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APLICACAO DA TECNICA DE ELETROFORESE NA CARACTERIZACAO DE
FRAGMENTOS DE RESTRIGAO E PROTETNAS DOS BACULOVIRUS DE
Anticansia gemmatalis HUEB., 1818 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) E
Diatnaea saccharalis FABR., 1794) (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

Autora: Maria das Gracas Ongarelli
Orientador: Prof. Dr. Darcy Martins da Silva

RESUMO

No presente traba]ho foram desenvolvidos estu
dos sobre a natureza nucleoproteica do virus da poliedrose nu
clear de Anticarsia gemmatalis Hueb, 1818 {AgNPV) e o virus
da granulose de Diatraea saccharalis Fabhr., 1794 (DsGV) com
a utilizacao de tecnicas que pudessem discriminar diferencas
entre esses baculovirus. Fez-se um estudo previo do processo
mais conveniente de extragéo dos acidos nucleicos com base
na relagéo de densidade optica a 260/280 nm. Os tratamentos
dos acidos nucleicos do AgNPV com Eco RI e DsGV com Bsp RI
produziram fragmentos de restricao caracterizados no perfil
eletroforético em agarose com a determinacao dos pesos mole-
culares. Eco RI produziu 6 fragmentos de restricao no DNA de
AgNPV e Bsp RI produziu 4 fragmentos de restricao no DNA de
DsGV.

Foram obtidos resultados preliminares da pos-
sivel caracterizacao de DNAs dos baculovirus atraves da tec-

nica de "Finger-print" dos acidos nucleicos com enzimas de restricao.
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As proteinas do AgNPV e do DsGV ap0s sofrerem
extracao foram corridas em gel SDS - poliacrilamida produzin
do perfis e]etroforéticos com 22 bandas para o AgNPV e 18 ban
das para o DsGV para os quais foram determinados os respecti
vos pesos moleculares. Foi possivel identificar nos perfis
de proteinas a poliedrina, a granulina e a proteina 39K que
sao sintetizadas em grande quantidade pelas celulas infecta-
das. A proteina pl0 n3o foi encontrada nos perfis analisados.
Foram confrontadas diferencas entre os pesos moleculares das
proteinas do DsGV, AgNPV e AcNPV (Autographa californica). Le
vando-se em conta que as divergéncias entre os virus da gra-
nulose e da poliedrose nuclear sao mais acentuadas que entre
as granuloses e as poliedroses entre si & possivel que as
protefnas heter61ogas do DsGV (44,4%) e as do AcNPV (40,9%)

com relacao as proteinas do AgNPV sejam significativas.



ELECTROPHORESIS TECHNIQUE APPLICATION FOR THE CHARACTERIZATION
OF RESTRICTION FRAGMENTS AND PROTEINS OF THE BACULOVIRUS OF
Anticarnsia gemmatafis HUEB., 1818 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) AND
Diathaea saccharalis FABR,, 1794 (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

Author: Maria das Gragas Ongarelli
Adviser: Prof. Dr. Darcy Martins da Silva

SUMMARY

Studies have been carried out on the nucleo
proteic nature of the nuclear polyhedrosis virus of the An-
ticarsia gemmatalis (Hueb, 1818) (AgNPV) and the granulosis
virus of Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) (DsGV) using
techniques that would help discriminate differences between
the two baculoviruses. The most common process of nucleic
acid extraction has been previously studied based on optical
density pe]ation at 260 and 280 nm. Treatment of the
nucleic acids of AgNPV with Eco RI and of DsGV with Bsp RI
produced restriction fragments characterized in the electro-
phoretic profile in agarose with the determination of the
molecular weights. Eco RI produced 6 (six)vestﬁctim1frmmmnm
in AgNPV-DNA and Bsp RI produced 4 (four) restriction fragments
in DsGV-DNA.

Pre]iminary results of the possible character
jzation of the DNA's of the baculoviruses were observed by

using the "Finger-print" technique of nucleic acid with restriction

enzymes.
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The proteins of AgNPV and DsGV after extraction
were runned in polyacrilamide - SDS - gel producing profiles
with 22 bands for the AgNPV and 18 bands for the Ds@GVv, of
which the respectives molecular weights were determined. It
was possible to identify on the protein profiles the poly-
hedrin, the granulin and the 39K protein, which are sinthesized
in 1arge amounts by the infected cells. The pl0 protein was
not found in the profiles analyzed. The differences among
the molecular weights of the proteins of DsGV, AgNPV and
AcNPV (Autographa californica) were compared. Taking into
account that the divergences between the granulosis virus and
polyhedrosis nuclear virus are more evident than among the
polyhedrosis and granulosis viruses, it is possible that the
heterologous proteins of DsGV (44.4%) and AcNPV (40.9%) in

relation to the proteins of AgNPV might be significant.



1. INTRODUGAO

0 Controle Biologico constitui tacnica impmtqg’
te e fundamental em programas de Manejo Integrado de Pragas,
representando alternativa viavel ao uso unilateral de produ-
tos quimicos de amplo espectro predominantemente utilizados
em muitos cultivos. Dentre os agentes de Controle Microbia-
no, os virus de insetos sao considerados como de grante poten
cial para introducao e colonizagao empopulagoes de pragas, ou
mesmo para utilizagao como bioinseticidas em diferentes agro-
ecossistemas (HEIMPEL, 1965; IGNOFFO, 1965; BURGES, 1981; AL-
VES, 1986; HUBER, 1986).

Dentre os grupos de virus de insetos, o dos ba
culovirus € que tem sido apontado como de major potencial pa-
ra o desenvolvimento de bioinseticidas, sendo o mais estudado
e, de fato, o mais utilizado na pratica devido a sua especifi
cidade e viruléncia ao hospedeiro, resistencia aos fatores am
bientais e ao maior volume de informagoes quanto a segurancga
a vertebrados.

No Brasil, o uso pratico de virus de insetos

remonta epoca mais recente, comparada a utilizacao em outros



paises, especialmente Estados Unidos. Esforgos pioneiros de
desenvolvimento no (CNPSo-EMBRAPA) a partir de 1977, viabili-
zaram 0 uso em larga escala do virus da poliedrose nuclear
(NPV) da lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, Hueb, 1818
(Lepidoptera: Noctuidae), a njvel de campo. Atualmente ou-
tro baculovirus, o virus da granulose (GV) do mandarova da
mandioca, Erdinnyis eflLe L., 1758 (Lepidoptera: Sphingidae), vem
sendo utilizado na pratica, a partir de trabalhos desenvolvi
dos pela EMPASC-SC. Outro virus que apresenta algum potencial
bioinseticida € o virus da granulose (GV) da broca da cana-de
-agucar, Diatraea saccharafis Fabr., 1794 (Lepidoptera: Pyra
lidae) em fase de desenvolyimento pelo PLANALSUCAR / UNICAMP/
ESALQ.

Em vista da import?ncia economica das culturas
de soja e cana-de-acgucar em nosso pais e do atual interesse
na aplicacdao de baculovirus para o controle das principais pra-
gas dessas culturas, decidiu-se realizar pesgquisas de cara-
ter fundamental sobre fragmentos de acidos nucleicos e pro-
teTnas do NPV de Anticarsia gemma.talds (AgNPY) e do GV de
Diatraea saccharalis (DsGV).

Assim pois, desenvolveu-se um trabalho no sen-
tido de caracterizar fragmentos de acidos nucleicos e pro-
teifnas utilizando-se de algumas tecnijcas de Biologia Molecu-
lar.

De uma maneira mais clara, esta tese visa ex-

plorar o poder de discriminacao dos segmentos provenientes
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dos acidos nucleicos {DNA) dos dois baculovirus, tratados com
endonucleases de restricao, submetidos tanto a eletroforese em
agarose como a tecnica de "Finger-print", bem como analisar
perfis eletroforéticos das principais proteinas que consti-
tuem os chamados cristais virais, poliedros, granulos ou cor-
pos de oclusao.

Trata-se, pols, de uma pesquisa para melhor co
nhecimento dos dois baculovirus, AgNPV e DsGV, ocorrentes no
Brasil, que a despeito de suas relagoes de parentesco podem
ser discriminados pelas tecnicas acima citadas, as quais po-
dem distinguir diferencas ou semelhancas quimicas entre virus

de especies diferentes ou mesmo isolados regionais.



2. REVISAO DE LITERATURA

De aproximadamente 650 virus que tem sido iso-
lados de insetos, 83% sao de lepidopteros, cerca de 14% de hi
menopteros e 3% de ortEpteros, coleopteros e dipteros. Oito
familias de virus de insetos sao reconhecidas desde os peque-
nos icosaedricos parvovirus até o mais estruturalmente comple
X0 povarus. Inclui-se entre eles a descoberta dos picornavi-
rus. Em trés familias as particulas virais estao incluidas em
matriz proteica caracterizando os virus da poliedrose cito-
plasmatica, entomopoxvirus e baculovirus. A matriz proteica
e sintetizada e depositada ao redor dos virions durante a re-
plicacao e deve contribuir para a estabilidade dos virus no
campo (TWEETEN et alii, 1981).

A familia Baculoviridae (GVs, NPVs, Oryctes e
vTrusdeﬁnﬁcmﬁﬂeos) aparentemente e restrita a hospedeiros de
invertebrados sem que nenhuma semelhancga morfolagica de Bacu-
lorividae tenha sido detectada em vertebrados. Esta unica ca
racterTstica tem gerado muito interesse cientifico neste gru-

po de virus. Dos virus de insetos, somente os baculovirus



(NPVs e GVs) tem sido pecomendados para 0 uso no campo. Uma
faixa limitada de hospedeiro-& uma importante consideracao na
utilizagao, com seguranca, dos virus como inéeticidas micro-
bianos, ja que nao sao encontradas publicagbes cientificas so
bre esses vTrus na Medicina e Veterinéria (BURGES et alii,
1980 a, b; TWEETEN et alii, 1981; ALVES, 1986; HUBER, 1986).

Embora esses autores afirmem com certa seguran
ca a nao patogenicidade dos baculovirus para vertebrados dois
trabalhos foram encontrados na literatura onde KAWANISHI et
alii (1982) conseguiram tep]icagéo de baculovirus em cultura
de celulas de vertebrados e DOELLER et alii (1983) atraves de
analises imunoeletroforeticas detectaram interactes imuno]Bgi
cas entre o antigeno do baculovirus com imuno globulinas huma
na.

Torna-se obvio que as propriedades dos baculo-
virus devem ser bem estudadas quando se pensa no uso deles como
agentes de contro]e de pragas. Existe um aumento do numero
de isolados de bacu]ovTrus de insetos pragas e,atée recentemen
te, pequena metodologia tem estado disponivel para distinguir
um isolado do outro. Para vencer o problema do sistema de
jdentificacao, os pesquisadores tem partido para tecnicas bio
quimicas utilizadas em estudos de Biologia Mo]ecu]ar e Enge-
nharia Genetica.

