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1. INTRODUCKO

A cana-de-—agucar & uma cultura economicamente importante
para o Brasil, jd que vem sendo utillzada como alternativa energética
nas Lransformagfes pelas quals o pafs vem passando em relaglo avcs com-—
bust fvels ]lfquidos. Essa cultura tem também Import3ncia econbmico-so-
cial, pois gera cerca de 1.700.000 empregos na produgfo de seus deri-
vados e na inddstria de manutencfo e reposi¢io (MACEDD & DBOTLELHOQ,

1988) .

No Drastl, atualmente, existem 4 milhdBes de hectares des-
ga cultura, produzinde 277.000.000 de toneladas de matéria prlma (sa-

fra 85/86) (MACEDO & BOTELHO, 1988).



Dentre as pragas mals Jmportantes desta cultura encontra-
se a Diatraea waccharallse (Fabricio, 1734), vulgarmente conhecida por
broca da cana-de-agucar. Dados recentes apontam que os prejufzos
anuails causados pela broca s%0 malores que cem miihfles de délares (MA-
CEDO & BOTELHO, 19882). Esse leplddptero, na fase larval, cava galerias
nos colmos causando problemas como falhas na germinaci®o, tombamento da
cana pelo vento, secamento dos ponteliros (MELD, 1985). Através do=
oriff{clos, abertos pela broca, penetram os fungos Colletotrichum fal-
catum (Went) e Fusarlium moniliforme (Shelidon) ocasionando a doenga co-
nhecida como podridio vermelha, que cauma a inversfo da sacarose, df-

minuindo a pureza do caldo e causando um menor rendimento (GALLD e

cols, 1978).

I controle qufmico desses insetos torna-se bastante diff-
cll pelo fato dog mesmos passarem a maior parte de seu desenvolvimento
larval no intertfor da planta. Dessa forma, apresentou-se como alterna-
tiva a ut!ilizacdn doz Inimlgos naturals da broca, empregando-se assim
o controle bloldgico, He Brasll, este Lipo de contreole é felito com a
litberag¢¥o do microhimendptero Apanteles flavipes (Cam,1891) e dos dfp-
teros nativos Netagonistilum minense (Towns, 1927) e Paratheresia

claripalpls (Uulp, 1096) (IAA-PLANALSUCAR, 1982; MELQ, 1986).

Entre os tipos de controle bicléglco da broca destaca-sge
© Virus de Granulose de Diatraea saccharalls (VGDg) (STEINHAUS &
MARSH, 1962: THOMAS & POINAR, 1973; PAVAN e colsm, 1983b). 0O Virus de
Granulose pertence ao Género Baculovirus e a taxonomla empregada para

designd-ios descreve o tipo de baculovirus e a espdcle em que foi pri-
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meliramente Isoladeo, [sses microorganisgmos, em geral, s3%o especificos,
mas podem infectar mals de um membro de uma mesma famflla. Assim temos
a designag¢3o VGDs para o Virus de Granulose de Diatraea saccharalis.
Egte patdgeno através de estudos de laboratdrio e campo vem sendo via-
bilizado no controle bloldgice dessa praga (PAVAN e cols, 1983a, b, <;

1984; ALMEIDA e cols, 1984; RIBEIRD, 1385),

0 Virus de Granulose contém DNA circular de fita dupla
dentro de um nucleccapsfdeo, este ¢ clrcundado por uma membrana ou en-
velope, toda esta estrutura estd inserida dentro de uma matriz protéi-
ca, gque no VG ¢ denominada cdpsula protéica (CONSIGLI e cels, 1983), 0O
estudo da composi¢¥o protdica do baculov(irus tem sldo usado para ob-
ter-se uma identificac®o mals precisa. Entretanto, outros testes £330
necessAarios na complementacBo desses estudos. Atualmente os métodos
mals usualmente empregados g¥o: eletroforese em gel de SRS e poliacri-
lamtda, focallzagdo 1soeldtrica, andllse de DHA viral, sequenciamento

de aminodcide e serologta.

