados no Laboratério de Virologia de Insetos do Prof.
James E. Maruniak. Universidade da Flérida, USA.
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APENDICE 8. Transforma¢do de Escherichia coli.”

1. Aliquotar 50 pl de células bacterianas competentes em tubos de
microcentrifuga estéreis e frios. Manter a -70:C.

2. Descongelar um tubo para cada transformagdo a ser feita. O tubo
deve ser colocado no gelo.

3. Diluir a reacgdo de liga¢do 1:1 em Agua estéril (5 pl da reacdio de
ligag8o:5 pl de &gua).

4. Utilizar 5 pul do DNA previamente diluido para transformar as células
de E. coli. Para tal, misturar cuidadosamente o DNA diretamente nos
50 wul de células. Manter as células no gelo durante este
procedimento.

5. Incubar as células no gelo por 30 min.

6. Transferir as células & 37-C por 30 segundos. Este passo é comumente

conhecido como "heat shock" e & imprescindivel para a transformacso.

7. Imediatamente depois colocar os tubos de novo no gelo por 2 min.
8. Adicionar 950 pl de meio S.0.C. e misturar cuidadosamente.
$.0.C. : 2% Bactotriptona
0,5 extrato de levedura
10 mM NacCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSoO,
20 mM glucose
9. Incubar num agitador & 225 rpm por uma hora & 37-C.
10. Utilizar 100 pul para plaguear em meio LB contendo 100 pg/ml de
ampicilina e 20 ug/ml de X-gal.
11. Incubar a 37-C por 16 h.
12. Inocular meio de cultura liquido contendo 100 pg/ml de ampicilina

com coldnias brancas (coldnias brancas sdo formadas quando o gene da
f-galactosidase é interrompido provavelmente pela presenca do
fragmento de DNA a ser clonado).

14. Incubar com agitag&o & 37-C por 16 horas e prosseguir com a extragdo
do DNA para verificar a presenca do clone de interesse.

* Protocolo b&asico fornecido pela companhia Gibco/BRL. Modificado de
Hanahan (1983).
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APENDICE 9. Mini preparacdo de plasmideos a partir do método da fervura.-

10.
11.
12.

*

Centrifugar 1 ml de uma cultura bacteriana crescida com agitagdo por
16 h &8 37-C que contém o plasmideo de interesse.
Adicionar 100 ul do tampdo STET contendo 2 mg/ml de 1lisozima
(preparar a lisozima fresca).
STET: 8% sacarose
0,5% Triton-X

10 mM EDTA (pH 8.0)

50 mM Tris (pH 8.0)
Misturar até ressuspender totalmente as células.
Incubar em &gua fervendo por somente 40 segundos e tranferir
imediatamente os tubos ao gelo e incubar por 5 min.
Centrifugar na microcentrifuga por 10 min.
Descartar o DNA cromossomal acumulado no fundo do tubo.
Adicionar ao sobrenadante 100 upl de isopropanol, misturar e
centrifugar imediatemente por 10 min.
Descatar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 30 pl de
NaAc 0,3 M (pH 5,2).
Adicionar 75 ul de etanol absoluto e incubar no gelo por 10 min.
para precipitar o DNA.
Centrifugar por 10 min.
Lavar o DNA precipitado com 400 ul de 70% etanol e secar no vacuo.
Ressuspender em 30 pul de tampdo TE ou em &gua. Este protocolo é
rédpido mas uma grande concentrag¢do de RNA & extraida junto com o
plasmideo de interesse.

Protocolo modificado a partir do "boiling method" (Holmes & Quigley,
1981) .
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APENDICE 10. Mini preparacdo de plasmideos a partir do método de lise
alcalina.-

10.

11.

12.

*

Centrifugar em microcentrifuga 1 a 4,5 ml de uma cultura bacteriana
crescida com agitagdo por 16 horas a 37-:C que contém o plasmideo de
interesse. A utilizac¢8o do meio TB (terrific broth) é aconselhado
neste protocolo.
TB (1 1): 12 g Bacto-triptona

24 g Extrato de levedura

4 ml glicerol

Diluir em &gua (total 900 ml) e autoclavar

Adicionar 100 ml de uma solucgdo estéril (filtragem) de:

0,17 M KH,PO,

0,72 M KHPO,
Ressuspender as células em 200 pl de tampdo GTE.
GTE: 50 mM glicose

25 mM Tris (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)

Adicionar 300 ul de uma solugdo 0,2 N de NaOH/1% SDS (preparacdo
fresca). Misturar invertendo o tubo cuidadosamente e incubar no
gelo por 5 min. A membrana celular & lisada e o meio torna-se
viscoso.
Adicionar 300 pl de KOAc 3 M, misturar cuidadosamente para ndo
romper O DNA cromossomal e incubar no gelo por 5 min. O DNA
cromossomal formard uma massa esbranquicgada.
Centrifugar por 10 min e transferir o sobrenadante para um tubo
limpo. Descartar o tubo com o DNA cromossomal precipitado.
Adicionar RNAse A na concentrag¢do final de 20 mg/ml e incubar & 37°C
por 20 min.
Fazer duas extra¢des utilizando 400 pl de clorofédrmio. Misturar
vadrias vezes invertendo o tubo. Centrifugar para separar as duas
fases e colocar a fase aquosa (fase superior) num tubo limpo.
Adicionar 700 pl de isopropanol. Misturar invertendo o tubo e
centrifugar por 10 min. O isopropanol é utilizado para precipitar
O DNA.
Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado adicionando
cuidadosamente 500 pl de etanol 70%. Centrifugar brevemente e
descartar o sobrenadante com cuidado para ndo remover o DNA do
fundo. Secar o DNA no vacuo.
Dissolver o DNA com 32 pl de H,0. Depois adicionar 8 pl de NaCl 4
M, misturar, e 40 pl de 13% PEG,,,. Misturar bem e incubar no gelo
por pelo menos 20 min (incubag¢do de 30 a 60 min & aconselhével).
Centrifugar por 15 min & 4°C (a temperatura € importante). Retirar
0 sobrenadante cuidadosamente e lavar o precipitado com 500 pl de
etanol 70% como indicado anteriormente. Secar o DNA no v&cuo.
Ressuspender o DNA em 20 pul de &gua (quando o DNA for ser utilizado
para seguenciamento) ou TE. Determinar a concentra¢do de DNA
correndo uma aliquota num gel de agarose ou medindo a absorbéncia no
espectofotdmetro. Geralmente de 10 a 20 ug de DNA sdo extraidos a
partir de 3 ml de cultura utilizando este protocolo.

Protocolo modificado a partir do método de lise alcalina (Birnboim &
Doly,

1979) . Método recomendado para extrair DNA em pequena escala para

sequencimento.
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APENDICE 11. Identificagdo de colénias recombinantes a partir do método
da hibridizag¢do in situ.’

1. Transferir as colbénias recombinantes (coldnias brancas quando
utilizando plasmideos com o gene da fB-galactosidase) com palito de
dente ou alga de platina estéril para duas placas com meio LB e &gar
e 0 antibibdtico correspondente. A transferéncia deve ser feita de
maneira a conhecer a posigdo exata de cada coldnia nas duas placas.

2. Incubar & 37°C até que as coldnias sejam novamente visiveis.
Guardar uma das placas, considerada a placa master a 4°C.
3. A segunda placa serd utilizada para transferir as coldnias numa

membrana de nylon. Para tal cortar a membrana do tamanho da placa.
Marcar a face da membrana que serd colocada em contato com as
colénias utilizando um l8pis. Colocar a membrana em contato com as
coldnias até que esteja total e homogeneamente Gmida. Neste momento
é importante marcar a posigdo exata da membrana em relacdo a placa
para posterior posicionamento da mesma.