A limitada especificidade do hospedeiro dos ba

culovirus, junto ao excessivo custo da produgao em larga esca



la dos vTrus, da formu]agﬁo e padroniza;éo tem colocado limi-
tagoes no uso desses virus como inseticidas microbianos de im
porténcia agtTco]a. Uma alternativa promissora e a Engenha-
ria Genetica de baculovirus recombinantes (TWEETEN et alii,
1981; GONZALES et alii, 1989).

Engenharia Genetica de baculovirus recombinan-
tes requer estudos de sequeénciamento de DNA, clonagem, mapea-
mento genetico, hibridizagﬁo e caracterizacao de genoma que
comecam pela determinagEo dos pesos moleculares dos DNAs dos
baculovirus.

Para estudos desta natureza que envolvem a cli
vagem do DNA viral em pontos especificos, utiliza-se das cha-
madas endonucleases ou enzimas de restrigao. De acordo com
ROBERTS (1987),toda endonuclease que corta moleculas de DNA
numa sequencia especifica tem sido chamada de endonuclease de
restricao. Essas endonucleases sao chamadas de acordo com
a fonte de microorganismo que lhes dao origem.

Se forem consideradas as endonucleases de restrigao
uma “ferramenta" para estudos de Biologia Molecular e Engenha
ria Genetica, a tecnica de eletroforese em geis de agarose e
poliacrilamida tambem constitui outro instrumento essencial
para esses estudos.

0 metodo convencional usado para separar, iden
tificar e purificar fragmentos de DNA € a e]etroforese de gel

de agarose,capaz de separar fragmentos que outros metodos co-



mo gradiente de densidade por centrifugagéo nao podem sepa-
rar. A localizagao do DNA no gel pode ser determinada direta
mente atraves da coloragao em baixa concentracao, com brometo
de etideo que e fluorescente a luz ultra violeta [ SHARP et
alii, 1973; MANIATIS et alii, 1982).

A metodologia da eletroforese "submarina" hori
zontal originalmente foi descrita por W. Schaffner citado por
MANIATIS et-alii-(1982), na qual o gel e colocado sobre uma
placa de vidro removTve]. “A placa e colocada dentro de wuma
cuba e totalmente submersa no tampao. A resistencia a pas-
sagem de corrente eletrica do gel @ quase a mesma do tampao,
assim uma fragéo consideréve] da corrente aplicada passa ao
longo do comprimento do gel. Geis de agarose sao aplicados para se-
parar moleculas de DNA na faixa de 0,2 a 20 kilobases (Kb).

Geis de poliacrilamida sao usados para anali-
sar moleculas de DNA menores que 1 Kb de peso molecular. Os
geis de poliacrilamida sao quase sempre colocados entre duas
placas de vidro seguras por presilhas e invariavelmente ele
troforizados na posicao vertica]. Este arranjo faz com que a
solucao de acrilamida fique protegida da exposigao ao ar; as-
sim a inibicao da polimerizacao pelo oxigenio fica confinada
a uma estreita camada no topo do gel (MANIATIS et alii, 1982).

Sabendo que geis de acrilamida sao aplicados

para separar moleculas de DNA de peso molecular até pouco mais



de 1 Kb e que geis de agarose sdo aplicados a moleculas de
0,2 a 20 Kb, as moleculas de DNA maiotes desta faixa nao po-
dem ser bem resolvidas pelos processos de e]ettoforese ate
agora descritos.

SCHWARTZ & CANTOR (1984) e CANTOR et alii
(1988) desenvolveram uma nova tecnica de eletroforese pa
ra moleculas grandes de DNA em gel de agarose. Enguanto nas
‘eletroforeses convencionais-a aplicacao de uma diferenca  de
potencial muito alta provoca ~distorgao das moleculas gran
des de DNA (50-100 Kb), esta nova técnica esta baseada na apli
cagao de uma diferenca de potencial finita, a qual chamamos de
pulso. Esta eletroforese & denominada "pulsed-field gel (PFG)
ou eletroforese de pulso onde a diferenca de potencial e apli
cada alternadamente em duas direcgoes num tempo mais curto que
o de reorientacao da molecula. Este pulso & ligado numa dire
cao e desligado abruptamente na outra, sendo que a separagao
das moleculas & dada pela perda da reorientagao molecular.

De acordo com SWASTIA & PANIJPAN (1977) o prin
cipio basico da utilizacao do SDS na preparacao do gel de po-
liacrilamida & cobrir as moleculas de protéinas com SDS visan-
do converter a superf?cie molecular de todas as proteinas em
superchies com cargas negativas. Esse expediente estabelece
uma proporgao constante entre SDS e moleculas polipeptidicas,

pois cada molecula de SDS cobre tres ligacoes peptidicas. 0



excesso de carga negativa devido ao detergente SDS, na maio-
ria dos casos, nao sofre influencia pondetéve] das cargas in-
trTnsecas das cadeias laterais dos aminoacidos pertencentes a
cadeia polipeptidica.
Dos trabalhos consultados na literatura sobre
a determinacao dos pesos moleculares usando a técnica de mi-
croscopia eletranica (FREIFELDER; 1970; BUJARD, 1970), foi es
colhido o de STUBER & BUJARD (1977) cuja precisdo & mais al-
ta. que os demais. Normalmente as comparacgoes dos valores dos
pesos moleculares encontrados na literatura apresentam des-
vios maiores ou menores entre si. Essas diferengas, ainda que
da ordem de 5 a 10% podem ser importantes por dificultar in-
terpretacoes de estruturas ou mesmo de fungao da particula em
estudo. Isso naturalmente obriga a um rigor de procedimento
compativel com o objetivo da pesquisa. Mas de uma maneira ge
ral, pode-se dizer que para os propositos discutidos nesta te-
se 0s provaeis desvios de valores nao chegam a comprometer
a interpretacgao a respeito do DNA viral a ser medido. E pre-
ciso lembrar que os valores da densidade linear das fitas do
DNA segundo STUBER e BUJARD (1977) & igual a 2,08 ¥ 0,03 x

6 D.um -]. Este valor foi estabelecido ap0s 0 conhecimento

10
da sequencia dos nucleotideos do DNA do fago #x-174  (SANGER
et alii, 1977) levando-seem conta alguns fatores como a re]ati-

va influéencia nos desvios que ocorre principalmente durante a



10.

preparacao da suspensao do DNA para exame ao microscopio ele-
tronico.

Devido ao hotencia] apresentado pelos baculovi
rus no Controle Microbiano de Pragas, tem aumentado o interes
se dos pesquisadores na Biologia Molecular desses virus. As
informagoes concernentes a organizagao e expressao dos genes
dos baculovirus no sistema virus-hospedeiro podem beneficiar
esses agentes de controle. 0 uso desses virus como vetores
de clonagem eucariatica para expressao de DNAs estranhos cons
titui uma grande “ferramenta" nos estudos de regulacao e ex-
pressao de genes em celulas de invertebrados de modo geral.

De acordo com BILIMORIA (1986) a familia Bacu-
Toviridae consiste em um unico geénero Bacufovirus, o quale di
vidido em 3 subgrupos de acordo com a sua morfologia. Virus
do subgrupo A que constituem os virus da poliedrose nuclear
(NPVs), que produzem virions tanto com um nucleocapsideo por
envelope (SNPV) como muitos nucleocapsideos por envelope
(MNPV). No nucleo das células infectadas formam-se os corpos
de oclusao (0Bs) que contem MNPVs (poliedros)(ONGARELLI, 1979).
0s virus do subgrupo B constituem os chamados virus da granu-
lose (GVs) que contem somente um nucleocapsideo por envelope e um unico
virion por corpo de oclusdo (granulo). O subgrupo C consiste
de nucleocapsideos envelopados que nao estao ocluidos. Os ba-
culovirus dos subgrupos A, B e C apresentam-se com DNAs circu

lares, de dupla fita com cerca de 100 a >150 pares de kilobases (Kbp).
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A maior caracteristica dos baculovirus dos sub
grupos A e B s@ao os poliedros ou granulos que contém as parti
culas de virus ocluidas nos niucleos das celulas infectadas. A
maior proteina dos corpos de oclusdo & a poliedrina, que cons
ta de um polipeptideo de peso molecular em torno de 30.000
Daltons (D), que conta aproximadamente 95% da massa das pro-
teninas dos corpos de oclus@o ou cristais virais. Uma segun-
da forma de virus & um nucTeocaps¥deo envelopado (ENOV), res-
ponsavel pelo sistema de disseminagﬁovda infeccao dentro do
inseto hospedeiro e de celula para celula nas culturas de te-
cido. Nas celulas infectadas a maioria dos ENOVs & sintetiza
da antes do processo de oclusao (COCHRAN et alii, 1986).

0 metodo mais direto para se pesquisar a di-
versidade dos baculovirus e o exame da sua distribuicao entre
as ordens de Insecta. GVs e MNPVs sao encontrados somente em
Lepidoptera e SNPVs sao encontrados em todas as ordens; Lepi-
doptera & a mais recente ordem envolvida. A ocorrencia de so
mente SNPVs nas ordens mais antigas de insetos e a existencia
de GVs e MNPVs somente em Lepidoptera sugerem que o ancestral
dos baculovirus foi um SNPV que se envolveu com outras or-
dens e recentemente passou para GVs e MNPVs dentro de Lepido-
ptera. A distribuicao dos baculovirus sugere que esses Vi-
rus envolveram-se com seus insetos hospedeiros e derivaram-se
de uma recente jnvasao que se espalhou atraves das ordens de

Insecta (ROHRMANN, 1986).
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0 grau de parentesco das proteinas entre os or
ganismos pode ser uma indicagao do grau de parentesco entre
eles. 0 metodo mais acurado para se estudar o parentesco dos
organismos e comparar diretamente as sequEnbias de aminoacidos
das proteinas. Cada gene deve estar presente numa copia sim-
ples no genoma e a proteina comumente usada para esses estu-
dos tem sido o citocromo C (ROHRMANN, 1986).

Comparacoes de sequencias de proteinas funcio-
nalmente equivalentes e genes de uma variedade de organismos
tem sido usados para a construcao de arvores filogeneticas que
sao semelhantes &ds construidas para os estudos de fosseis. Con
sequentemente a filogenia molecular deve refletir a filoge-
nia do organismo por inteiro. ROHRMANN (1986) apresenta um
modelo das sequencias de amino-acidos codificadas pelos genes
da poliedrina e granulina e uma arvore filogenetica para as

especies de Baculfovirus.