0V uso do VGDg como agente no controle da broca e sua con-
sequente disseminag30 no meio ambiente necessita de técnicar detalha-

dazs para reconhecimento & controle,

Ho estudo da composicio protdica viral e nas tdocnicas
usadas em laboratdrlo para purificac¢do do virus, segulda da extracio e
obtencdc de tats protefnars, & Importante a padronizacg®o de metodolo-
glas que possam ser utillizadas para o reconhecimento, identiflcac3o o

também na comparag®o com outros patdgenos do meemo grupo. 0O uso de
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técnicas rotilnelras num programa de produ¢3o massal desses virus &
indigspensavel para garantir a seguranga e eflcié&ncia de um produto que
possa ser utllizado no controle da broca da cana-de-aguicar, sem pre-
Jufzo para outreos corganismos que {azem parte do ecossigtema. 0 Labora-
Lério de Virelogla de Insetos - [.B. - UNICAMP, encontra-se envolwvido
num projeto que desenvolve a produgdo massal do VGDg em escala  semi-
industrial. O estabeleclimento destas tdécnlcas sdo fundamentals para a

implantag¢®o de um programa de dilagnose do VGDg em larga escala.

Heste trabalho procuramos desenveolver metodologlia para
obter o Virus de Granulose de Distrses maccharall® livre de contami-
nantes; solubllilzar a cédpsula protélca (granulina) e caracteriza-la

eletroforeticamente.



2. REVISXO BIBLIOGRAFICA

U baculovirna efio virue pertencenteg b famflia DBaculovi-
ridae e caracterlzam-se por apresentarem o nucleocapsf(dec em forma de
bast¥o. Dentro desta famflia encontram-se tré&sz subgrupos, a saber: Vi-
rug de Polledrose Huciear (VPN)Y, Virus de Granulose (VG) e Virus de

Oryctes (CONSIGLI e cole, 1983; VILAK & ROHRMANN, 198%)

0 nucleocapefdeo é composto de vartas protefnas dentro do
qual estd o material genético dos baculovirus. Tanto nos Virus de Po-
liedrose Nuclear quanto nos Vfrus de Granulose, o nucleocapsideo é en-
volto por um envelope llpoprotéico, formando a unidade iInfecciosa, ou

geja, o virlion; que g3c Inclugos numa matriz protéica.
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fla  Virus de Poliedroce Huclear podem apremsentar de um a
39 nucleoccapsfdeos por envelope @ assim s3o denominados, respectiva-
mente, Virus de Polledrose Nuclear Simples (VPHNS) e Miltiplos (VPEM) .
Os Virus de Polledrose Nuclear podem ainda ter cerca de 100 virions
dentro de uma mesma matriz protdéica e esta pode ter a forma de cubo
ou poliedro e apresentar de 1-15 pn de di8metro. A matriz protetca €
chamada de polliedro e ¢ composta de uma protefna denominada poliedrina

(HARRAP & PAYNE, 1979 e CONGIGLI @ cols, 1983).

Os Virug de Granulose contem somente um nucleocapsideo
por envelope e apenas um virion por matriz protéica, sendo denominada
grinulo, apresentando forma oval ou elipsdide com cerca de 0,5 um de

diametro. A protefna gue compde a matriz protéica ¢ denominada granu-

lina (HARRAP & PAYNE, 13793 e CONGICLI e colm, 19833,

Os Virus de QOryctes nfo sio Inclusos em matrlz protélca
e, embora esta seja uma das caracteristicas dos baculovirus, o fato
degtes virus apresentarem o nucleocapsideo em forma de bastfo e o mes-
mo dcldo nuclélco dos dols outros subgrupos permitem Inclufl-lo na mes-
ma fam{lia podem também ser chamados de Virus H¥%o Incluso (VNI) (HAR-

RAP & PAYNE, 1979: CONSIGLI e cols, 1983 e ROHRMANN, 1986).