4. Retirar a membrana e colocar acima de uma pilha de 4 papéis de
filtro (Whatman 3MM) saturada com SDS 10%. Tomar cuidado de colocar
a membrana com as coldnias para cima. Deixar por 3 min.

5. Retirar a membrana e colocar acima de outra pilha de papel de filtro
saturada com a seguinte solucdo de desnaturagdo:

SOLUGCAC DE DESNATURACAO: 0,5 M NaOH
1,5 M NacCl

Deixar por 5 min.

6. Retirar a membrana e colocar numa terceira pilha de papel de filtro
saturado com a seguinte solucdo de neutralizacdo:
SOLUCAO DE NEUTRALIZACAO: 1,5 M NaCl

0,5 M Tris (pH 8.0)

Deixar por 5 min.
7. Retirar e colocar numa quarta pilha de papel de filtro saturada com
uma solu¢do SSPE duas vezes concentrada. Geralmente a solugédo

P

estoque é preparada 20 vezes concentrada:
SSPE 20x: 3,6 M NaCl

200 mM NaH,PO, (pH 7.4)

20 mM EDTA (pH 7.4).

Deixar por 5 min.

8. Finalmente colocar a membrana acima de papel de filtro seco e deixar
secar & temperatura ambiente.

9. Colocar a membrana entre dois papéis de filtro e secar por 2 h &
80°C. Este passo & importante se a membrana for utilizada para

vidrias hibridizacGes.

*  Protocolo obtido do Manual de Laboratério (Sambrook et al, 1989).
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APENDICE 12. Hibridizac8io de sondas de DNA.®

Este procedimento ndo requer a utilizac&%o de nenhum outro DNA (por

exemplo DNA de esperma de salmdo) durante a pré-hibridizacSo. Uma alta
concentragd&o de SDS & suficiente para bloquear a membrana durante este
passo de maneira a evitar sinais falso-positivos (background) .

A.

1.

pH

10.
11.

12.

*

Pré-hibridizacgdo.

Umedecer a membrana contendo o DNA previamente fixado num recipiente
com agua. Isto evita a formagdo de bolhas de ar que aparecem se a
solugdo de pré-hibridizag¢do € colocada diretamente na membrana seca.
Colocar a membrana dentro de uma garrafa de hibridizac&o ou dentro
de um saco pléastico que possa ser selado.
Esquentar a solug8io de pré-hibridizacdo:
1 mM EDTA (pH 8,0)
0,5 M NaH,PO, (pH 7,2) [Para preparar 1 litro de Na,HPO, 1 M
7,2: Dissolver 134 g Na,HPQ,.7H,0 em
996 ml de é&agua. Adicinar 4 ml de
H,PO, 85%]
7% SDS
Adicionar a solugdo de pré-hibridizacdo e incubar a 65°C por no
minimo 30 min. Se uma menor estringéncia for desejada, abaixar a
temperatura de incubagdo. Se a membrana estiver em garrafa, manté-
la em constante rotacdo. Se estiver em saco pléastico, agitar
ligeiramente para embeber de maneira homogénea a membrana.

Hibridizacgdo.

Remover a solugdo de pré-hibridizag¢do colocando o mesmo volume de
solugdo fresca (10 a 20 ml).

Adicionar a sonda desnaturada (ver apéndice 15). Misturar a sonda
na solugdo com cuidado para n3oc formar bolhas. Incubar na mesma
temperatura utilizada anteriormente.

Incubar de 4 a 24 horas com ligeira agitacédo.

Retirar a solugdo de hibridizag3o (esta solucdo & radioatival).
Guardar esta solugdo caso outra membrana venha a ser hibridizada com
a mesma sonda. Remover a membrana e comegar a lavagem.

Lavagem.

Lavar a membrana duas vezes por 30 a 60 min utilizando 300 ml da
seguinte solugdo:
1 mM EDTA (pH 8,0)
40 mM Na,HPO, (pH 7,2)
5% SDS.
Incubar & 65°C com agitac¢do constante.
Lavar a membrana duas vezes nas mesmas condi¢des anteriores
utilizando a seguinte soluc#o:
1 mM EDTA (pH 8,0)
40 mM Na,HPO, (pH 7,2)

1% SDS.
Se esta membrana ndo for utilizada para outra hibridizacfo, ela pode
ser seca. Recomenda-se, no entanto, colocar a membrana Umida em

saco plastico selado e expor o filme de raios X. Se a membrana vier
a ser utilizada novamente, ela precisa ser "apagada" como descrito
no apéndice 13.

Protocolo recomendado pela companhia Bio Rad para membranas de nylon,

preferencialmente Zeta Probe.
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APENDICE 13. Desibridiza¢do de membranas de nylon para posterior re-
hibridizagdo."

Este protocolo & utilizado para remover sondas de DNA aneladas em

membranas de nylon, de maneira que uma nova sonda possa ser utilizada com
a mesma membrana.

1.

w N

%

Preparar as seguintes solug¢des de lavagem:
a) 1 litro de 0,4 N NaOH.
b) 1 litro de 0,1 x SSC

0,1 M Tris (pH 7,5)
Para preparar um litro da solug¢do estoque SSC (20 x), dissolver:

175 g NacCl

88,2 g Citrato de Na

H,O0 até um litro
Esquentar as solu¢des a 42°C.
Mergulhar a membrana na solugdo de NaOH agitando constantemente por
pelo menos 30 min & 42°C. E importante utilizar um volume tal que
a membrana esteja bem mergulhada.
Descartar esta solugdo (como lixo radioativo) e colocar a segunda
solugdo agitando constantemente & 42°C por pelo menocs 30 min.
Descartar esta solugdo e checar a membrana com o contador Gaiger se
a sonda que foi removido foi previamente marcado com *P. Cutra
maneira de confirmar a eficiéncia deste procedimento seria expor a
membrana num filme de raios X sem secd-la. No entanto, geralmente
este procedimento & suficiente para remover a sonda anterior.
Comegar os passos de pré-hibridizagdo e hibridizacdo com a sonda
seguinte.

Protocolo utilizado no Laboratdrio de Virologia de Insetos do Prof.

James E. Maruniak. Universidade da Flérida, USA.
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APENDICE 14. Extrac3o de fragmentos de DNA de géis de agarose.’

0

*

Utilizar agarose com baixo ponto de fus@io (low melting agarose) para
separar eletroforeticamente os fragmentos de DNA a serem
recuperados. Colocar brometo de etidio na concentragdo final de
0,25 mg/ml no gel e no tampdo de maneira a visualizar os fragmentos
utilizando luz ultra violeta.
Cortar as bandas necessérias e colocar em tubos de microcentrifuga.
Fundir o gel colocando o tubo em banho maria a 68°C por pelo menos
30 min.
Esquentar a 68°C o seguinte tamp&o de diluicdo da agarose:

0,2 M NaCl

0,02 M Tris (pH 7,5)

0,002 M EDTA (pH 8,0).
Adicionar o tampdo ao tubo com o gel ligquido diluindo a agarose até
0,3%. Para tal, achar o fator de diluigdo simplesmente dividindo a
concentracdo original do gel por 0,3. Medir o volume original e
multiplicar pelo fator de diluic&o previamente calculado. Este
valor representa o volume total necessdrio para que a agarose seja
diluida até 0,3%. Portanto sb6 deve ser adicionado a diferenca entre
este valor total e o volume original do gel.
Extrair o DNA trés vezes com fenol destilado e saturado com TE. O
volume de fenol utilizado deve ser 0,75 vezes o volume total do
tubo. Misturar as fases invertendo o tubo véarias vezes (por
aproximadamente 2 min). Centrifugar brevemente para separar as
fases e colocar a fase aquosa (superior) num tubo limpo. Ter
cuidado para ndo pegar o liquido da interfase onde se encontra
concentrada a agarose.
Extrair duas vezes com éter saturado com 4dgua. Utilizar o maior

volume possivel (minimo 500 pl). Misturar invertendo o tubo véarias
vezes. Centrifugar para separar as fases e descartar a fase
superior.