De acordo com COCHRAN (1986), o uso das endonu
cleases de restrigao que clivam ds-DNA em sequencias de nucleo
tideos especificos deram origem aos chamados "mapas fisicos",
que diagramam os locais relativos dos sitios de clivagem das
endonucleases de restricao ao longo do comprimento de um seg-
mento de DNA definido. Uma vez construido, o mapa fisico tor
na-se uma referencia essencial no estudo da organizacao gene-
tica, transcrigEo, regulacao e expressao dos genes. 0s mapas
fisicos mais estudados ate hoje sao os do NPV de Autographa

californica (AcMNPV).
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MILLER & DAWES (1979) construiram o primeiro
mapa fisico para AcMNPV estabelecendo a ordem completa de se-

te fragmentos de DNA clivados por Bam HI e quatro fragmentos

obtidos por Sma I.

SMITH & SUMMERS (1979) construiram mapas fisi
cos para cinco variantes de AcMNPV, TnMNPV e GmMNPV utilizan-

do endonucleases de restrigao.

LOH et alii (1981) construiram mapa fisico pa-
ra o genoma de Spodoptera frugiperda (STMNPV) e MURINIAK et
alii (1984) construiram mapas fisicos para variantes genomi-

cas de STMNPYV.

JOHNSON & MURUNIAK (1989) construiram mapa
fisico para um isolado do NPV de A. gemmatalis (AgMNPV - 2)
encontrando um peso molecular de 133 Kb ou 88,8 x 106 D para

o DNA.

Conforme COCHRAN et alii (1986), a presenca
de homologia ou sequncias repetividas em DNA de virus ani-
mal tem sido encontradas em genomas de adenovirus, virus da
vaccinia e herpes, sendo poucos os exemplos na literatura de
genomas virais com seqliencias homblogas. Para o genoma
AcMNPV-HR3 foram encontradas cinco regioes homologas

(rh).
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JEWELL & MILLER (1980) encontraram sequencias
homologas intergénicas entre seis espécies de baculovirus afe
tando LepidBptera indicando certo grau de parentesco entre
elas.

GUARINO et alii (1986) encontraram cinco re-
gioes homologas no genoma de AcMNPV quando c]iQado por  Eco
RI.

KELLY (1977) determinou entre quatro especies
de SfMNPV 15 a 75% de homologia intergenica e KNUDSON & TINSLEY
(1978) encontraram valores semelhantes em estudos de cultura de
celulas infectadas com SfMNPV.

SMITH & SUMMERS (1978) isolaram nove linhagens
de baculovirus e atraves do uso de endonucleases de restrigao
detectaram heterogeneidade no genoma de quatro delas. A hete
rogeneidade do genoma indica o grau de divergencia entre as
linhagens.

Dois isolados de NPVs de Spodoptera Littoralis
foram coletados em varias regioes de Israel nao sendo detecta
dassequencias homologas entre eles; isto vem provar certo grau
de heterogeneidade entre eles (KISLEV & EDELMAN, 1982).

Atraves de perfis eletroforeticos com endonu-
cleases de restrigéo, SMITH & CROOK (1988) detectaram hetero-
geneidade entre os genotipos do vTrus da granulose de  Axrto-

geda napae (ArGV3) e o vTrus da poliedrose nuclear da Lyman-

trnia dispan (LAMNPV). ‘Foram isolados de ArGV3 oito genotipos
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diferentes e para LdMNPV foram isolados apenas~tr§s. A cohpg
ragEo dos mapas fisicos dos genOtipos obtidos sugere que a
diversidade entre estas duas especies de baculovirus deve ser
attibqua a recombinagao durante o processo de coinfecgao.

HINK & VAIL (1973) estudando AcMNPV em cultu-
ras de celulas de Traichoplusia ni mencionaram pela primeira
vez a existencia de um mutante espontaneo FP. Eles distin-
~guiram dois fenotipos descritos como "many polyhedra" (MP) .x
"few polyhedra" (FP). Eles notaram que a placa com conotagao
MP aparecia “bri]hante" quando examinada sob ilumina-
cao confirmando a presenga de muitos poliedros. Os materiais
de ambas as placas (MP e FP) foram injetados separadamente na
hemolinfa de insetos e se observou que FPs se converteram em
MPs e MPs se converteram em FPs rapidamente constituindo as-
sim no que pode-se:chamar de geracao espontﬁnea de mutantes
FP.

BROWN et alii (1979) isolaram vinte e sete mu-
tantes espontaneos de AcMNPV sensiveis de temperatura (ts).
De 587 placas examinadas, 4,8% eram ts.

0 genoma de AcMNPV e de outros baculovirus po-
dem codificar mais de 100 proteinas (MARUNIAK, 1986). Cerca
de 40 proteinas virais tem sido detectadas em celulas infecta
das e mais de 100 prote?nas estruturais tem sido resolvidas
através da tecnica de eletroforese (SINGH et alii, 1983; SINGH
et alii, 1985).
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Vérios autores estudaram a epressﬁo‘génica dos
baculovirus durante a replicacao (LUBBERT & DOERFLER,  1984;
MAEDA, 1989; ZUIDEMA et alii 1989) . e chegaram a conclusao que
a expressEo genica e regu]ada por quatro classes de genes:
o genes ou genes precoces; B genes ou genes intermediarios; Y
genes ou gehes tardios e & genes onde estao incluidos os ge-
nes da poliedrina e pl0.

Segundo COCHRAN et alii (1986) poucas das pro-
teinas precoces sao vreprimidas durante a replicagao do DNA,
enquanto a maioria das outras continuam sendo sintetizadas por
mais tempo dutante o ciclo de infec¢ao. Cada <classe temporal
parece requerer a expressao propria das proteinas de uma clas
se precedente. 0 controle de cada classe temporal & tambem
evidente no nivel da expressao porque as proteinas virais in-
duzidas nao sao sintetizadas em quantidades equimolares nas
celulas infectadas.

Talvez somente GRULA et alii (1981) estudaram o
papel da RNA polimerase do hospedeiro em celulas infectadas
com NPV. Durante a infecgcao de AcMNPV em celulas de Spodopte
ra frugiperda, a maioria da sintese de mRNA especifica para
AcMNPV foi resistente a o-amanitina, um potente inibidor da
RNA polimerase II. EntEo a sintese de mRNA polimerase de
ACMNPV parece estar sob o comando da atividade de uma RNA po-

limerase diferente da RNA polimerase I I. Em vista da natureza
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atipica dos promotores da poliedrina que tem sido sequencia-
dos & comum a existencia nos baculovirus do envolvimento de
uma RNA po]imerase especifica quando se trata de tbanscrigéo
tardia (v).

De acordo com COCHRAN et alii (1986) varias pro
teTnas de ACMNPV tem sido sintetizadas in vitro atraves da
RNA poly (A)+ purificada.de celulas tardias infectadas (vy).
~ Foi identificado e mapeado um polipeptideo de 30 K atraves
da tecnica de mobilidade eletroforética e tambem uma nucleo-
prote?na de 41 K. A proteina plo, apesar de representar
talvez a de menor peso molecular encontrada nos perfis eletro
foreticos, € produzida em grandes quantidades por gens tar-
dios (y), expressada coordenadamente com a poliedrina de celu-
las infectadas com baculovirus. A funcao da pl0K e ainda des
conhecida mas ha evidencias de que talvez seja o menor compo-
nente estrutural da patt?cu]a de virus e que esteja envolvido
nos processos de oclusao.

A expressao genica dos baculovirus €& claramen-
te temporal e a regu]agéo de no minimo alguns genes de AcMNPV
ocorre a nivel de transcricao. Alguns genes sao ligados ou
desligados antes da replicacao do DNA e outros sao 1igados apos
a rep]icagéo do DNA, e alguns parecem ser expressados conti-
nuamente durante o processo de infeccao. As evidencias de

que alguns genes podem ser controlados por duas ou mais re-
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gioes promotoras sugerem um mecanismo de regulagao da sintese
de produtos virais durante as fases precoces e tardias do ci-
clo de replicagao (COCHRAN et alii, 1986).

LUBBERT & DOERFLER (1984); ROHEL & FAULKNER
(1984) e THIEM & MILLER (1989) estudaram a transcrigao de
mRNAs no genoma de AcMNPYV.

SMITH et alji (1982) traduziram no minimo seis
polipeptideos virais especificos atraves da RNA poli (A)* pu-
rificadas de celulas infectadas com AcMNPV.

Os resultados das pesquisas, ate agora, reve-
lam que ja estao identificados pelo menos trinta e dois produ
tos de tradugd@o em cerca de vinte regibes do genoma de AcCMNPV.
Atraves da mobilidade eletroforetica de anticorpos monoclo-
nais os produtos de tradugao podem ser especificamente identi
ficados com respejto aos varios componentes estruturais.

De acordo com COCHRAN et alii (1986), a maio-
ria das especies de RNA poli (A)+ foram detectadas em celulas
infectadas, correspondentes aos produtos de tradugao e algu-
mas especies de RNA de tamanhos diferentes foram encontradas
sobrepostas, representando que conjuntos de mRNA diferentes po
dem codificar as mesmas proteinas.

Nas pesquisas de literatura, ate agora, somen-
te dois genes de baculovirus foram sequenciados: o gen da po-

liedrina e o da proteina p10 de AcMNPV.
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IATROU et alii (1985) sequenciaram o gen da po
liedrina de BmNPV e CHANG et alii (1989) sequenciaram o gen
da poliedrina para LyMNPV.

CARSTENS (1987) caracterizou recombinantes de
AcMNPV atraves da sequencia de nucleotideos de regides do ge-
noma de STfMNPV inseridas no genoma de AcMNPV.

De cordo com COCHRAN et alii (1986) a comparacao do
gen da poliedrina e granulina codificando e controlando se-
quencias de nucleotideos revela um alto grau de conservacao.
0 gen da poliedrina de AcMNPV tem cerca de 58% das suas pro-
teinas codificando a granulina de PbGV e TnGV e 73% de conser
vacao entre os dois GVs.

Devido ao alto grau de expressao dos promoto-
res do gen da po]iedrina dos baculovirus (LUCKOW & SUMMERS,
1989) eles vem sendo usados como vetores da clonagem de genes
estranhos principalmente na Medicina.

Aqui estao alguns exemplos de produgcao de pro-
teinas através dos promotores citados.

1. Produgao de B interferon humano (SMITH et

alii, 1983);
2. Producao de B galactosidase em celulas de
Eécheﬁichia cofi (PENNOCK et alii, 1984);
3. Produgao da proteTna humana myc-c(MIYAMOTO
et alii, 1985);
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4. Produgdo de trés polimerases do virus da in
fluenza (ST ANGELO et alii, 1987);
5. Produgcao de hidroxilase tirosina humana

(GINNS et alii, 1988).

Como podemos notar,a aplicagao da tecnologiado
DNA recombinante (TDR) juntamente com a Biologia Molecular e
a Engenharia Genetica,vem elucidar a organizacao e expressao
dos genomas dos baculovirus sendo consideradas, portanto, pos
siyeis vias de producao de melhores agentes microbianos para
o controle de pragas.