Desde que PAILLOT (1926) e BERGOLD (1947} descreveram pe-
la primeira vez um Virus de Granulose ¢ um Virus de Polledrose Nuclear
respectivamente, multo vem rendo estudado a respelto de suas caracte-
rfisticas e propriedades (SMITH, 1976; CONSIGL] e colsg, 1983). A carac-

ter{stica principal que fez dos baculovirus promilssores agentes no

3



controle hioldgico de pragas, fot cua variag3o limitada de hospedeiro
(CONSIGL! @ coleg, 1983). Os baculovirus t&m um numero limitado de hos-
pedelros e diferem de outros virus gue Infectam insetos como o Virus
de Poliedrose Citoplasmétlica (VPC) da famflia Reoviridae, incluindo
patdgenag  que atacam plantas e ver bebrados, oo Virus Entomopox (VEP)
da famflia Poxvirlidas pnssuem exemplares que também podem atacar ver-
tebradeos (VLAK & ROHRMANN, 1985). Os baculovirus restringem-se apa-

rentemente a hospedelros Invertebrados e limitam-se a classe Insecta e

duas egpécies de Crustacea. Até 1980 existliam cerca de 300 baculovi-
rus relatados, sendo gque o VPN fol descrito em Leptdoptera, Hymenop-
tera, Trichoptera, Diptera, em contraste, porém, a infecgdo pelo VG

parece limitar-se &4 Lepldoptera (GRANADOS, 1980; BILIMORIA, 1986 e
Tweelten o cols, 1981, Numa revis?fo mate recente, ROIRMANH (198&) re-
lata 537 baculov(irus assim distribufdos: 2 VPN em Crustacea - Decapo-
da, na classe Insecta nas ordens: Trichoptera-1 VPN, Hymenoptera-26
VPN, Diptera-22 VPH, Lepidoptera-15% VPH, 113 VG e 2 VHI e em Coleop-

tera 16 VNIl. Assim, 406 s%¥o VPN, 113 VG e 19 VNI.

0 4cido nucléico dos haculovirus ¢ um DNA circular de fi-

ta dupla, variando seu peso molecular de 60 2a 110x10°

d. Estes pesos
moleculares foram determinados por uma grande variedade de técnicas
bloffgicas e bioquimlcas como a microscopla eletrdnlca, a cindtica de
reagsgociac¥o, a rsedlmentac¥%o em gradlente de sacarose e a digest3o com

enzima de restri¢doco (HARRAP & PAYNE, 1979; TUEETEN e cols, 1981; VLAK

& ROHRMANN, 198% e KELLY,19405).
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A medida que of estudos  sobre os baculovirus foram pro-
gredindo, o interesse nesse patdgeno fol aumentande. Em alguns paflses
os baculeovirus estZo sendo aplicadrns em testes de campo ou em aplica-
¢8eg em larga escala (TWEETEN e cols, 1981). Na URSS, em pragas de
cultura de algod3o, couve-flor e brdécolls; no Jap3o, em pragas que
atacam o arroz e Arvoreas frutiferas e nog EUA, em soja, arvores frutf-
feras e florestas (TWEETEN e cols, 1981). Na Tall8ndlia egtd sendo
aplicado o VPH de Spodoptera exigua, na China o VPN de Hellothls armi-
gera e o VG de Plerls rapae, na Coldmbia o VPN de Trichopilusia nl (HU-
BER, 1986). No Brasi! est¥o sendo realizados testes de campo e aplica-
cBes com o VGDs em cana-de-agiudcar (PAVAN e colg, 1983b, c; ALMEIDA e
colsg, 1984) e com o VPHAg em soja (MODSECARDI, 1983).

QO conhecimento da forma de replicag¥3o dos virus , tipo de
dcido nucléico, tecldos em que oe replicam, formas de infecglo e com-
peeic3o protéica s%o alguns aspectos do que j& se abordou nos estudoes
sobre os baculovfrus (BERGOLD, 1963; SMITH; 1976; CROIZER & CROIZER,
1977 ; SUMMERS & SMITH, 1978; TUEETEN e cols, 1981; KELLY, 1982; CONS1-

GL! e cols, 1983; PADHY, 138%; VLAK & ROURMANN, 1985).