Evaporar o excesso de éter esquentando os tubos & 56°C por 15 min.
O fragmento assim obtido pode ser precipitado ou wutilizado
diretamente. Se o DNA for precipitado com etanol, recomenda-se a
adigdo de 1 pl de tRNA (10 mg/ml) para servir de carregador.

Protocolos modificados a partir de Weislander (1979) e utilizado no

Laboratdério de Virologia de 1Insetos do Prof. James E. Maruniak.
Universidade da Fl6rida, USA.
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APENDICE 15. Marcagdo do DNA através do método Nick Translation.”

1.

W N

~ oY

10.

11.

12.

*

Colocar num tubo de microcentrifuga:
0,1 ug de DNA a ser marcado radioativamente
1 pl de dGTP 0,4 mM (em 10 mM Tris pH 7,0)
1 ul de dCTP 0,4 mM (em 10 mM Tris pH 7,0)
1 pl de dTTP 0,4 mM (em 10 mM Tris pH 7,0)
2 pl de tampdoc 10 x concentrado (0,5 M Tris pH 7,5, 0,1 M
MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mg/ml BSA).
30 pCi de *?P-dATP
completar com H,O0 até 18 pul
2 pl da mistura enzimdtica (DNA Polimerase I:DNAse I) (USB
Corp.) .
Incubar por 20 min & 15°C.
Inativar a enzima incubando 10 min & 65°C. Colocar no gelo.
Para remover os nucleotideos ndo incorporados, precipitar o DNA com
etanol por 3 vezes. Para tal:
Adicionar 1 ul de tRNA (1 pg/ml). O RNA serve como carregador
ajudando na precipitag¢do do DNA.
Adicionar 30 pul de TE para completar o volume a 50 ul.
Adicionar metade do volume (25 ul) de NHAc 7,5 M. Misturar.
Adicionar 2 vezes o volume total de 100% etanol (150 pl). Incubar
no gelo por 10 min. Centrifugar numa micro centrifuga por 15 min.
Retirar o sobrenadante com cuidado (se possivel checar com o
contador Gaiger se o material marcado encontra-se no fundo do tubo).
Adicionar 50 pul de TE e repetir items 7 e 8 duas vezes.
Secar o precipitado no vécuo.
Para desnaturar a sonda ressuspender o DNA em 100 pl de NaOH 0,2 M.
Colocar em &gua fervendo (banho maria) por 5 min. Colocar
imediatamente no gelo.
Finalmente para neutralizar a sonda adicionar 100 ul de Tris 1 M (pH
7,5).
Colocar diretamente na solucdo de hibridizacgédo.

Protocolo modificado do método apresentado por Sambrook et al. (1989).
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APENDICE 16. Marcagdo do DNA através do método "end-labeling".®

1. Digerir o DNA com enzima de restrigdo. Recomenda-se fazer a reagdo
de digestd@o num volume total de 20 pul.

2. Inativar a enzima. Geralmente incubar o DNA a 65°C/15 min é
suficiente.

3. Adicionar: 2 ul de uma solug8o contendo 1 mM de dCTP, dGTP e 4TTP*

2 uCi de **P-dATP
1 unidade de Klenow (New England Biolab).

4. Incubar & temperatura ambiente por 10 min®.

5. Inativar a enzima incubando & 65°C por 10 min. Colocar no gelo.

6. Para remover os nucleotideos n&o incorporados, precipitar com etanol
3 vezes como indicado no apéndice 15. Secar o DNA no vacuo e
ressuspender em 40 ul de TE.

7. Uma aliquota deste material (10-15 ul) pode ser diretamente
carregado num gel de agarose.

8. Apds a eletroforese, secar o gel & 80°C por 1 hora no vdcuo. Para
tal, colocar o gel sobre um papel filtro (Whatman 3MM) e cubrir com
pléstico.

9. O gel seco é exposto num filme de raios-X.

# Dependendo da enzima de restrigdo utilizada no passo inicial, o
nucleotideo marcado pode ser modificado. Prestar muita atengdo na
sequéncia que serd copiada pela enzima Klenow.

@ As enzimas que digerem deixando a extremidade 5’ do DNA "overhanging"
sdo as mals apropriadas para este método de marcacgédo. Se a enzima
utilizada deixa a extremidade 3’ "overhanging" ou gera "blunt ends", o
tempo de incubac¢do deve ser dobrado assim como o volume a ser colocado no
gel de agarocse.

* Protocolo modificado do método apresentado por Sambrook et al. (1989).
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APENDICE 17. Transferéncia alcalina do DNA a membranas de nylon (Southern
Blot) .~

10.

11.

12.

13.

14.
15.

*

Apbs separar os fragmentos de DNA em gel de agarose, despurinar o
DNA colocando o gel numa bandeja e cobrindo com HCl 0,25 M por 10
min com baixa agitagéo.

PREPARACAO DE 1 LITRO DE HC1l 0,25M:
21,5 ml HCl1l 36.5% (11,6 M)
978,5 ml &gua destilada

Cortar 4 folhas de papel de filtro (Whatmann 3MM) aproximadamente 1
cm mais largo e 10 cm mais longo que o© gel, de forma que as
extremidades do papel fiquem submersas no tampdo de desnaturacgdo.
Mergulhar estas 4 folhas de papel filtro em &gua destilada e colocar
sobre um suporte dentro de uma bandeja. Com ajuda de uma pipeta,
retirar as bolhas formadas entre as camadas de papel.
Preparar 1 litro de NaCl 0,4 M o qual serd utilizado como tamp&o de
desnaturacdo e transferéncia:

16 g NaOH em 1 litro de &gua destilada.
Colocar o NaCH dentro da bandeja e sobre o papel filtro.
Colocar o gel cuidadosamente sobre a pilha de papel. Novamente
retirar as bolhas de ar. Cubrir o gel com NaOH 0,4 M.
Colocar um pléstico sobre o gel e com ajuda de uma lémina de barbear
cortar uma janela ao redor do gel.
Cortar uma membrana de nylon (Zeta Probe) exatamente do tamanho do
gel e mergulhar em &gua destilada. Manipular a membrana sempre
utilizando luvas. Colocar a membrana em contato direto com o gel
comegando pela parte central deste. Adicionar NaOH 0,4 M. Retirar
as bolhas existentes entre o gel e a membrana.
Cortar 4 folhas de papel filtro do tamanho do gel. Mergulhar estas
no NaOH 0,4 M e colocar sobre a membrana.
Colocar uma pilha de papel toalha em cima do papel filtro, uma placa
de vidro e uma pequena garrafa com &dgua fazendo pressd@o sobre o
vidro. Desta maneira o tampdo da bandeja seré absorvido pelo papel
toalha e o DNA seré& transferido do gel a membrana.
Permitir que a transferéncia ocorra durante 4 a 24 h. Trocar o
papel toalha quando for necessério.
Apds transferéncia, retirar o papel toalha, o papel filtro e retirar
cuidadosamente a membrana.
Mergulhar a membrana numa solugdo SSC (2x) por 5 min.
SOLUCAO SSC (20x) (Stock):

175 g NaCl

88,2 g Citrato de Na,

Agua até 1 litro.
Secar a temperatura ambiente.
Colocar entre dois papéis de filtro e secar & 80°C por 30 min &
vdcuo. Esta membrana pode ser guardada & 4°C até ser utilizada.