No Brasil, wum dos primeiros relatos do virus
da poliedrose nuclear de Anticarsia gemmatalis foi de GATTI
et alii (1977), apesar que, de acordo com MOSCARDI (1986), des-
de 1972 este virus ja tinha sido relatado afetando lagartas
da soja da regiao de Campinas-SP (ALLEN & KNELL, 1977). A via
bilizagao do uso do Baculovirus anticarsia (NPV) como inseti-
cida microbiano a nivel de campo, foi introduzida no Brasil
pelo Centro Nacional de Pesquisas da Soja - CNPSo - EMBRAPA ,
Londrina-PR (MOSCARDI, 1983).

ONGARELLI et alii (1980) detectaram o virus
da granu]ose de Exlnnyis efLo, mandarova da mandioca, o Bacu-
Lovirus endnnyis (GV) na regiao de Curvelo-MG. Os primeiros
estudos de introducao deste baculovirus a nivel de campo fo-
ram realizados por SCHMITT (1985) atraves da Empresa de Pes-

quisa Agropecuaria de Santa Catarina - EMPASC-SC.
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De acordo com ALMEIDA et alii (1986), o virus
da granulose de Diatraea saccharalis, broca da cana-de-agtcar
(DsGV), vem sendo produzido em ]aboratﬁrio desde 1982 (PAVAN
& BOTELHO, 1982; PAVAN, 1983) sendo que os primeiros estudos
de etiologia de infec¢do e virulencia foram realizados por PA
VAN et alii (1983). 0 laboratorio do Departamento de Geneti-
ca da UNICAMP juntamente com a Secao de Entomologia da Coorde
nadoria Regional-Sul do IAA/PLANALSUCAR, Araras-SP e Departa-
mento de Entomologia da ESALQ/USP, vem produzindo o DsGV para
testes de campo em Ereas comerciais, visando incrementar 0
contro]e biologico desta praga com a utilizacao deste patoge-
no. De acordo com ALVES (1986) o DsGV ocorre de forma enzoo-
tica nas populagoOes desse inseto.

0 fato da utilizagao do Baculfovirus anticarsia
como primeiro inseticida microbiano no pais a nivel de campo
e a tentativa de introducao de pelo menos mais duas especies
de Baculovirus,torna-se bastante significativo para o pais que
estudos com a uti]izagéo da TDR, Biologia Molecular e Engenha
ria Genetica comecem tomar lugar na pesquisa cientifica doBra

sil.
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3, MATERIAL E METODOS

Nos experimentos desta tese foram wutilizados
dois tipos de virus que atacam insetos pragas de importancia
agricola, classificados como pertencentes a mesma familia Ba-
culoviridae. O0s virus escolhidos foram os da poliedrose nu-
clear de Anticarsia gemmatalis (AgNPV), lagarta da soja e
o virus da granulose de Diatraea daccharafis (DsGV), broca da
cana-de-acucar.

Os cristais de AgNPV foram gentilmente cedi-
dos pelo Dr. Flavio Moscardi do Centro Nacional de Pesquisas
da Soja (CNPSo-EMBRAPA), Londrina-PR, e o0s cristais de DsGV
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Octavio Henrique de
Oliveira Pavan do Departamento de Genetica da Universidade Es

tadual de Campinas (UNICAMP) - Campinas-SP.

3.1, EXTRACAO DOS AcIDOS Nucteicos Do AcNPV E po DsGV

Varias modificacoes na metodologia de extracgao

dos acidos nucleicos do AgNPV e do DsGV foram necessarias pa
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ra a obtengao de um materia] adequado que atendesse os objeti
vos deste trabalho.

Inicialmente foi estudada a melhor concentra-
¢ao da amostra entre as concentracoes de cristais de 1, 2, 5,
10, 25, 50 e 100 mg/ml de tampao TBS 0,05 M, pH 7,4 para cada
extragﬁo. Posteriotmente decidiu-se ampliar a faixa de con-
centragEo dos cristais e entao nova pesquisa foi feita com
amostras contendo 200, 300, 400, 500 e 1000 mg/ml.

Finalmente, dentre as concentragoes experimen-
tadas selecionou-se a de 1000 mg/ml por amostra, concentra-
cao esta que satisfez os requisitos desejaveis na purificagao
dos acidos nucleicos do AgNPV e do DsGV, com uma margem de se
guranca no que diz respeito a um bom perfil eletroforetico.

Os acidos nucleicos obtidos pelo método de des
naturagao de proteinas com fenol e precipitagao com etanol,
foram posteriormente tratados de diversas maneiras para se ob
ter boa relagao das densidades Bpficas (DO) e 260 a 280 nm e
tambem livres de fenol.

Seguem-se alguns esquemas de alternativas uti-
lizadas para a escolha da metodologia mais adequada para a ex
tracao dos acidos nucleicos do AgNPV e do DsGV (Figuras 1 a

5). 0 esquema n0 5 (Figura 5) foi o adotado neste trabalho.
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cristais de AgNPV ou Ds GV (1000 mgq)

lavagem com eter-saturado de agua-etanol 95%
(1:1; vol/vol) - 10 min (3 x)

centrifugagao 3000 rpm - 10 min
$

P1
tratamento alcalino com Nq§03 - 0,5M - 5 min

acerto de pH = 7,8 - HC1 1M

tratamento com pronase 1 mg/ml em tampao Tris-EDTA (TES)
0,01M, pH 7,8

37°C - 1h 30min

tratamento com fenol: cloroformio: alcool amilico
' (1: 0,96:0,04; vol/vol/vol) - 10 min

centrifugacao 3000 rpm - 10 min

Pz““‘——{
S2

tratamento com etanol 95% (1:2,5; vol/vol)-"overnight" - 0%

centrifugagao 3000 rpm - 10 min

53
P3
acido nucleico viral suspenso em tampao tris-
NaC1 (TBS) 0,05M, pH 7,4

Figura 1. Metodo 1 de extragao dos acidos nucleicos do AQNPV
e do DsGV,
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cristais de AgNPV ou de DsGV (1000 mg)

tratamento com pronase 1 mg/ml em tampao TES 0,01IM, pH 7,8
37°C - 1h 30min

tratamento com fenol:cloroformio:alcool amilico
(1:0,96:0,04; vol/vol/vol) - 15 min

centrifugagao - 3000 rpm - 10 min

P
S1
tratamento com etanol 95% (1:2,5;_vol/vol)-"overnight“-OOC

centrifugacao 3000 rpm - 10 min

.,
Py

acido nucleico viral suspenso em tampao TBS
0,05M, pH 7,4

Figura 2. Método 2 de extragaodos acidos nucleicos do AgNPV e
do Ds GV. ‘
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cristais de AgNPV ou de DsGV (1000 mg)

‘tratamento com acido t(icloro—acético (TCA) 10%
4°¢ - 30 min

centrifugacao 3000 rpm - 10 min

51

e

P
lavagem com eter saturado de agua-etanol 95% (1:1; vol./vol)(3x)

Centrifugacao 3000 rpm - 10 min (3x)

S2

1

P

2

tratamento com fenol:cloroformio:alcool amilico
(1:0,96:0,04; vol/vol/vol) - 10 min

P3
33

tratamento com etanol (1:2,5; vol/vol)"overnight" - 0%

centrifugagﬁo 3000 rpm - 10 min

i

Pyg
acido nucleico viral suspenso em tampao TBS
0,05M, pH 7,4

Figura 3. Metodo 3 de extragao dos acidos nucleicos do AgNPV
e do DsGV.
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cristais de AgNPV ou de DsGY (1000 mg )

4

Tavagem com agua destilada (3x)

centrifugacao 5000 rpm - 5 min (3x)

$3 R

1 P]

tratamento alcalino 0,1M Na2C03 - 15 min

neutra]izagéo com HC1 0,5M - pH 7,0

.

|
gradiente de densidade de sacarose

20, 30, 40, 50 e 60%
ultracentrifugacao 25000 rpm - Th 45min

Figura 4. Metodo 4 de extragao dos acidos nucleicos do AgNPV e do
DsGv. (LOH et alii, 1981, modificado).
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retirada das camadas (3)
*tecnica de coloragao negativa

tratamento com feno] cloroformio:alcool amilico
(1:0,96;0,04; vol/vol/vol) - 30 min

centrifugacao 3000 rpm - 10 min

P2
S
tratamento com etanol 95% (1:2,5; vol/vol) -"overnicht" - 0%

centrifugacao 3000 rpm - 10 min
Sq
Pg
acido nucleico viral suspenso em tampao TBS

0,05M, pH 7,4

Figura 4 - (continuacao)

* Tecnica de coloracao negativa

De cada uma das 3 camadas obtidas no gradiente de densidade de sa-
carose foi retirada uma amostra, que sofreu tratamento atraves da técnica
de coloracao negativa (BRENNER & HORNE, 1959). Cada amostra foi colocada
sobre grade de cobre de 400 mesh , coberta com parlodio 2%, colorida
com acido fosfotungstico (PTA) 2,0%, pH 7,2 e levada para exame ao micros
copio e]etron1co
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cristais de AgNPV ou de DsGV (7000 mg)

Y
tratamento com pronase 2 mg/ml em tampao TES 0,0IM, pH 7,8
37% - 2n

|4

tratamento com fenol:cloroformio:alcool amilico
' (1:0,96 0,04; vol/vol/vol) - 30 min

centrifugacao - 3000 rpm - 20 min

Pp =—

T 5

tratamento com etanol 95% - 0°C gota a gota (1:4; vol/vol)

" So =

| } P2

acido nucleico viral enrolado em bastonete de vidro,
lavado com etanol 95% e suspenso em tampao TBS,
pH 7,4

Figura 5. Método 5 de extragao dos acidos nucleicos do AgNPV e
do DsGV.
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3,2. ANALISE Dos Acipos NucLEicos Do AcNPV E po DsGV A0

ESPECTROFOTOMETRO

0 controle de qualidade das amostras dos aci-
dos nucleicos virais, foi obtido através de curvas de densida
de optica (DO) ao espectrofotometro SPECTRONIC 2000 - Bausch
& Lomb, na faixa de comprimento de onda variavel entre 200 e
300 nm.

Uma das caracterfsticas dos acidos nucleicos que
foi tomada como critéerio auxiliar de pureza & a relagao das
DO a 260 e 280 nm com um va]or ao redor de 1,8 (MANIATIS et
alii, 1982).

Para a obtencao do va]or R = D0260nm/D0280
nm .as amostras de acidos nucleicos obtidas atraves dos proces
sos de extracao anteriormente descritos foram levadas direta-
mente ao espectrofotometro ou submetidas aos seguintes pre-
tratamentos visando a retirada de resquicios de fenol.