0 procedimento de purificagdo é geralmente Iniciado a
partir da macera¢io das lagartas, seguida de védrios clclos de centri!-
fugag@es dliferencials o/cu colch?n e gradiente de sacarope (SUMHERES &
EGAWA, 1972; McCARTHY & L1U, 1976: SUMMERS & SMITH, 1975; 1978; TUWEE-
TEN ¢ cols, 1977 e MASKOS & MILTENBURGER, 1981). Ro caso de alguns VPN
¢ possivel purificéd-los a partir de cultura de cé&lulas (McCARTHY & Di-

CAPUA, 1975; CARSTENS, 1979: UAOD, 1380 .

| a4
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TWEETEN e cols (1977) na purlificag3o do Virus de Granulo-
se de Plodia interpunctella (VGPi) a partir de lagartas utilizaram a
macerac#o, a centrifuga¢8o diferencial, o colch3c e gradiente de saca-
rose empregando alnda o deoxlcolato de sddlio para lsolar o virus do
teclido do hospedeiro. Estes pesquisadores encontraram no gradiente uma
banda correspondente ao virus e sua densidade fol de 1,271 g/cm: atra-
vés deste protocolo de purificag3o foram recuperadas 37 % da atividade

bioldgica original e a Integridade figlca do virus fol mantida.

McCARTHY & LIU (1976) na puriflicag3o do Virus de Polie-
drose HNuclear de Porthetria dispar (VPNPd) empregaram centrifugagio
em baixa velocidade (2000 g), colch3o de sacarose e alnda incubac¢io
das amostras de virus em uréla, SDS e NaCl seguida de centrifugag%o em
alta veloclidade (10000 g) e gradiente de sacarose. Este procedimento
com pequenas modificagles nos passos lniclals da purificagdo fol em-
pregado por MASKOS & MILTENBURGER (1981) na purlficagdo do Virus de
Polidrogse HNuclear de Mamestra brassicae (VPNMb), Autographa callforni-

ca (VPHAc) e Lymantria dispar (VPNL4).

LONGWORTH e colms (1972) empregaram centrifugacg3o em alta
velocidade (10000 g - 20 min) e viarlos ciclos de centrifugac¥o em gra-
diente de glicerol e sacarose na purlficag3o do Virus de Granulose de
Pieris brassicae (VGPb). O mesmo procedimento foi utilizado na purifi-
cagdo do Virus de Granulose de Spodoptera lltorallis (VGS1) ,Melanchra
porsicarlia (VGHMp?, Pleris brassicae (VGPb) e Virus de Polledrose Hu-

clear de Hamestra bragssicae (VPNMb) e encontraram em gradiente de sa-



carose uma handa na qual se encontirava o virus ao redor de uma concen-

trag¥o de 56 % no gradiente (HARRAP & LONGWORTH, 1974).

SUMMERS & SMITH (1975, 1976, 1978) na purificagfio do VI-
rus de Poliedrose NHuclear de Anticarsia gemmatalis (VPNAg), Trichoplu-
sla ni (VPNTn), Helliothis zea (VPHNHz), Autographa californica (VPNAc)
e Virus de Granulozse de T. nl (VGTn) homogeneizaram as lagartas em
uréla, dcido ascdrblco, e 1 % de 5DS, seguldo de centrifugacgio em gra-

diente de gacarose,

PAVAN e cols (1981) maceraram as lagartas infectadas de
A. gemmatalis com SDS e fentiltiourdia e utilizaram varios ciclos de

centrifugagfio diferencial na purificagfo do VPHAg.