Protocolo recomendado pela companhia Bio Rad.



115

APENDICE 18. Geracdo de clones com dele¢Bes superpostas utilizando o kit
"erase-a-base".’

A. Consideragdes gerais.

Este sistema permite a construg¢do de plasmideos ou subclones de M13
contendo delegdes progressivas unidirecionais do fragmento clonado. A
enzima Exonuclease III (Exo III) digere DNA que contém "blunt ends" ou 5’
"overhanging" mas n&o DNA com 3’ overhanging. Uma série de delecdes
unidirecionais s&o obtidas removendo aliquotas em diferentes tempos.

Recomenda-se comegar com uma preparagdo de DNA sem '"nicks".
Aconselha-se a utilizag¢do de DNA purificado em gradiente de cloreto de
césio j& que a banda do plasmideo superenrolado pode ser facilmente
distinguida do DNA relaxado. Verificar a concentra¢do de DNA obtida e
comprovar se este pode ser facilmente digerido pelas enzimas de restricdo
a serem utilizadas.

Nas condi¢des apresentadas a seguir, aproximadamente 200 bases serdo
removidas a cada 30 segundos num exemplo onde 10 amostras s3o necessérias.
As concentragdes e os volumes dos reagentes podem ser aumentados ou
diminuidos segundo as necessidades. Recomenda-se 1 ug de DNA para cada
ponto, de forma a ter suficiente para verificar a eficiéncia de cada
passo. O nlmero de amostras necessédrias depende do tamanho do DNA.

B. Digestdo do plasmideo com enzimas de restrigdo.

1. Digerir 10 pug do plasmideo com uma enzima que gere um “"overhang" 3’
que proteje o DNA da digestdo pela Exo III. O sitio desta enzima
deve ser o mais préoximo do "priming site" utilizado posteriormente.

2. Verificar se a digestdo foi completa correndo uma aliquota (0,1% ou
100 ng) num mini-gel de agarose.

Enzimas de restrigdo que geram Enzimas de restricdo que geram
termina¢des 3’ overhanging termina¢®es 5’ overhanging ou blunt
(resistentes a Exo III) ends (suscetiveis & Exo III)
Enzima Sitio de reconhecimento Enzima Sitio de reconhecimento
AatII 5’ ...GACGT'C...3" BamHI 5’ ...GYGATCC...3"
BstXI 5’ .. .CCANNNNN'NTGG...3’ Clarz 5’ ...ATYCGAT...3’
KpnI 5’ ...GGTACYC...3"’ EcoRI 5’ ...G'AATTC...3"’
NsiI 5’ ...ATGCA'T.. .3’ EcoRV 5’ ...GATVATC...3"’
SaclI 5’ ...GAGCT'C...3" HindIII 5’...AAGCTT...3"’
SphI 5'...GCATG'C...3" NotI 57 ...GCYGGCCGC. . .3"
Salrl 5’...G'TCGAC...3"’
Apal Estas enzimas geram Smal 5...CCCYGGG.. .3’
PstI terminac¢des 3’ overhang Spel 5’...ACTAGT...3’
SacII que ndo sdo resistentes Xbal 5 ...TCTAGA.. .3’
a ExoIII. XhoT 5’...CYTCGAG...3’
3. Adicionar a segunda enzima de restrigd@o, verificando de antemd@o o

tampdo a ser utilizado para poder adicionar a segunda enzima sem
modificagdo do sistema de digestdo. Se as enzimas precisarem de
concentrag¢gdes de sais diferentes, comegar pela que requer a menor,
para posteriormente adiciona-los. De preferéncia a segunda enzima
serd aquela que gere terminagdes com 5’ "overhanging" ou "blunt

~

ends", suscetiveis & digestdo pela Exo III.



Ul W

c.

10.

11.

116

A tabela acima contém algumas enzimas de restrigdo presentes nos
plasmideos da série pGEM, assim como, a sequéncia reconhecida pela
enzima.

Incubar & temperatura adequada & enzima por 2 horas.

Precipitar o DNA com etanol de maneira a eliminar as enzimas de
restri¢do e poder concentrar o DNA no volume necessdrio para
continuar o procedimento.

PRE}CIPITACZ‘-‘;O DE DNA COM ETANOL:
a) Adicionar, dependendo do volume no tubo:
1/2 do volume de NH,Ac 7,5 M ou
1/10 do volume de NaAc 3 M ou
1/100 do volume de NaCl 5 M
b) Adicionar 2 x o volume de etanol 100%.
c¢) Incubar no gelo por 10 min.
d) Centrifugar em microcentrifuga por 10 min.
e) Descartar o sobrenadante. Lavar o DNA precipitado com 70%
etanol.
f) Secar no vacuo o DNA e ressuspender em &gua ou tampdo.

Obtengdo de delegdes pela digestdo com Exo III.

Ressuspender o DNA no tampdo da Exo III (1 x diluido) de maneira a
ter 2,5 pul por amostra (no presente exemplo ressuspender em 25 pl de
tampé&o) .

TAMPAO DA EXO III (10 x concentrado) :
660 mM Tris (pH 8.0)
6,6 mM MgCl,

Colocar 7,5 pl da solugdo contendo a enzima S1 nuclease em cada um
dos 10 tubos que representa a amostra e incubar no gelo. Esta
solugdo deve ser preparada fresca a partir do tampdo estoque 7,4 X
concentrado.

SOLUCAO COM S1 NUCLEASE (10 pontos): TAMPAO S1 NUCLEASE (7,4 x)
69 pl &dgua destilada 0,3 M KAc (pH 4,6)
11 pl do tampdo S1 (7.4 x concentrado) 2,5 M NaCl
25 unidades da enzima S1 nuclease 10 mM ZnSO,

50% glicerol

Incubar o tubo contendo o DNA com o tamp8o da enzima Exo III & 37°C

por 3 minutos. Adicionar 300 unidades de Exo III e misturar
rapidamente. Nesta temperatura, a enzima digere aproximadamente 450
bases por minuto. Este processo pode ser acelerado aumentando a

temperatura de incubacgédo.

A intervalos de 30 segundos retirar 2,5 ul e colocar nos tubos
contendo a enzima S1 nuclease. Misturar rapidamente e deixar os
tubos no gelo até acabar com todas as amostras (neste caso as 10
amostras) .

Quando todas as amostras forem retiradas, colocar os tubos &
temperatura ambiente por 30 min. Durante este periodo a enzima Sl
nuclease removerd qualquer DNA de fita simples que fol deixado na
cadeia de DNA apds o tratamento com Exo III.

Adicionar 1 ul do tampdo "stop" da S1 nuclease e incubar por 10 min

~

a 70°C para inativar a enzima.

TAMPAO STOP DA S1 NUCLEASE:
0,3 M Tris
0,05 M EDTA
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12. Colocar uma aliquota de cada tubo (aproximadamente 50 ng de DNA) num
mini-gel de agarose 1% para verificar a eficiéncia da digestdo pela
Exo III. O tamanho do DNA deve ser gradualmente menor em cada uma
das amostras a comeg¢ar da primeira.

13. Adicionar em cada tubo 1 pl de tRNA (10 mg/ml) e precipitar o DNA de
cada tubo com etanol como indicado anteriormente.

14. Ressuspender o DNA com 10 pl da solugdo contendo a enzima Klenow.
Esta solugdo deve ser preparada fresca antes de ser utilizada.