1. dialisadas "overnight" <contra gradiente de
agua destilada;

2. precipitadas com etanol 95%;

3. precipitadas com eter saturado de agua-clo-
roformio (1:1; vol/vol};

4. precipitadas com eter saturado de agua-eta-

nol (1:1; vol/vol);
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5. enro]adas em bastonete de vidro, lavadas em
etanol 95% e suspensas em tampao TBS 0,05 M, pH 7,4,

Com respeito a quantificacao dos acidos nuclei
cos o ctitério adotado foi o DO referencial a 260 nm em que
50 ug/ml e digual a 1. Em vista da proporcionalidade entre
quantidade de acido nucleico e a DO foram calculadas as con

centracoes dos acidos nucleicos (MANIATIS et alii, 1582),

3.3, TRATAMENTO DOS AcIDOS NucLEIcos Do AGNPV E po DsGV
COM ENZIMAS DE RESTRIGAO

O0s acidos nucleicos tanto do AgNPV como do
DsGV que apresentaram relacao D0260nm/D0280nm  proxima ou
igual a 1,8 foram submetidos a 9 enzimas de restricao: Ava I,

Bam HI, Bsp RI, Eco RI, Hind III, Kpn I, Sal I, Sma I e Pst

I, a fim de poder selecionar as que fossem mais adequadas pa-
ra o desenvolvimento deste trabalho.

Para se determinar as quantidades de enzimas
de restricao e as de acido nucleico em cada repetigao wutili-

zou-se a metodologia de MANIATIS et alii (1982).
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3.4, ELETROFORESE "SUBMARINA" HORIZONTAL DOS EFRAGMENTOS
DOS ACIDOS NUCLEIcos Do AcVPV' E po De<GV OBTIDOS

o~ -~

PELA ACAO DE ENZIMAS DE RESTRICAOQ

0 gel da eletroforese foi constituido de agaro
se 0,7% (HELLING et alii, 1974) dissolvida em tampao tris-bo-
rato-EDTA (TBE) 0,02M, pH 8,0 e 50 ul de brometo de etidio
0,5%. Este gel foi solidificado sobre uma placa de acrilico
de 130x4x75 mm (compr.x esp,x alt.) posteriormente colocada den
tro de uma cuba de vidro pirex de 250x150x45 mm (compr.x Targx
alt.) coberta com tampao TBE (MANIATIS et alii, 1982).

As amostras de acidos nucleicos do AgNPV e do
DsGV foram incubadas a 45°C durante 5 minutos. Acrescentadas

as enzimas de restricao Ava 1, Bam HI, Bsp RI, Eco RI,

Hind ITI, Kpn I, Sal I, Sma I e Pst I, as amostras foram incu
badas por 2 horas a 37°C e 20 minutos a 65°C (MANIATIS et
alii, 1982). 0 acido nucleico do bacteriofago lambda (A)
que serviu como padrao tambem foi incubado por 5 minutos a
45°C e adicionado a enzima Hind III. As amostras que servi-
ram de controle sofreram o mesmo tipo de tratamento, menos a
adicao de enzimas de restricgao.

Os respectivos materiais, com a ajuda de micro

pipetas, foram colocados nas canaletas do gel de agarose cor-

rendo por 4 h a 100 V e 50 mA. Apos este tempo de "corrida"
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0s resultados das eletroforeses foram examinados sob luz wul-
tra-violeta (UV), esquematizados em papel ou fotografados em

filme ILFORD, branco e preto, 50 ASA.

3.5, DEIERMINACAQ DOS PESOS MOLECULARES DOS FRAGMENTOS DQS

ACIDOS NucLEIcos Do AGcNPY E po DsGY oBTIDOS  PELA

ACAQ DE ENZIMAS DE RESTRIGAQ

0s pesos mo]ecu]ares dos fragmentos dos acidos
nucleicos obtidos pela agao de enzimas de restrigao foram de-
terminados através da equacao utilizada por IIZUKA & FAUST
(1982) baseada na relacao peso molecular e mobilidade relati-
va das bandas.

Expresséo da equacgao da reta:

10910(PM)* - b (1oge MR + 1)

log;q(PM)
onde:

y

10910(PM)*= a ou seja nonto de interseccao da reta com
a ordenada (109]10PM)

o
n

coeficiente angular da reta

1oge(MR + 1) X

MR mobilidade relativa
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Serviram como padréo os pesos moleculares dos
fragmentos do dcido nucleico do bacteriofago X obtidos pela
acao da enzima de (estrigio Hind I1IT. Os valores dos pesos
moleculares (D) dos fragmentos de A, utilizados como padrao
foram: 14,93; 5,99; 4,16; 2,68; 1,42; 1,23 (RODRIGUEZ & TAIT,
1983).

3.6. DETERMINAGAC DOS PESOS MOLECULARES DOS FRAGMENTOS DO
ACIDO NUCLEICO DO APV ATRAVES DA TECNICA DE MICROS-

COPIA ELETRONICA

Apos a corrida do acido nucleico do AgNPYV em
e]etrofotese de agarose as bandas correspondentes aos fragmen
tos foram recortadas do gel e colocadas no fundo de tubos de
ensaio. 0 gel foi coberto com tampao TBS pH 7,4 e os tubos
foram mantidos a 4%¢ "overnight". No dia seguinte coletou-se
com pipeta de Pasteur uma gota do tampao que continha os frag
mentos do DNA do AgNPV difundidos, depositando-a sobre grade
de cobre de 400 mesh que foi submetida a metalizacao (BRADLEY,
1967). Com ouro-paladio e levada ao microscﬁpio e1etr6nico
para obtencao das eletrofotomicrografias.

Para a determinagao do peso mo]ecu]ar do DNA
do AgNPV, mediu-se o comprimento dos fragmentos encontrados

nas eletrofotomicrografias. A seguir dividiu-se o comprimen-
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to (um) pelo valor da ampliagao, a fim de determinar o tama-
nho real de cada fragmento. Finalmente determinou-se o DPeso
molecular de cada fragmento multiplicando-se o comprimento(¥m)

por 2,08 x 10°D (STUBER & BUJARD, 1977).

3.7. FINGER-PRINT D0 ANPV E Do DsGV

3.7.1. Eletroforese dos acidos nucleicos do AgNPV e

do DsGV tratados com enzimas de restricao

Conforme o método "Finger-print" de RUSHIZKY &
KNIGHT (1960) utilizou-se uma cuba de acrilico de 310 x 80 x
240 mm (compr. x larg. x alt.) onde foi colocado papel What-
man 3MM, dobrado ao meio, sobre um bastao de vidro. 0 papel
foi embebido em tampEo de acido formico (98%) na concentracao

de 3 m1/1, pH 2,7, ajustado com NH OH. Cada amostra de acido

4
nucleico do AgNPV tratada com Eco RI e do DsGV tratada com
Bsp RI, (MANIATIS et alii, 1982), foi depositada com auxilio
de micropipeta na extremidade eSquerda do papel dobrado. Apos
5 horas de "corrida" de elertoforese a 150 V e 6,5 mA o papel
foi pendurado, deixado secar e examinado sob luz u]tra-vio]e-

ta (UV) e delineadas as manchas encontradas.
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3.7.2. Cromatografia desenvolvida perpendicularmente

ao sentido da eletroforese dos acidos nuclei-

CcOS

Apos a secagem do papel contendo os resultados
da e]etroforese observados sob luz ultra-violeta (UV), utili-
zZou-se uma cuba de,v}dto de 490 x 290 nm (compr.xdiam.) con-
tendo butanol 99% e tampao de acido formico 98% na concentra
cao de 3 m1/1, pH 2,7 (1:1; vol/vol), onde foi colocacdo o pa-
pel da eletroforese em sentido perpendicular ao anterior e
deixado "correr" por 10 a 12 horas. Entao o papel foi pendu-
rado para secar e examinado sob luz ultra-violeta (UV) nova-
mente, delineando-se as manchas a fim de se comparar os resul
tados das diversas repeticoes do “Finger-print" do DNA do

AgNPV e do DsGV.

3.8, ELETROFORESE DE PROTEINAS
0 método de analise eletroforetica utilizado pa-
ra o perfil das proteinas foi basicamente o descrito por
LAEMMLI (1970), modificado por HAMES (1982).
Empregou-se eletroforese em sistema desconti-

nuo em gel de SDS e poliacrilamida. Os geis de empacotamento

e resolucao foram feitos em aparato vertical de vidro com di
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mensoes de 185x4x150 mm (compr.xesp.xalt.). As concentragEes
de cada constjtuinte dos geis e as demais solugoes utilizadas
encontram-se no apéndice 2.

Os padrSes dos pesos moleculares utilizados fo
ram albumina hovina (6600 D), ovalbumina (45000 D), pepsina
(34700 D), ttipsinogenio (24000 D), B-galactoglobulina (18400 D)
e lizosima (13400 D).

3.8.1. Preparo das amostras de - eletroforese de protei-

nas

0 metodo utilizado na preparagao das arnostras
foi o de RODRIGUES (1989), com pequenas modificacoes.

Utilizou-se 0,2 mg/m] de cristais de AgNPV e
DsGY dissolvidos em tampao da amostra. Estes materiais fo-
ram aquecidos a 100°¢C durante 5 minutos para inativacao da
protease alcalina que quando em pH alcalino degrada as protel
nas em polipeptideos menores.

A esses materiais foi adicionada uma solucgao
alcalina de Na2c03' 0,5 M, NaC1 -0,17M, EDTA-0,01M, pH 11 e
deixados a temperatura amhiente durante 30 minutos. Centri-

L3}

fugou-se a 1500 rpm durante 20 minutos e adicionou-se a "pel-
let" 0,3 m] de tampao da amostra. Os materiais foram manti-

o 3 - - 3
dos a 0°C, "overnight", ou ate serem levados com auxilio de
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micropipetas as canaletas do gel. O tempo de corrida da ele-

troforese foi de 2,5 horas a 100 V e 4 mA.

3.8.2. Coloracao dos perfis e]etboforéticos de pro-

teinas

0 método utilizado para a coloracao dos perfis
eletroforeticos de proteinas foi o da impregnagcao com prata

(Ag) descrito por BLUM et alii (1987.

3,9, DETERMINAGAO DOS PESOS MOLECULARES DAS PROTEINAS DO

AcNPY E po DsGV

0s pesos moleculares das proteinas do AgNPV e
do DsGV foram determinados atraves da equagao proposta por
IIZUKA & FAUST (1982), ja utilizada na determinacao dos pesos

moleculares dos fragmentos dos acidos nucleicos.
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4, RESULTADOS

4,2, ExTrRAcAO Dos Acibos NucLEIcos Do AcNPV E po DBsGv

Os primeiros testes realizados com os cristais
de AgNPV e DsGY mostraram que as concentracoes de 1, 2, 5,10,
e 25 mg/ml para cada extracao nao foram satisfatorias, ja que
nao se observou nenhum tipo de "banda" nos perfis eletrofore-
ticos; so a partir da concentragcao de 50 mg/ml & que se conse
guiu algum resultado. Os resultados foram se tornando mais
significativos com o aumento das concentracoes para 100, 200,
300, 500 e 1000 mg/m1 sendo esta uUltima concentracao a esco-
lhida para atingir os objetivos desta tese.