Apdz o Isolamento do poliedro (VPN) e ciédpsula protéica
(VG) visando ao fracionamento do virus para o estudo de seus viérios
componentes protélcos. A proteina da cdpsula ou do polisedro dos bacu-
loviruse é um dos componentes melhor estudado, sendo ela obtida, a par-
tir da dissoclac3o da matriz protéica, através do usgso de solugBes de
carbonato de sddlo (SUMMERS & PAOCHKE, 1970; KHOSAKA e cols, 1971%;
EGAWA & SUMMERS, 1972; HARRAP, 1972; KOZLOV e cols, 1974; McCARTHY &
LIU, 1976; CROIZER & CROIZER, 1977; TWEETEN e cols, 1378; SUMMERS &

SMITH, 1978; MASKQOS & MILTENBURGER, 19813 .

Az condiqBes Stimas para tals dissolucBes dependenm de vi-
rios fatores como tempo e temperastura de tncubag¥o na solugBo alcali-

na, molaridade dos reagentes e pll, sendo estas diferentes para cada

~1
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virug (TUEETEN e colsg, 1901; CONSICL]I e colg, 1983). Relata-ge ainda a
infludncia, nessa dissolugfio, de uma enzima denominada protease alca-
lina que degrada a protefna da matriz em pequenos peptideos (EPPSTEIN
e coles, 1975, EPPSTEIN & THOMA, 197%; KOZLOV e cols, 1975a, b; HMc-
CARTHY & LIU, 1976; McINTOSH & PADHY, 1976; EPPSTEIN & THOMA, 1977,
SUMMERS & SHITH, 1978; PAYNE & KALMAKOFF, 1978 e TUEETEN e cols, 1378)
Na replicag3o In vitro do baculovirus esga enzima n%o é relatada (ZUM-
MER, 1979). Feoram descritas vartias formas de inativac®o dessa enzima
com o uso de Inibidores de protease, tals como: HgCl2, dilsopropll
fosfofluoreto e tratamento de caler (EPPSTEIN e cola, 1975; SUMMERS &
SMITH, 1975;:; TUEETEN e cols, 1978; LANGRIDGE & BALTER, 1981; CONSIGLI

e colsg, 1983).

Foram relatadas formas alternativas de solubllizag3o para
a matriz protélca de varios baculovirus para evitar a degradaglo da
proteina da capsula, cu polledro, pela protease alcallina. Algumas das
subst8ncias usadas foram: guanidina, urdia e n-propanol, entretanto os
tratamentog podem produzir danos nos virus (EGAWA & SUMMEQS, 1972; KA-

UANISH! e cols, 1972).

YAMAMOTO & TAHADA (1978 a, b) empregaram na solubilizac3o
do Virus de Granulose de Pseudaletia unipuncta (VGP1) 0,02 N de NaOl,

pH 12, sem que houvesse dano ao envelope wviral.

KO71.0V & cols (1974, 1975a, b) empregaram a solubiliza-
¢3o alcalina da protefna do Virus de Poliedrose NHuclear de Galleria

mellonella (VPNGm) @ Bombyx mort (VPNBm) com carbonato de sédio (PP-1)
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e 4dcido acético (PP-2) e encontrarnam diferengas nas duams preparacBes
quanto ao numero de bandas enconitradas, quando corridas em eletrofore-
se de pollacrilamida & 5D5, na preparag@o 1 (PP-1). Nesta encontraram
3 bandas com 26600, 22600 e 11600 d & na preparag¥c 2 (PP-2), uma ban-
da de 30200 d. O resultado ebtido na preparag¥o 1 & devido &4 degrada-

¢%o da protefna da matriz em peptideos menores pela protease alcalina.

SUMHERS & SMITH (1975), na dissolu¢3o da capsula protélca
de Virus de Granulose de T. nt (VGTn), utllizaram trés tipos de solu-
bilizag¥%o: 1) em pl dcido, empregando dcido férmico e Acido acético,
2) em pH neutro utilizando urédéia e 3) em pH alcalino com diferentes
molaridades de carbonato de sddio. Quando empregaram o tratamento | e
2 encontraram uma uUnica banda com pego molecular de 28000 d: usgando
solug3o alcalina encontraram uma banda entre 7000 e 12000 4; somente
quando estas amostras foram previamente tratadas a 702C por 20 min &

que foi possivel observar apenas uma banda de 28000 d.