SOLUCAO COM ENZIMA KLENOW: TAMPAO DA KLENOW (1x) :
100 pl tampdo da klenow (1x) 20 mM Tris (PH 8,0)
5 unidades de enzima 100 mM MgCl,

15. Incubar a temperatura ambiente por 5 min antes de adicionar 1 pl da
mistura de nucleotideos contendo 0,125 mM de cada nucleotideo: JATP,
dCTP, dGTP e dTTP.

16. Incubar a temperatura ambiente por 30 min. A enzima Klenow
adicionaré& nucleotideos naquelas moléculas de DNA gue apresentem
termina¢des 5’ "overhanging", fazendo com que o DNA fique com "blunt
ends" capazes de serem religadas no passo seguinte.

17. Adicionar 40 pl da mistura de 1ligagdo e incubar & temperatura
ambiente por 4 horas.

SOLUCAO DE LIGACAO (para 10 tubos): TAMPAO DA LIGASE (10X):
330 pl de &gua destilada 500 mM Tris (pH 7,6)
40 pl de tampdo Ligase (10x) 100 mM mg Cl1,
40 pl de PEG 50% 10 mM ATP

4 pl de 100 mM DTT
5 unidades de T4 DNA Ligase

18. Inativar a Ligase incubando os tubos a 65°C/10 min. Colocar no gelo
e prosseguir com a transformagdo bacteriana como detalhado no
apéndice 8.

* Protocolo baseado no procedimento apresentado por Henikoff (1984) e
modificado a partir daquele recomendado pela companhia Promega,
Corporation.
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APENDICE 19. Preparagdo do "template" de fita simples a partir de
"phagemids" da série pGEM Zf.

A. Considerag¢des gerais.

A série de plasmideos pGEM Zf (Promega, Corp.) permite a produgdo do
DNA clonado como uma molécula circular de fita simples para sequenciamento
ou outras aplicacgdes. A série pGEM Zf encontra-se disponivel em duas
versdes: (+) ou (-) que determinam qual das duas fitas do plasmideo seré&
secretada como fita simples. Estes plasmideos contém os promotores da RNA
polimerase SP6 e T7 nos extremos do sitio de clonagem miltiplo permitindo
assim utilizar os primers T7 e SPé para sequenciamento do fragmento
clonado. Estes plasmideos contém a origem de replicag¢do do bacteridfago
£f1. OQuando a bactéria contendo estes plasmideos & infectada com um fago
"helper", o plasmideo comega & se replicar como se fosse o bacteridfago
f1. O DNA de fita simples, assim replicado, & exportado fora das células
bacterianas encapsulado como se fosse uma particula viral. O DNA & entdo
purificado com os procedimentos de precipitagdo e purifica¢do detalhados
a seguir.

O volume das culturas pode ser modificado dependendo da necessidade.
No exemplo a seguir, 5 ml de cultura, com os reagentes em quantidades
proporcionais, serdo preparados.

E importante que a bactéria contendo o plasmideo a ser extraido seja
F’, istc &, que possua o pélo sexual que permitird a entrada do DNA do
fago. As bactérias E. coli da linhagem JM 109 foram transformadas com
estes plasmideos.

B. Preparagdo do DNA de fita simples.

1. Crescer 2 ml de uma cultura da bactéria contendo o plasmideo de
interesse no meio TYP contendo 100 pug/ml de ampicilina. Geralmente
este pré-indculo é obtido a partir de estoques de glicerol ou de

~

colénias. Agitar & 37°C por 16 horas.

MEIO TYP (por 1 litro): AMPICILINA (estoque):
16 g "bacto-tryptone" 2,5 mg/ml em &gua
16 g extrato de levedura
5 g NaCl

2,5 g K,HPO,

2. Inocular 5 ml do meio TYP utilizando 100 pl do pré-indculo crescido

anteriormente. Agitar vigorosamente & 37°C por 30 min num tubo de
50 ml para ter boa aeracgédo.

3. Infectar a cultura com o fago "helper" (R408 ou M13K07) num MOI de
10 (i. e. 10 fagos por célula bacteriana). Incubar com agitacgéo
vigorosa & 37°C por pelo menos 6 horas.

4. Centrifugar a cultura por 15 min & 12.000 g (em centrifuga Beckman,
rotor JA 20 = 10.000 rpm) para separar as células do sobrenadante.

5. Transferir o sobrenadante para um tubo limpo e centrifugar novamente
nas condi¢des recomendadas anteriormente. Descartar as células

precipitadas. Este passo adicional garante uma menor contaminagdo
de DNA celular.

6. Adicionar 1/4 do volume total da solugdo de precipitagdo. Incubar
no gelo por 30 min. Esta solucgdo precipita os fagos presentes no
sobrenadante.

SOLUGAO DE PRECIPITACAO:
3,75 M NH,Ac (pH 7,5)
20% polyethylene glycol (PEG) (MW 8.000)

~

7. Centrifugar & 12.000 g por 15 min. Descartar o sobrenadante.
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Ressuspender os fagos em 400 ul de tampdo TE. Transferir para um
tubo de microcentrifuga.

Adicionar 400 pl de clorofdrmio:&lcool isocamilico (24:1) para lisar
os fagos. Misturar por 1 min e centrifugar a8 12.000 g por 5 min
para remover o PEG em excesso.

Transferir a fase aquosa superior para um tubo limpo. Ter cuidado
de ndo transferir a interfase.

Adicionar 400 pl de fenol saturado com TE. Misturar por 1 min e
centrifugar como indicado no item 9.

Transferir a fase superior a um novo tubo e repetir este
procedimento mais duas vezes ou até que ndo exista material visivel
na interfase.

Extrair 2 vezes com 500 ul de éter saturado com &gua. Misturar e
centrifugar para separar as fases. Descartar a fase superior.
Adicionar 1/2 do volume de NH,Ac e 2 x o volume de 100% etanol.
Incubar a -20°C/20 min para precipitar o DNA. Centrifugar por 15
min.

Lavar o precipitado com etanol 70% e secar & VvAacuo.

Ressuspender o DNA de fita simples em 20 ul de &gua.

Verificar a concentragdo de DNA aplicando uma aliquota num gel de
agarose. E importante lembrar que a mobilidade deste DNA de fita
simples serd diferente. Geralmente duas bandas sdo detectadas em
géis de agarose 1%: o DNA do fago "helper" e o plasmideo de fita
simples.

Protocolo recomendado pela companhia Promega, Corp.
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APENDICE 20. Sequenciamento de DNA pelo método "dideoxy chain
termination".”

Este método pode ser utilizado para sequenciar DNA de fita dupla ou
simples. Algumas modifica¢Bes s&8o necessdrias nos passos iniciais
dependendo do tipo de DNA que seréd utilizado como "template". Geralmente
450 bases podem ser resolvidas utilizando-se este protocolo bésico.

A. Desnaturag¢do do "template"™ de fita dupla.

1. Quando o plasmideo de fita dupla & utilizado como "template" para
sequenciamento, & recomendado utilizar 3-5 upug de DNA.
2. Desnaturar o DNA colocando o mesmo volume da seguinte solucgédo
desnaturante que deve ser fresca.
SOLUGCAO DESNATURANTE: Para preparar 5 ml:
0,4 M NaOH 0,08 g NaOH
0,4 mM EDTA (ph 8,0) 4 ul de 0,5 M EDTA (pH 8,0)
5 ml de &gua destilada
3. Incubar & 37°C/30 min.
4. Precipitar com etancl adicionando 1/10 do volume de NaAc 3 M e 2 x

o volume de etanol 100%. Incubar no gelo por 10 min. Centrifugar
por 15 min. Lavar o DNA precipitado com 70% etanol e secar & v&cuo.
5. Ressuspender o DNA desnaturado em 7 pl de &gua destilada.