No que se trata das metodologias de extracao dos
acidos nucleicos o metodo 1 (Figura 1) apresenta tratamento alcalino
(0,5M NaZCo3 + 0,5M NaCl) e tratamento com enzima pronase (]
mg/m1) com subseqglientes tratamentos fenol-etanol. 0 metodo 2
difere do metodo 1 (Figuras 2 e 1) pela ausencia do tratamen-
to alcalino o qual foi considerado bastante drastico no que

diz respeito @ quebras dos acidos nucleicos. A retirada do
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tratamento alcalino do metodo 2 mostrou alguma melhora no
processo de extracdao dos acidos nué]eicos em estudo, mas nao
o suficiente para atingir os objetivos.

No método 3 (Figura 3) o tratamento com acido
tricloro-acetico (TCA) e as lavagens com eter-etanol nada mo-
dificaram os resultados anteriores, fazendo-se partir para no
Vo processo de extracao (LOH et alii, 1981, modificado). Es-
te metodo representado na Figura 4 mostrou-se bom mas com bai
xa eficiencia de extragao dos &cidos nucleicos, ja que se obte
ve do gradiente de sacarose os seguintes resultados ao micros

copio eletronico.

Camada 1 - camada escura; cristais de virus ar
rebentados e muita sujeira;

Camada 2 - camada branca; cristais de virus
nao arrebentados e material mais lim
po que o anterior;

Camada 3 - “nata"; grande numero de particulas

de virus.

Deduzju-se que a perda de material (acidos nu-
cleicos) neste caso nao foi compensatoria em relagao a metodo
logia empregada e portanto partiu-se para o método 5 (Figura
5) que diferiu basicamente do 2 pelo aumento da concentracao
da enzima pronase de 1 mg/ml para 2 mg/ml e tempo de incuba

cao de 1h 30min para 2h a 370C,.
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Concluiu-se que o metodo 5 foi o mais adequado
para os objetivos do trabalho,sendo portanto o menos drastico
em termos de quebra dos acidos nucleicos e o mais eficiente em
termos de quantidade de material extrado.

0 tratamento dos cristais tanto de AgNPV como
de DsGVY com a enzima pronase (MANIATIS et alii, 1982) foi o
mais eficiente na dissolucao das proteinas que envolvem as
particulas dos vTrus (poliedrina e granulina) permitindo as-
sim uma major eficiencia da desnaturacao das proteinas pelo
fenol e subsequente obtencao dos acidos nucleicos.

A tecnica de enrolamento dos acidos nucleicos
no bastonete de vidro foi bastante satisfatoria para o AgNPV
e menos satisfatoria para o DsGY, permitindo obter acidos nu-

cleicos mais integros e livres de fenol.

4,2, ANALISE Dos Acipos NUCLEIcos Do AGNPY E po DsGV

AO ESPECTROFOTOMETRO E QUANTIFICAGAO

0 controle da qualidade das amostras dos  aci
dos nucleicos virais foi realizado atraves de curvas de densi
dade optica (DO) ao espectrofotometro.

A relacao {R) D0260nm/D0280 nm = 1,8, segundo
MANIATIS et alii (1982), indica uma boa qualidade dos acidos

nucleijcos.
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A Tabela 1 indica os valores de R obtidos du-
rante os experimentos com a utjlizacao das 5 metodologias de

extracao dos acidos nucleicos virais.

Tabela 1. Valores de R = D0260nm/D0280nm durante as pesquisas
das 5 metodologias de extracao dos acidos nucleicos

virais.

AgNPV DsGV

Metodo 1 — 0,90 0,60
o | 1,36 0,92

s 11,37 0,96

= 11,48 1,00

@ 1,53 1,10

o | 1,98 1,18

© 11,61 1,25

o 11,65 1,27

° 11,67 1,30

@ 11,69 1,32

s | 1,71 1,35

= 11,75 1,36

_ ¥1,78 1,56
Metodo 5 — 1,79 1,67

A seguir sao apresentados os resultados mais
representativos das curvas de densidade optica (DO) a UYV.

Na Figura 6 pode-se observar a DO para a faixa
de radiagéo com comprimento de onda entre 200 e 300 nm. Os
nﬁmeros na parte superior representam os comprimentos de onda
(2) em nanﬁmetro (nm) com as densjdades opticas corresponden-

tes (DO) as relacoes D0260nm/D0280nm.
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Adotado o criterio de quantificacao de acidos
nucleicos de MANIATIS et alii (1982) onde D0260nm = 1 repre-
senta uma concentracao de acido nucleico igual a 50 pyg/ml, en
controu-se os valores de 45;3 u9 DNA/m1 quando a D0260nm foi
jgual a 0,90 para o AgNPV (Figura 6a) e 30,5 g DNA/ml quando

a D0260nm foi jgual a 0,61 para o DsGV (Figura 6b).

4,3, TRATAMENTOS DOS AcIDOS NUcLEIcos Do AGNPV E po DsGY

COM ENZIMAS DE RESTRIGAOC SUBMETIDOS A ELETROFORESE EM

GEL DE AGAROSE - “ELETROFORESE SUBMARINA”

Os resultados obtidos com as enzimas de restri
cao Eco RI para o AgNPV e Bsp RI para o DsGVY foram os mais
satisfatorios em relagao as outras enzimas testadas co-

mo Ava I, Bam HI, Hind III, Kpn I, Sal I, Sma I e

=
.

Pst

Os esquemas dos resultados obtidos com as en-
zimas de restrigao utilizadas durante os experimentos sao mos

trados na Figura 7.
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Figura 7 - Numero de fragmentos obtidos com a acao das enzimas de restri-
cao Ava I, Bsp RI, Eco RI, Bam HI, Hind III, Kpn I, Sal I, Sma
I, Pst I utilizadas nos experimentos com os acidos nucleicos
AgNPY e DsGV.
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4,4, ELETROFORESE "SUBMARINA" HORIZONTAL DOS FRAGMENTOS
Dos ActDos NucLElcos Do AcNPV E po DsGV  oBTiDOS
PELA AGAO DE ENZIMAS DE RESTRIGKO

Os resu]tados das e]ettoforeses de 15 repeti-
coes em gel de agarose dos acidos nucleicos em estudo ttata-
dos com enzimas de restrigao (Eco RI e Bsp RI) podem ser vis-
tos nas Figuras 8 e 9. As distancias da canaleta ate as "ban
das" representam a media das mobilidades relativas (mm) das

repeticoes.

4,5, DETERMINAGAO DOS PESOS MOLECULARES DOS FRAGMENTOS DOS
Ac1DOS NUCLE1coS Do AGNPV E Do DsGV TRATADOS COM  EN-
ZIMAS DE RESTRIGAO

Para a determinagéo dos pesos moleculares dos
fragmentos dos acidos nucleicos virais foi utilizado o me-
todo de ITZUKA & FAUST (1982) baseado na relacao pe-
so molecular e mobijlidade relativa das bandas. Os calculos

sao encontrados na Tabela 2.

Expressao da equagao da reta:

10og,g(PM) = logyo(PM)* - b (log, MR + 1)
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Figura 8 - Esquema padrao das medias dos perfis eletroforeti-
co do DNA do AgNPV e do DsGV tratados com Eco RI e
Bsp RI respectivamente; AgNPV + Eco RI (1); AgNPV
(2); DsGV + Bsp RI (3); DsGV (4); A + Hind III (5).



Figura 9 - Perfis eletroforéticos dos DNAs do AgNPV e
do DsGV tratados com Eco Rl e Bsp Rl respectivamente;
X + Eco Rl e A + Hind Ili sdo marcadores de peso
molecular. 1. AgNPV; 2. AgNPV + Eco RI; 3. A+ Eco RI;
4. N+ Hind lIl; 5. DGV + Bsp RI; 6. DsGV.

48
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onde:
1og]O(PM) =y
1og]O(PM)* = ponto de intersecgéo da reta com a ordenada
(1og]0PM)
b = coeficiente angular da reta
= X

Tog, (MR+1)

MR mobilidade relativa.

4,6, DETERMINACAO DOS PESOS MOLECULARES DOS FRAGMENTOS DO

ACIDO NUCLEICO DO AGNPY ATRAVES DA TECNICA DE MICROS-
COPIA ELETRONICA

Para a determinagao dos pesos moleculares dos
fragmentos do Ecido’nucleico do AgNPV atraves da tecnica de
microscopia eletronica utilizou-se o método de STUBER & BU-
JARD (1977) onde o comprimento do DNA (um) e multiplicado por
2,08 x 10%D.um~7.

Foram determinados os pesos moleculares dos
fragmentos de DNA do AgNPV de 4 eletrofotomicrografias (Figu-

ra 10).



Figura 10 - Eletrofotomicrografias de fragmentos de DNA do AgNPV (A, B, C, D, e E).
Técnica de sombreamento de BRADLEY (1967).
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Na Figura 10 foram determinados os pesos mole-

culares dos fragmentos:

A - a = 53350x 20,3 x 10D ou 32,22kb
B - a = 38800x 1,59x 106D ou 2,52Kb
C - a = 89240x ; 3,15x 106D ou 5,00Kb
D - a = 34920x 6,18x 106D ou 9,80kb
E - a = 34920x 10,86x 108D ou 17,24Kb

Daltons

"

onde a = aumento da foto; PM = peso molecular; D

e Kb = Kilobases.

4,7, “"FINGER-PRINT” Dos AciDos NuctLEIcos Do AcNPVY
E po DsGY

Pode-se observar, atraves dos esquemas a seguir
(Figuras 11 e 12), a tendencia de quebras do DNA viral em gru
pos de oligonucleotideos provocados pela acao das enzimas de
restricao. Para o AgNPV tratado com Eco RI (Figura 11) obser
vou-se 2 grupos de oligonucleotideos e para o DsGV tratado
com Bsp RI observou-se 3 grupos de oligonucleotideos.

O0s tratamentos dos acidos nucleicos do AgNPV e
do DsGV com as enzimas de restricao Eco RI e Bsp RI foram re-

lativamente satisfatorio para a obfengéo do "Finger-print".
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Figura 11. "Finger-print" do AgNPV tratado com Eco RI em pa-
pel Whatman 3MM,
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Figura 12. "Finger-print" do DsGV tratado com Bsp RI em pa-
pel Whatman 3MM.