0 Virus de Granulose de Dlatraea saccharalis (VGDs) fol
primeiramente relatado nos EUA por STEINHAUS & MARSU (1962) e na Ame
rica do Sul enm lagartas coletadas no Uruguail por THOMAS & FPOINAR

(189731 .

PAVAH @ col® (1883b, ) degcreveram o VGDg e sua etiolo-
gla, relaclonando também a dose Inoculada com o estigio de desenvolvi-
mento das lagartas. Fol calculada, além disso, DL-50 e TL-50 para as
diferentes doses e os 22, 32, 42 e 52 estigios de desenvolvimento lar-

val. Estes pesqulisadores obsgervaram que quanto mals avangado o estigto



de desgenvolvimento do hospedetiro, a doge e o tempo letal s%0 malores
para uma mesma dose apllcada. A DL-50 para lagartas de 32 estdgio fol
de 42,36 capsulas/lagarta, e o TL-50 para lagertas do mesmo estiglo

fol de 47,56 dlilas.

RIDEIRO (1985), testou em lagartas de D. saccharalls a
lnoculacg¥3o do VGDs, VPHTn, VPHAQ e a Ilnocula¢3o mista do VGDs + VPNTn
e de VGDs + VPNAgQ. Observou, a partir daf, que o Inéculo simples de
tada virus foi mais efetivo que og Indculos mistos, quanto ao tempo
letal. O TL-50 destes, quando comparado ao de cada virus separadamen-
te, fo! malor. Ainda fo! realizada nesse trabalho a passagem eeriada
do VPNTn e do VPNAg em lagartas de D. saccharalle, Fol observado que
houve uma adaptag¢¥o do virus ao hospedelro alternativo, sendo que a
DL-50 foil diminuindo com o decorrer das passagens. 0 VPHAg tornou-se
cerca de 100 vezes malg virulento, enquanto que o VPNTn aumentou sua

virulencia em B00 vezes.

Ainda em relac¢3o ao emprego do VCDs em testes de labora-
tério, foram reallizados trabalhos sobre Inativac¥®o com ultra-violeta
(CAVALLAROQ, A.C.,dados n%Io publicados), inativac¥o térmica (RIBEIRO &
PAVAN, 1985), aspectos estruturaigs (ZANOTTGO e cols, 1986) e anslise

comparativa de dols Isolados geogriaficos (CAVALLARD e cols, 1984).

Em relag3o acs testes de campo, t&8m sido reallzados tra-
balhos para o conhecimento da mortalldade em campo. ALMEIDA e <cols
(1984) em testes de campo com aplica¢3o terrestre do VGDs Inocularam

4
ag seguintes doses: 103 , 10 , 105 e 106 cépsulas de virus (/72,7



21

wl, sendo que foram aplicados 50 | de solu¢lo de vfirus por hectare. Ho
caso de 104 c/2,7 ml a mortalldade encontrada fol de 6,9 % e 105 /2,7
nl foi de 15,1 %. Ha aplicag3do adérea a concentragiio de virus aplicado
fol de 10" ¢/2,7 nl, tendo sido coletadas lagartas em campo 30, 60,
90, 120 e 150 dias apds cada aplicacfo. Apds 30 dias da aplicag3Bo en-
controu-se cerca de 26,7 % das lagartas coletadas contaminadas pelo
virus. Esse trabalho mostra que mesmo nas coletas mals tardlias, ou se-
Ja, 150 diag apds a aplicag3o, encontrou-se 15,45 % de lagartas con-

taminadas pelo virus, mostrando a sua grande perstsgténcia, mesmo em

condlgBes que poderiam ser conslderadas desfavorivels.