B. Reagdo de anelamento.

Quando o "template" & DNA de fita simples, a gquantidade a ser
utilizada & 1 pg (aproximadamente 0,5-1,0 pmol). Diluir o DNA em &gua
destilada de maneira a obter um volume final de 7 ul. Os passos a seguir
sd0 os mesmos para "templates" de fita simples ou dupla. Notar também que

uma uUnica reag¢do de anelamento (e subsequente reacdo de marcagdo) &
necesséria.

6. Misturar num tubo: TAMPAO DE SEQUENCIAMENTO (5 x) :
7 ul de DNA (3 pg DNA fita dupla 200 mM Tris (pH 7,5)
ou 1 ug DNA fita simples) 100 mM MgCl,
2 pl de 5 x tampdo de sequenciamento 250 mM NaCl

1 pl de "primer" (0,5 pmol)
10 pl total
7. Esquentar o tubo a 65°C/2 min. Deixar esfriar gradualmente até a
temperatura ambiente (aproximadamente 30°C). Este passo permite que
O "primer" consiga se anelar com a regido homologa do "template".
8. Colocar o tubo no gelo.

C. Reagdo de marcacgdo.

9. Diluir a enzima Sequenase 2.0 (United States Biochemical) 1:8 no
tampdo de diluigdo da enzima.

SEQUENASE 2.0: TAMPAO DE DILUICAO:
13 unidades/ul em: 10 mM Tris pH 7.5
20 mM KPO, (pH 7,4) 5 mM DTT
1 mM DTT : 0,5 mg/ml BSA
50% glicerol
10. Adicionar no tubo contendo o DNA anelado com © '"primer":
1 pl DTT (0,1 M) MISTURA DE NUCLEOTIDEOS (5x):

2 pl mistura de nucleotideos® 7,5 uM dGTP
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5 uCi **S-dATP (ou *?P-dATP) 7,5 uM dCTP
2 pul da enzima diluida (3.25 unidades) 7,5 uM 4TTP

Misturar rapidamente e incubar perto do gelo por 5 min de maneira
que a temperatura do tubo seja préxima & de 4°C. E importante que
a temperatura de incubag¢do seja menor que 20°C. Neste passo os
nucleotideos vdo sendo incorporados na cadeia crescente de DNA, a
partir do ‘'"primer", de maneira a marcar radiocativamente as
moléculas.

@ Se o nucleotideo marcado ndo & dATP, deve-se ter o cuidado de
modificar a mistura, contendo todos os nucleotideos menos aquele que
estd marcado radioativamente. Antes de serem utilizados, diluir a
mistura de nucleotideos em &gua na propor¢do 1l:4.

D. Reagdo de terminagdo.

11. Antes de comecgar a rea¢do de marcag¢do, marcar 4 tubos com as letras
"G", "A", "T" e "C" e colocar em cada um deles 2,5 pul da mistura com
a base dideoxi (dd-NTP) correspondente (mistura de terminagdo):

Mistura de nucleotideos contendo bases dideoxi (dd-NTP):
dd-GTP dd-ATP dd-TTP dd-CTP
80 uM d-GTP 80 uM d-GTP 80 uM d-GTP 80 uM d-GTP
80 uM d-ATP 80 uM d-ATP 80 uM d-ATP 80 uM d-ATP
80 uM d&-TTP 80 uM Ad-TTP 80 uM d-TTP 80 uM A-TTP
80 uM d-CTP 80 uM d-CTP 80 uM d-CTP 80 pM d-CTP
8 uM dd-GTP 8 uM dd-ATP 8 uM dd-TTP 8 uM dd-CTp

12. Incubar os tubos & 45°C.

13. Quando a reagdo de marca¢do for completada, transferir 3,5 pl a cada
um dos 4 tubos contendo as misturas de terminagdo. Misturar e
deixar incubando & 45°C/5 min. Durante este passo, as diferentes
moléculas de DNA continuam incorporando os nucleotideos presentes no
meio. No entanto, assim que uma molécula incorporar um nucleotideo
dideoxi, a cadeia para de crescer j& que nenhum outro nucleotideo
pode ser incorporado.

14. Adicionar 4 pl da solugdo "stop" a cada tubo contendo a reagdo de
terminagdo. Misturar e colocar os tubos no gelo.

SOLUCAO "STOP™":
95% formamida
20 mM EDTA (pH 8,0)
0,05% bromofenol blue
0,05% xileno cianol FF
15. Esquentar os tubos & 80°C por 5 min antes de colocar 2-3 ul de cada

*

Pr

tubo num gel de acrilamida. Quando **S foi utilizado no nucleotideo
radioativo, os tubos obtidos no passo 14 podem ser guardados a -20°C
por vidrios dias (mdximo uma semana) ocasionando pouca degradagdo do
DNA. Se, no entanto, *P foi utilizado, o DNA deve ser corrido no
gel no mesmo dia.

otocolo baseado no método descrito por Sanger et al. (1977) e

recomendado pela companhia United States Biochemical.
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APENDICE 21. Preparagdo de gel de acrilamida para sequenciamento de DNA.®

A. Consideragdes gerais.

Géis de acrilamida sdo obtidos pela co-polimerizagdo de acrilamida
e N’ ,N’-methylene-bis-acrilamida preparados geralmente na propor¢do 19:1.
Para manter o DNA desnaturado, os géis de sequenciamento s&do geralmente
preparados utilizando uma alta concentracdo de uréia. A adicgdo de
formamida no gel é opcional aumentando a sua capacidade desnaturante.

Os géis de acrilamida s&o montados em unidades verticais seguindo as
recomenda¢des dos fabricantes. A segulr serd apresentado um protocolo
para preparar um gel de acrilamida 6% numa placa com as seguintes
dimensdes: 40 cm de comprimento, 21 cm de largura e espacadores e pentes
com 0,4 mm de espessura (Bio Rad).

B. Montagem da placa.

1. Lavar muito bem as placas anterior e posterior de widro, os
espagadores e O pente. Ter muito cuidado de trabalhar com
espagadores e pentes da mesma espessura (neste caso 0,4 mm). No

vidro anterior, apds secagem utilizando etanol 95%, colocar uma
solucdo de "Rain-X" e espalhar homogeneamente. Esta solugdo formaréa
uma fina pelicula que facilitaré o desprendimento do gel desta placa
uma vez terminado o seguenciamento.

2. Montar a unidade colocando a placa de vidro menor horizontalmente
numa mesa. Colocar os espacadores nos dois extremos da placa e
colocar em cima a placa de vidro maior. Prender os vidros assim
montados com 0s grampos providenciados pela unidade (com outras
unidades este procedimento €& feito wutilizando fitas adesivas
especiais) .

3. Colocar esta unidade verticalmente na bandeja de "pouring". Com
outras unidades este passo pode ser substituido colocando a mesma
fita adesiva utilizada anteriormente na regido inferior das placas.

C. Preparagdo do gel de acrilamida.

4. Preparar uma solu¢do estoque de 40% acrilamida:
95 g acrilamida ("molecular grade")
5 g bis-acrilamida
dgua até um volume total de 250 ml.
Dissolver (se for preciso, esquentar & 37°C) e filtrar em filtro de
nitrocelulose com poro de 0,45 um. Ser extremadamente cuidadoso, a
acrilamida & uma substéncia neurotdxica. Estocar & 4°C numa garrafa
escura.
5. Preparar o volume necessério do gel. No presente exemplo serdo
preparados 70 ml:
Dissolver 33,6 g de uréia em Agua destilada
Adicionar 7 ml de TBE (10 x)
Adicionar 10,5 ml de acrilamida 40%
Adicionar dgua destilada até completar 70 ml.