0 exame dos fFinger-ptint" revelou que as amos
tras, tanto e]etroforiZadas como cromatografadas em papel, apre
sentaram em maior ou menor intensidade, mobilidade influencia
da por contaminantes de natureza nao determinada, ou seja,

manchas brancas a UV.

4,8, ELETROFORESE DE PROTEINAS DO AcNPV E Do DsGV

Os cristais do AgNPV e do DsGV foram submeti-
dos a eletroforese em gel de SDS e poliacrilamida para a ana-
1ise das suas proteinas.

Na Figura 13 encontra-se esquematizado per-
fis eletroforeticos das proteinas dos cristais do AgNPV e do
DsGV. Na Figura 14 encontra-se fotogradias dos 2 perfis.

Foram detectadas 22 "bandas" polipeptidicas di
ferentes para o AgNPV e 18 "bandas” polipeptidicas para o Ds

GV e determinados os respectivos pesos moleculares. (Figura

13).
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(a) {d)

P = poliedrina G =granulina

Figura 13 - Esquema padrao dos perfis eletroforeticos das pro-
teTnas dos cristais do AgNPV(a) e do DsGV(b).



A B B’

Figura 14 - Perfis eletroforéticos das proteinas dos cristais
do AgNPV (A) e do DsGV (B e B’). Em B, com menor
concentragdo da amostra, bandas superiores mais nitidas.
Em B’, com maior concentra¢do da amostra, bandas inferiores
mais nitidas. P = poliedrina, G = granulina.

57
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4,9, DETERMINAGAO DOS PESOS MOLECULARES DAS PROTEf{NAS
po AcNPV E po DsGV

Para a determinacao dos pesos moleculares das
protefnas dos cristais do AgNPV e do DsGV foi utilizado o me-
todo de IITZUKA & FAUST (1982) ja mencionado para os acidos nu
cleicos (4.5). Nas Tabelas 3, 4 e 5 encontram-se os valores

dos pesos moleculares das referidas proteinas.
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5. DISCUSSAD

As primeiras metodologias de extracao dos DNAs
dos baculovirus estudados mostraram-se pouco convenientes,re-
velando atraves da eletroforese em gel de agarose, que 0S mes
mos haviam sofrido degradacao, razao pela qual todo acido nu-
cleico era encontrado em regioes distantes das canaletas do
gel.

Por esse motivo, diversas metodologias foram
pesquisadas visando obter maior eficiencia e melhor preserva-
cao dos DNAs virais a partir de poliedros e de granulos. Ao
final, foi adotado a metodologia constante na Figura 5, que
constou da eliminagao do tratamento alcalino, duplicacgao da
concentracao da enzima pronase, precipitacao controlada com
etanol, alteracao do tempo de incubacao e enrolamento do aci-
do nucleico em bastonete de vidro.

Com esta metodologia, foi possivel obter diver
sas preparacoes de acidos nucleicos com curvas de densidade
optica caracteristicas de DNA com valores de R = 260nm/280nm

ao redor de 1,8. As preparacoes obtidas com o metodo 5 apre-
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sentaram bandas de DNA muito proximas da canaleta, revelando
assim fragmentos de acidos nucleicos de peso molecular relati
vamente grande.

A razao pela qual o metodo de enrolamento das
fitas de DNA do virus da granulose ndo foi tao satisfatorio co
mo o DNA do virus da poliedrose nuclear,nao e bem conhecida,
contudo & possivel que as preparacoes do DsGV apresentassem al-
gum contaminante indesejavel ou maior intensidade de clivagem
do DNA natural.

As razoes entre as D.0. a 260 e 280 nm dos aci
dos nucléicos indicaram que as extracoes foram melhoradas no
decorrer das pesquisas sistematicas sobre a metodologia a ser
selecionada para obtencao dos DNAs virais (Tabela 1).

Diversas preparacoes revelaram que o fenol utj
1izado para a desnaturacao das proteinas permanecia como con-
taminante do acido nucleico (Figura 6b). Uma vez constatado
ao espectrofotometro a presenca do fenol, a preparacao era sub
metida @ tratamentos com dialise ou precipitacoes com etanol
95% ou tratamento com eter saturado de agua-cloroformio ou
tratamento com eter saturado de agua e etanol. Este cuidado
se fez necessario para que o acido nuclejco pudesse ser dige-
rido pelas enzimas de restrigao, caso contrario as endonuclea
ses de restricao serjam inibidas ou degradas pelo fenol, sem

produzir a cljvagem desejada.
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A analise da Figura 7 vem revelar os resulta-

dos dos tratamentos do AgNPV com as enzimas de restricgao.

des diferencgas

A - Enzimas de restricao que estabeleceram gran

entre os acidos nucleicos virais estudados:

1 - Eco RI (Figura 7c)

2 -~ Bsp RI (Figura 7b)
3 - Pst I (Figura 71)

B - Enzimas de restricao que produziram perfis

com pequenas diferencas entre os acidos nucleicos virais es-

tudados:

fis diferentes

1 - Bam HI (Figura 7d)
2 - Sal I (Figura 7g)

C - Enzimas de restricao que nao revelaram per

entre os acidos nucleicos virais estudados:

1 - Ava I (Fijgura 7a)

2 - Hind III (Figura 7e)
3 - Hpn I (Figura 7f)
4 - Sma I (Figura 7h)
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A Figura 10, de certo modo, vem confirmar os
resultados da Tabela 1 que, por sua vez, indicou o progresso
ocorrido na pesquisa das diversas metodologias de extracao
dos DNAs.

As Figuras 10B e 10C apresentam um DNA de peso
molecular da ordem de 1 a 3 x 10® D, tamanho este suficiente-
mente pequeno, explicando a grande distancia dos acidos nu-
cleicos em relacao as canaletas do gel, obtidas nas primei-
ras extracoes do DNA com feno]/eténo].

A Figura 10D apresenta um peso molecular da or
dem de 6 x 108 D que corresponde, talvez, a um fragmento de
DNA situado logo acima da banda 1 do DNA clivado com Eco RI
(Tabela 2 e Figura 9).

Em relacao a Figura 10E pode-se dizer que ela
ilustra um DNA de peso molecular um pouco menor que o fragmen
to 1 do DNA do bacteriofago A obtido pela clivagem com a en-
donuclease de restricao Hind III, que foi utilizada como pa-
dr3ao para determinacao dos pesos moleculares (Tabela 2 e Fi-
gura 9).

A Figura 10A ilustra o tamanho dosmaiores frag
mentos de acidos nucleicos obtidos com a metodologia 5 (Figu-
ra 5) ou seja, DNA com peso molecular na faixa de 20 a 30 «x
106 D (Tabela 2 e Figura 9).

A partir dos resultados obtidos com a analise
da Figura 7, foram escolhidas as enzimas de restricao Eco RI

para clivar o DNA do AgNPV e Bsp RI para clivar o DNa do DsGV
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as quais proporcionaram um perfil com bandas razoavelmente dis-
tanciadas entre si facilitando, desta maneira, os calculos
para determinacao dos pesos moleculares dos fragmentos de res
tricao.

Pode-se observar que as 5 sequencias de Eco RI
com terminais coesivos (g??ggég localizadas no DNA do AgNPV,
parecem se situar mais ou menos equidistantes d@ semelhanca do
que acontece com as 3 sequencias alvos de Bsp RI com terminais
abruptos (ggﬁgg, quando se analisa os valores da coluna 4da
Tabela 2 para a clivagem do AgNPV com Eco RI e para o DsGV
com Bsp RI.

Em relacao aos resultados obtidos com os aci-
dos nucleicos atraves da tecnica de "“Finger-print" (Figuras
11 e 12) pode-se dizer que foi possivel detectar diferencas
entre os DNAs dos baculovirus AgNPV e DsGV, contudo, a metodo
logia proposta por RUSHIZKY & KNIGHT {1960) precica ser me-
Thor estudada, a fim de que seu potencial de discriminacao en
tre acidos nucleicos de diversas especies de baculovirus pos-
sa ser ampliado.

A comparacao entre os pesos moleculares das
proteinas do DsGV e AcNPV com AgNPV, como referencial, dao
uma indicacao de parentesco maior entre os NPVs. Na compara-
cao entre AgNPV e AcNPV foram encontradas 13 nroteinas homo-
logas e 9 heterologas, enquanto que entre AgNPV e DsGV foram

encontradas 10 proteinas homGlogas e 8 heterologas (Tabela6).

Adotou-se como criterio que as diferencas maiores ue 5% entre
q ¢ q
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os pesos moleculares das proteinas seriam classificadas como
proteinas heterologas. Assim, confrontando o numero de pro-
teTnas do DsGV e AcNPV considerado heterdologas nota-se que
o DsGV tem 44,4% de heterologia em relagcao ao AgNPV, enquanto
o numero de proteinas heterologas do AgNPV em relacdao ao AcNPV
€ pouco menor, isto e, 40,9%.

E possivel que as diferencas entre o DsGV e o
AgNPV sejam maiores que as entre os dois NPVs, contudo para
maior esclarecimento, o perfil eletroforetico, que reflete
o tamanho ou os pesos moleculares das proteinas, precisa-
ria de um estudo bem mais sistematico. A pequena diferenca
percentual entre as proteinas heterologas do DsGV e AgNPV, quan
do confrontadas com as do AcNPV e AgNPV, num estudo mais rigo
roso podera ser maior e mais significativa. Alias, protei-
nas com identicos pesos moleculares podem ser realmente dife-
rentes, e de outro lado,as indicacoes da filogenia entre os
baculovirus tem revelado maiores divergencias evolutivas en-
tre os GVs e NPVs do que entreos NPVs de diversas especies de
insetos. AcCMNPV, AgMNPV, SfMNPV, SeMNPV, OpMNPV, PdMNPV,
HaMNPV, PsMNPV, MbMNPV, TnSNPV, HzSNPV, PiSNPV, TnGV, SfGV,
HaGV, PiGV (serie proposta por COCHRAN et alii, 1986) em graus
decrescentes de homologia).

Provavelmente no perfil eletroforetico das pro
teinas do AgNPV tal como acontece com o AcNPV (RODRIGUES, 1989)
as bandas polipeptidicas de n9s 15 e 16 do AgNPV (Figura 13a;

Tabela 4) poderiam representar as proteinas 39K e poliedrina
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respectivamente transcritas e traduzidas ativamente, situa-
das entre 0-5 um, 20-24 ym e 88 a 90 um no genoma, respectiva
mente (Figura 15). Em relacao ao DsGV as bandas polipeptidi-
cas de n@s 14 e 16 (Figura 13b; Tabela 5) poderiam representar
as proteinas 39K e granulina respectivamente. Nao se sabe,
contudo, porque nao foi encontrada a proteina p-10 (Figura

15).