3. MATERIAIS E MeETODOS

3.1 Lagartas de D. saccharalis

Lagartas de D, saccharalis (32 e 4° estagios) utiliizadas
para inoculag3o indlvidual e maseal foram gentilmente cedidas pela Se-

¢3o de Entomologla do TAA/PLANALSUCAR, Araras-SP.
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3.2 Virus

Os virug utilizados nos experimentos foram obtidos da co-
leg30 do Laboratdrio de Virologla de Insetos do Departamento de Gené-

tica e Evolug¥do - 1B - UNICAMP.

Os Virus de Poliedrose Nuclear de Anticarsls gemmatalis
(VPNAQ), Virus de Poliedrose NHuclear de Trichoplusia ni (VPNTn) e VIi-
rus de Poliedrose Nuclear de Helliothls zea (VPHH=z) foram primelramente
obtidos dos hospedeiros originals e posteriormente Inoculados em D,

saccharallse.

0 Virus de Poliedrose Nuclear de Autographa califernica
(VPNAc?Y foi obtide de cultura de tecido de ingeto, gentiimente cedido

por M.D. Summers, e posterlormente Inoculado em D. gaccharalis e purl-

ficado.

U Virus de Granulose de D. saccharalis, empregado nas
inocul agBes reallizadas, fol obtido de experimentos antertiores do labo-
ratério. Todos os virus acima relacionados foram utilizadose em eletro-

foreses em gel de pollacrilamlida « SDS.
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3.3 Formas de Inoculacl¥o do virus

3.3.1 Inoculaclo individual

Com auxflio de um furador de rolha foram cortados peque-
nog dlscos (3,0 mm de difmetrn) de dieta artificial de HENSLEY & HAM-
MOND (1968), posteriormente modificada por DEGASPARI e <cols (19813,
que estavam contlidas en tubos de vidro. 0Os discos foram distrlbufdos
numa placa de acrfiico com 24 cavidades (1 disco/cavidade). Em segul-
da, inoculou-se, com aux(lio de um micreoaplicador, uma gota (2,7 wul)

4
, 105 e 10 c/2,7 pl e em

de VGDg por disco, nas concentragBes de 106
cada cavidade da placa colocou-se uma lagarta. As placas foram fecha-
das e colocadas em cfmara uUmida por 24 h com fotoperfodo de 16 h e
temperatura de 262% 12 C. Apds esrse perfodo as lagartas que se allmen-
taram de toda dieta contaminada foram transferidas em c8mara asséptlca
para tubos, contendo dieta lgsenta de virus, colocando-se uma lagarta

por tubo. Esses tubos foram ent@o, colocados em suportes e novamente

trangfertdos para clmara a 262 12 (0,

Em dias alternados foi feita a observagfo dos tubos para
a verificag¥o da mortalidade. As lagartas mortas por virus foram

guardadas em congelador (- 20¢ C) para posterior purificacgio.
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3.3.2 Inocutlac¥o massal

ara a multiplica¢So do VGDes fotl utilizada a {noculaglo
er massa das lagartas. Uma dleta com composi¢Zo lgual aguela utilizada
para inoculag¢¥a individual e nos tubos fol cortada em cubos e coloca-
das em calxas plasticas (12»x23x7 cm), sendo, em seguida lnoculada com
virug na concentracio de 105 c/2,7 wl, com um pulverizador manual de
plantas. Em cada caixa foram colocadas cerca de 100 lagartas no 42 es-
tdgio de desenvolvimento. As caixas foram ent3o lacradas com fita cre-
pe e dispostas em c3mara com temperatura de 26 % 12 C e fotoperfodo
de 16 h. Apds doze dias as lagartas que apresentavam sinals de infec-
¢%0 foram retiradas e guardadas em copos plastlicos; cada copo foi
preenchido em médlia com 500 lagartas e com cerca de 50 g de peso; nes-
ges copos foram anotados data da incoculag¥o, data da retirada das la-
gartas, concentrag¥o do virus inoculado e peso. Estes copos foram

guardados em congelador (- 202 () para posterlor purificac¢3o do virus.