PREPARACAO DO TAMPAO TBE (10 x):
108 g Tris base
55 g &cido bérico
20 ml EDTA 0,5 M (pH 8,0)
H,0 até completar 1 litro

6. Filtrar a solugdo com filtro de papel para descartar qualquer uréia
gque ndo foi totalmente dissolvida.
7. Desgaseificar a solu¢do utilizando uma bomba de véacuo.
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Transferir 30 ml desta solugdo num becker. Adicionar 375 ul de
persulfato de amdnio 10%. Misturar bem.
Adicionat 150 pl de TEMED. Misturar rapidamente e colocar esta

solugdo dentro da bandeja que contém a unidade de sequenciamento.
Os itens 8 e 9 devem ser omitidos quando a unidade é montada
utilizando-se fitas adesivas nas laterais e na regido inferior das
placas. A quantidade de TEMED utilizada neste passoc & alta para que
uma réapida polimerizag¢do ocorra. O objetivo pelo qual colocou-se
parte do gel na bandeja onde a unidade encontra-se sustentada & o de
bloquear o espaco que existe na regifo inferior entre as duas placas
de vidro.

Quando o gel na bandeja estiver polimerizado, colocar a unidade com
a bandeja inferior num &ngulo de 45°.

Adicionar 280 ul de persulfato de amdnio 10% nos restantes 40 ml de
gel de acrilamida e misturar.

Adicionar 15 ul de TEMED e misturar. A quantidade de TEMED é
suficientemente baixa para permitir colocar o gel entre as placas de
vidro sem risco de polimerizar. Ter cuidado para n3o permitir a
forma¢do de bolhas.

Colocar o pente com a a margem reta em contato com o gel e afundar
levemente.

Adicionar mais gel antes deste polimerizar de maneira a ter gel em
excesso ao redor do pente (o gel de acrilamida "encolhe" levemente
durante a polimerizacgdo).

Colocar 3 grampos segurando o pente e as placas de vidro.

Deixar polimerizar pelo menos 1 hora (este gel pode ser coberto com
pléastico para ser utilizado no dia seguinte).

Corrida do gel.

Remover a bandeja inferior e o excesso de acrilamida. Remover os
grampos e o pente. Se o gel foi montado com fita adesiva, retirar
somente a fita da regido basal.

Preparar 1.500 ml do tampdo TBE (1 x) e colocar aproximadamente 800
ml na cuba inferior do aparelho de eletroforese.

Colocar as placas de vidro na cuba com tampdo evitando qualquer
forma¢do de bolhas. Segurar as placas verticalmente e colocar
aproximadamente 700 ml de tampdo na cuba superior.

Colocar o pente com as pontas levemente incrustradas na margem reta
do gel.

Com ajuda de uma pipeta Pasteur ou uma seringa lavar individualmente
todos os pogos onde as reagBes de sequenciamento serdo corridas.
Isto evita que o excesso de uréia acumulado ocasione problemas com
a ressolug¢do das bandas.

Correr o gel a 55 wats (1.600 V e 30 mA) por 30 min antes de colocar
o DNA para esquentar o gel até aproximadamente 40°C.

Desligar a corrente e lavar os pogos novamente. Antes de colocar 2-
3 ul da solugdo contendo o DNA, esquentar os tubos ("G", "A", "T" e
"C") & 80°C por 5 min.

Depositar as amostras de DNA de cada tubo em pogos adjacentes do
gel. Para tal, wutilizar uma ponteira especial para géis de
sequenciamento ou uma seringa com agulha menor que 0,4 mm de
didmetro.

Correr o gel nas mesmas condi¢des que a "pré-corrida". O corante
formard duas bandas. Aproximadamente 1 hora depois que a banda mais
escura (e mais lenta) tiver saido do gel, colocar outros 2-3 ul da
reagdo de sequenciamento para poder obter uma maior quantidade de
bandas num tUnico gel.

Desmontagem do gel.
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Apbs desligar a corrente, remover o tampdo. Este tampdo é
radioativo e deve ser eliminado apropriadamente.

Colocar as placas de vidro sobre uma bancada contendo papel
absorvente com o vidro maior na regido inferior.

Retirar os grampos laterais. Cuidadosamente separar as duas placas
de vidro de maneira que o gel fique apoiado na placa inferior.
Retirar o pente e os espagadores.

Colocar a placa de wvidro sustentando o gel numa bandeja e
cuidadosamente colocar a solugdo fixadora até cubrir o gel. Ter
cuidado de n&8o descolar o gel da placa de vidro.

SOLUGAO FIXADORA:
15% etanol
5% &cido acético

Fixar por 30 min. Cuidadosamente retirar o vidro contendo o gel da
solucdo fixadora.

Cortar papel de filtro (Whatman 3MM) de tamanho maior que o gel.
Comegando pelo centro, colocar o papel de filtro sobre o gel de
maneira que o papel de filtro o cubra totalmente sem formar bolhas
entre eles.

Cuidadosamente levantar o papel de filtro com o gel. Colocar o
papel com o gel pra cima sobre a bancada.

Cobrir o gel com pléstico.

Secar o gel por 1 hora & 80°C a vacuo.

Apds seco, retirar o pléstico do gel.

Expor um filme de raios-X colocando o gel em contato direto com ©
filme.

Incubar & -70°C durante a noite. Se o is6topo utilizado foi **P, a
exposicdo pode ser reduzida a 4 horas.

Revelar o filme de raios-X e ler a sequéncia das bases utilizando um
transiluminador.

Protocolo recomendado pela companhia USB.
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APENDICE 22. Andlise das sequéncias de DNA utilizando o Pacote de
Programas GCG.*

A. Consideragdes gerais.

O pacote de programas oferecido pelo GCG (Genetics Computer Group)
€ uma compilagdo de programas desenhados para a andlise de sequéncias de
dcidos nucléicos e aminodcidos. Mais de 100 programas fazem parte deste
pacote que permite editar, mapear, comparar, manipular, analisar e
apresentar dados referentes a sequéncias de DNA, RNA ou proteinas. y:\
seguir uma descrig8o breve dos comandos bdsicos de quatro destes programas
(SEQED, LINEUP, MAP e GAP) serdo apresentados. A maneira pela qual o
pacote pode ser ativado varia de acordo com o sistema utilizado. Os
procedimentos a seguir descritos sdo aqueles necessirios para operar os
programas do GCG.

B. SEQED.

Este programa pode ser utilizado para introduzir novas sequéncias ou
editar sequéncias existentes.

1. Abrir o programa digitando "seged" na linha de comando.

2. O programa perguntaré&: SEQED OF WHAT SEQUENCE?.

3. Colocar entdo o nome do arquivo que serd dado & sequéncia que estéa
sendo colocada pela primeira vez ou o nome do arquivo Jja existente
que serd editado. "<enter>".

4. Uma vez dentro do Seged, inserir qualquer comentdrio necessério
sobre a sequéncia na regido superior da tela onde o cursor se
encontra.

5. "<Ctrl>/Z" move o cursor na linha onde a sequéncia pode ser entdo
escrita.