AcMNPV
132.7kbp
rhi
vT
vIT \ P -0.03 kbp
mS VMOKD 0 poliedring
viIb
rh2
pIL
+Pstl 75 SeMNPV-25 39KD
— 25
131.8 kbp ol
-Pstl
rthé
50 vIL
vnﬂ
+0.87 kbp
Eco RI-W
rh3
O0-5 um = gen poliedring ; 20-24um= 39K ; 88~-80 um = pi0

Figura 15 -Mapa fisico dos DNAs de AcCMNPV e SeMNPV-25. Cir-
culo interno, SeMNPV-25; circulo externo AcMNPV-E,.
Sao indicadas as regioes homologas (rh 1,2,3,4,5) e
as regioes heterologas (vl, vII, vIla, vIIb e vIII),
localizagao dos gens da poliedrina, 39K e p-10 (CO
CHRAN et alii, 1986, modificado).
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Tabela 6 - Pesos moleculares das proteinas do AgNPV (D) compa
rados com os pesos moleculares do NPV de Autoghrapha
californica (AcNPV) e com os pesos moleculares do

Ds@GV.
DsGV AgNPV AcNPV1
Prot. HeZ Prot.Ho3 Ay Prot. A% Prot. Ho3 Prot. Ho?
166.683 8,0 181.886 - - -
153.709 2.0 150. 764 - - -
136.521 5.0 143.152 - - -
121.870 1.0 123. 140 - - -
131400 4937961 100 114.472 - . -
94.732 0.9 94.973 - - -
88.450 3.0 90. 803 - - -
79.937 - 12.0 84.918 2,0 82.000 14,000
65.993 - 6.0 70.081 1,0 70.700 £ 900
62.044 - 8.0 57.293 5.0 60. 300 .
- 56.182 3,0 57.700
53.419 3,0 55.706 2.0 54.300 52000
49.000 - 7,0 45.667 8,0 - 25”300
- 44045 2,0 43.000 47" 200
33,612 36.307 3,0 37.566 1.0 37.300 17 500
>3 938 28.940 4.0 30. 24 3,0 31.300 .
. - 7.0 28.814 2.0 29..500
- 25.823 3,0 25.000 23300
22.877 0,0 22.877 3,0 22.200 .
20.946 5.0 20.000
18. 429 3,0 19.000
’ 16. 800
}5.038 8,0 - ]6.200

1 Pesos moleculares do AcNPV (RODRIGUES, 1989).
2

Prot. He = proteina heterdologa em relacao a proteina do AgNPV.
3 prof. Ho = proteina homologa em relacao a proteina do AgNPV.
bag - diferenca em porcentagem entre o peso molecular do DsGV ou

AcNPV em relacao a proteina do AgNPV.
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A expectativa das grandes diferengas na compo-
sicao dos DNAs e proteinas do AgNPV e DsGV estudados neste
trabalho viu-se fundamentada pela consideracao da arvore filo
genetica.

Pela filogenia de ROHRMANN (1986) acredita -se
que as poliedroses nuclear seguiram caminhos evolutivos di-
vergentes durante a evolucao e portanto ja devem ter acidos
nucleicos e proteinas com consideraveis diferencas (Figuras 16,
17 e 17'). Nas Figuras 17 e 17' podemos notar as diferencas
e semelhancas entre as seqbiencias de aminoacidos em alinhamen
to na sTntese de poliedrina de baculovirus de especies dife-
rentes.

Pode-se observar da 1iteratura que de- acordo
com a morfologia dos baculovirus, eles ja estao separados em
subgrupos A, B e C (BILIMORIA, 1986).

0 confronto do que foi obtido atraves da ele-
troforese com as proteinas e que tem sido apresentado na lite
ratura cientifica, sugere alguns comentarios sobre a multipli
cacao, traducao e ate sobre a transcricao dos DNA Virais (co-
CHRAN et alii, 1986).

Em primeiro lugar deve-se lembrar, que o mate-
rial inicial dos dois baculovirus eram cristais, portanto, os
virus de uma maneira geral ja estavam maduros e imersos na ma
triz de poliedrinas ou de granulinas. Evidentemente, <conta-
minacoes diversas dos cristais poderiam ocorrer, contudo, es-

sas contaminacoes foram reduzidas pelas manipulacoes durante a
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Diptera Lepidoptera Hymenoptera
> > 5 >> > > >
z > > Laz2s: % -
2 3 2 2uo2 1 32 °
- - a 38888 < z

INFECCAO
CRUZADA

Figura 16 - Arvore filogenetica das especies de Baculovirus
(ROHRMANN, 1986).
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extracao do DNA, de tal sorte, que sua baixa concentragao nas
amostras nao viriam comprometer os resultados e conclusoes des
te trabalho.

Trabalhando com poliedros ou granulos os resul
tados com proteinas devem refletir a composicao dos capsidios
e das subunidades da matriz. De um modo geral, nao se espera
quantidades significativas de proteinas, DNAs, m-RNA, do hos-
pedeiro. Por outro lado, sabe-se que em geral os NPVs e GVs
apresentam variacoes temporais na expressao fenotipica de m-
RNA e proteinas, processos esses que na majoria dos casos de-
vem contribuir pouco para os resultados da presente tese, ao
menos ao nivel dos estudos realizados. Contudo, nao se pode
esquecer que os genes das poliedrinas e granulinas tem uma
atividade de expressao maior que os demais genes dos baculovi
rus (COCHRAN et alii, 1986) e por isso suas proteinas sao re-
1atfvaménte faceis de serem detectadas em eletroforese gel de
poliacrilamida, embora sua alta producao seja realizada pela
expressdo do gen em periodo anterior a formacao dos cristais.
Acredita-se que o gen da proteina p-10 esteja envolvido junta
mente com o gen da polijedrina no processo de formagao dos po-
liedros e que estao situados proximos de regioes homologas e
varjaveis do genoma {Figura 15).

Embora as diferencas encontradas entre DsGV e
AgNPV nao sejam muito grandes, elas apresentam uma razoéve]im
portancia entre os baculovirus quando se considera que 0s

mesmos pertencem a um grupo homogeneo. As pequenas diferencas
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encontradas entre os baculovirus estudados podem ser suficien
tes para discrmind-los em 2 subgrupos, quando observamos a sg&
rie homologa de Baculovirud proposta por COCHRAN et alii

(1986).
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6. CONCLUSOES

1. Concluiu-se que o método 5 foi o mais ade-
quado para o3 objetivos do trabalho, sendo portanto o menos
drastico em termos de quebra dos acidos nucleicos e o mais

eficiente em termos de quantidade de material extraido.

2. 0s acidos nucleicos utilizados na <clivagem
com enzimas de restricao apresentaram um valor de R260nm/280nm
ao redor de 1,8,constituindo-se em substrato adequado para a

acao das endonucleases de restricao.

3. Dos experimentos realizados atraves da ele
troforese em agarose dos acidos nucleicos do AgNPV e do DsGV ,
os tratamentos com Eco RI e Bsp RI permitiram discriminar di-

ferencas entre os acidos nucleicos dos citados baculovirus.

4, A tecnica de "Finger-print", embora pouco
trabalhada, revelou um certo potencial de discriminacao dos

acidos nucleicos, razao pela qual pesquisas mais aprofundadas
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sobre esta metodologia poderao torna-la util as pesquisas

com acidos nucleicos dos mais diversos virus.

5. Analises dos perfis e]etroforéticos em aga-
rose reve]aram que a partir de fragmentos com pesos molecu-
lares ao redor de 30x106 D (AgNPV) e 11x106 D (DsGV) foi pos-
sivel ter uma ideia da distribuigéo das sequéncjas alvos das

enzimas de restricao utilizadas nos experimentos.

6. A compafagﬁo dos perfis eletroforéticos das
proteinas dos nucleocapsideos, poliedrinas e granulinas dos
baculovirus AgNPV e DsGV, a despeito de algumas diferencgas,
sugere a existencia de prote?nas comuns traduzidas de mRNA

transcritas em regioes homologas dos DNAs.

7. Entre as prote?nas do AgNPV foram encontra-
das a poliedrina e a prote?na 39Ks>que sao produzidas em gran
de quantidade gracas a expressEo de 2 genes ativos. No per-
fil do DsGV foram encontradas a granu]ina e a prote?na 39K. A
protefna nao foi observada nos perfis eletroforéticos obtidos

nas condigoes dos experimentos realizados.

8. Comparacoes dos perfis eletroforeticos das

proteinas do AgNPV e DsGV evidenciaram menor parentesco ‘entre
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eles do que entre AgNPY e AcNPV, o que confirma certo grau de
divergencia assinalada na 'éf_'vorfe filogenetica de ROHRMANN

(1986).
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APENDICE 1

Solugoes tampao

a - Tampao TES - pronase ,
tris (tris-hidroximetil-amino-metano) pH 7,8 0,01M

EDTA (etileno-diamina tetracetato disodico . 0,01M
SDS (dodecil sulfato de s0dio) .....ovvunn. 0,5%

b - Tampao TBS - amostra de acidos nucleicos
tris-HC1 pH 7,4 .. i i i i i 0,05M
NaCl ... ittt ettt 0,15M

¢ - Tampao - endonucleases de restrigao

"Tow" "medium" "high"
NaC - 50mM ’ 100mM
tris-HC1 pH 7,5 10mM 10mM 50mM
MgC1, 10mM ~ 10mM 10mM
dithiothreitol TmM TmM TmM

d - Tampao TBE pH 8,0 (5x) - eletroforese de acidos nucleicos
Eris oo i e e 0,5M
acido borico .........i..... 0,5M
EDTA o i e 1 mM



APENDICE 2

Eletroforese de proteinas

a - Tampao da amostra

Bl TS vttt ittt ettt ee ittt 0,124 M
SDS i i e i e e e 4 %
2-mercaptoetanol ...... ...l i, 10 %
glicerol ...ttt i i et e e 20 %
azul de bromofenol ...........coviivuven.. 0,02

b - Tampao de corrida, pH 8,3 a 8,7 (10x)

Erds i e e e e 0,25M
glicina (acido amino acetico) ........... 1,92M
SDS et 1y

c - Gel de solugao-12%

acrilamida . ..ii ittt i i i e e 30 %
bisacrilamida ........iiiiiiiiineneeeennn 0,8 %
tampao tris-HCl, pH 8,8 ..evevuevernennn. 1M
SDS i i e et e et i i e e e 20 %

agua destilada
TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-etilenodiamida puro
persulfato de amonio .........ovuveenn.n. 1,5 %

d - Gel de empacotamento-3,5%

acrilamida ...ttt it i e 30 %
bisacrilamida ......iiiiiiiiniiiiininnnns 0,8 %
tampao tris-HC1, pH 6,8 ........... ST 1T M
SDS i e it et e e 10 %
agua destilada

TEMED puro

persulfato de amonio ........vuuvvinnnnnn 1,5 %