6. Se uma nova sequéncia esta sendo colocada:

Colocar a sequéncia de bases utilizando letras maitdsculas.
Se uma sequéncia existente estd sendo editada:
Por o cursor na regifdo da sequéncia onde as mudang¢as serdo

feitas.
a) Para colocar sequéncias novas: adicionar sequéncias do
lado esquerdo do cursor.
b) Para deletar sequéncias: utilize o <backspace> para
deletar as sequéncias do lado esquerdo do cursor.
7. Quando a sequéncia for completada, "<Ctrl>/Z" colocara o cursor na
linha de comando. Entdo escrever:
a) "write" para salvar o documento sem sair do programa
SEQED.
b) "exit" para salvar o documento e sair do programa SEQED.
c) '"quit" para sair do programa SEQED sem salvar o documento.
8. Os arquivos salvos a partir deste programa terdo geralmente a
extensdo TXT a ndo ser que seja pedido para serem salvos com outra
extens&o.
C. LINEUP.

Este programa permite editar mdltiplas sequéncias (até 30)
simultaneamente. As sequéncias podem ser escritas diretamente ou
importadas de arquivos Jj& existentes. Uma sequéncia consenso &
apresentada na linha inferior permitindo assim identificar regides onde
existe conflito entre as varias sequéncias importadas. Este programa

permite ent&o obter a sequéncia final e completa de toda a regido que foi
sequenciada por partes.

1. Escrever "lineup" na linha de comando.
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2. Serd preguntado: WHAT SEQUENCE?.

3. Colocar o nome do arquivo onde a sequéncia consenso serd salva.

4. "<«Ctrl>/Z" coloca o cursor na linha de comando.

S. Escrever "get ale.txt" onde ale & o nome do arquivo e txt o nome da
extens8o da sequéncia a ser importada (lembrar que a extensdo txt
foi colocada automaticamente se o arquivo foi editado pelo programa
SEQED) .

6. O programa perguntard o tamanho e a orientagdo da sequéncia a ser
importada e confirmard quais sd3o os 10 primeircs e dltimos
nucleotideos desta sequéncia. "<enter>" aceita as opcgles
apresentadas pelo programa.

7. Mover o cursor na posi¢dc onde a sequéncia serd& importada.

8. Prosseguir com as outras sequéncias.

9. Escrever "auto" na linha de comando para criar a sequéncia consenso.

10. Escrever "nucl" na linha de comando para que a sequéncia consenso

seja reconhecida como sequéncia de nucleotideos posteriormente ao
programa MAP.

11. Se o grupo de sequéncias alinhadas vier a ser salvo, escrever
"print" na linha de comando. Um arquivo com o nome do arquivo
original mas com a extensdo PRETTY serd criado.

12. Escrever "write", "exit" ou "quit", dependendo se o arquivo vier a

ser salvo ou ndo antes de sair do programa LINEUP como explicado
para o programa SEQED.

13. Os arquivos salvos a partir deste programa terdo a extensdo CON.

D. Map.

Este programa apresenta o mapa de restrigdo da sequéncia de DNA
indicada. Se for possivel, a traducdo da sequéncia de nucleotideos a
proteina & também apresentada.

1. Abrir o programa escrevendo "map" na linha de comando.

2. O programa perguntard: (LINEAR) MAP OF WHAT SEQUENCE?.

3. Digitar o nome da sequéncia a ser mapeada (ex. "ale.con").

4. O programa perguntard qual o nucleotideo inicial e final que deve
ser considerado para fazer o mapa. "<enter>" aceita a opc¢do do
programa gue mapeard a sequéncia inteira.

5. Serd perguntado entdc qual o nome do arquivo no qual o mapa seré
encontrado. Geralmente o nome original do arquivo serd mantido mas
a extensdo serd MAP se a op¢gdo apresentada pelo programa & aceita.

6. O programa MAP é deixado automaticamente apds ter dado o nome do
arquivo.

7. Para poder ver o mapa feito anteriormente, escrever "type o nome do
arquivo" (ex: "type ale.map" onde ale & o nome do arquivo e map a
extensdo dada diretamente pelo programa MAP) .

E. Gap.

O programa GAP alinha e compara duas sequéncias completas
maximizando o nimero de "matches" e minimizando o nimero de "gaps".

1. Abrir o programa escrevendo "gap" na linha de comando.

2. O programa pedird: GAP OF WHAT SEQUENCE 17?.

3. Dar o nome do arquivo de uma das sequéncias a ser comparada.

4. O programa pedird a confirmagdo do tamanho e orientag8o da
sequéncia. A op¢do apresentada pelo programa considera a sequéncia
inteira na orientacdo apresentada. Se isto for aceito, teclar
"<enter>".

5. O programa perguntard: TO WHAT SEQUENCE 2?.

6. Colocar o nome da segunda sequéncia e responder s mesmas perguntas

feitas anteriormente.
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O programa perguntard entdo: WHAT IS THE GAP WEIGHT (*5.00%*)°?.
Teclar "<enters>" se aceitar o default.

A seguinte pergunta, serd: WHAT IS THE GAP LENGTH WEIGHT ((*0.30%)?.
Apertar "<enter>".

Colocar o nome do arquivo a ser salvo. O programa colocard o nome
da primeira sequéncia com a extensdo PAIR.

Uma lista com véarios dados entre eles o ndmero de gaps e a
porcentagem de similaridade entre as duas sequéncias serd dada.
Para ver o arquivo onde as duas sequéncias encontram-gse alinhadas e
a comparagdo entre elas & feita, escrever "type nome do arquivo"
(ex. "type ale.pair").

Procedimentos obtidos a partir do manual de instruc®es do GCG.
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APENDICE 23. Obtencdo de sequéncias homologas provenientes do banco de
dados gendmico utilizando os programas BLAST e FARFETCH.

A,

1.

10.

B.

Ui W

o))

BLAST.

Ativar o programa escrevendo "blast" na linha de comando.

Trés opgdes apareceram e uma delas dever ser escolhida:

A. BLASTP. Compara a sequéncia de nucloeotideos com o banco de
dados de proteinas.

B. TBLASTN. Compara a sequéncia de nuclectideos com o banco de
dados de sequéncias traduzidas.

C. BLASTN. Compara a sequéncia de nucleotideos com o banco de
dados de outras sequéncias de nucleotideos.

Escolher a melhor opgdo (ex. "c <enter>").

O programa perguntard qual o banco de dados a ser utilizado
(escolher entre genbank ou Gbupdate, ex. "genbank").

O programa perguntard entdo pelo nome do arquivo onde a sua
sequéncia se encontra (ex: "ale.con").

Qual o nome do arquivo onde os resultados obtidos apds serem
procurados no banco de dados serdo guardados? (ex. "ale.srch").

O programa pergunta se os parametros do default podem ser utilizados
durante a procura de sequéncias homdlogas. Se mudan¢as nestes
parédmetros ndo forem necessdrias teclar "<enter>".

O programa procura entdo estas sequéncias e na tela apareceram
pontos indicando que o sistema estd funcionando.

Para poder obter a lista com os nomes e cddigos das sequéncias
homdlogas a sua, escrever "type nome do arquivo indicado no item 6"
(ex: "type ale.srch").

Uma lista contendo cédigos, nomes das sequéncias e valores que
indicam o© grau de homologia com a sequéncia em estudo seré
apresentada. As primeiras sequéncias da lista s8o aquelas cuja
homologia & maior. Anotar o cddigo destas sequéncias para poderem
ser recuperadas com a ajuda do programa FARFETCH.

FARFETCH.

Ativar o programa escrevendo "farfetch" na linha de comando.

Serd perguntado: WHICH DATABASE ENTRY?

Digitar "genbank:cédigo"

Perguntard OUTPUT FILENAME?. Dar um nome (ex. "ale.out").

Para poder obter a sequéncia que apresenta homologia com a sua,
escrever "type nome do file" (ex. "type ale.out").

Repetir este procedimento para cada uma das sequéncias homdlogas que
sejam de interesse.
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