3.4 Purificac¥o do cristal dos virus

Foram testadas algumas metodologlas para purificag¢3o do
VGDe, desde a centrifuga¢¥o diferencial até a purificac¢lo através de
colch3co e gradients de sacarose. Nessas purifica¢Bes também foram em-
pregados doias tipos de detergentes: deoxlcolato de sdédlo e triton

X-100,



Para a purtificacio do VPHAgQ foram uttilizadas apenas cen-

trifugagdes diferenciats.

3.4.1 Purificac¥o com Deoxicolato de Sédio (Esquema 1)

As 20 lagartas de D. saccharalis infectadas, adicionou-se
dgua destlilada (1 ml/lagarta) e 0,05 X de feniltiouréia; segutu-se a
maceragdo das mesmas em homogenelzador manual de tecidosg. Esse macera-—
do fot homogeneizado em Omnt-Mixer Sorvall por um periodo de 3 min,
sendo ent3o submetido & centrifugagfo a 1000 g por 30 min. O precipi-
tado (P-1) foi descartado e o saobrenadante (S-1) coletado e centrtifu-
gado a 16000 g por 20 min. O sobrenadante (5-2) foi descartado e o
precliplitado (P-2) ressuspendido em Agua destllada e flltrado em duas
camadas de papel de filtro. Adlctionou-se ao flltrado, 0,1 ¥ de deoxi-
colato de sddio e deixou-se incubar 2 temperatura ambiente (252 C) por
15 min. A seguir, as amostras foran centrifugadas em colch3o de saca-
roge 50 % (p/p) a 55000 g por 90 min. Descartou-se o sobrenadante
(5-3) e ressuspendeu-se o precipltado (P-3) em 2 ml de Adgua destlla-
da, centrifugou-se, em seguida, o precipitado (P-3) em gradiente de
gacarose 45-60 X (p/p) a 50000 g por £0 min. Procedeu-se a coleta das
bandag obtidas, e estas foram dilufdas em agua destilada, sequindo-se
o procedimento de retirada de sacarose, centrifugando se a 16000 g por
30 min. O sobrenadante (5-4) foi descartado e o precipttado (P-4) res-
suspendldo em agua destilada e centrifugado a 16000 g por 30 min. O

gobrenadante (S$-5) fol descartado e o precipitado (P-5) fol ressuspen-



ESQUEMA 1. Procesro de puriflcaghco do VGDs a partir de lagartas
t adags utillzando-pe deoxlcolato de sddio.
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dido em dgua destilada e centrifuqgado a 16000 g por 30 min. O sobrena-
dante (5-6) fol descartado e o precipitado (P-6) de cada amostra fol
utillzado para andlise em microscopia de contraste de fase, mlcrosco-

pla eletrbnica e eletroforesne.

3.4.2 Purificag¥o com Triton X-100 (Esquema 2)

Cinquenta gramag (aproximadamente 500 lagartas) de 1lagar-
tas de D. saccharalls infectadaz com VGCDg foram maceradoz em homoge -
nelzador manual de tecidos, adlcionando-se 1 ml de 0,1 M Tris—-HCI1 pH
7,8 por lagarta. Esse macerado fol homogeneizado em Omni-Mixer Sorvall
por 3 min e adlclonou se a este, triton X-100, numa concentracg3o final
de 0,1 X deixando-se incubar durante 30 min 3 temperatura amblente. 3
gegulr, adiclionon-se 8 ml de dgua destllada e centrifugou-se a 1000 g
por 30 min. O precipttado (P-1) fot descartado e o sobrenadante (5-1)
centrifugado a 16000 g durante 30 min. Descartou-se o sobrenadante
(5-2) e ressuspendeu-se o precipltado (P-2) em &gua destilada, seguin-~
do <~entrifugacio em colch¥o de sacarose 50 % a 55000 g por 90 nin.
Amostras desse sobrenadante (5-3) foram coletadas para observac3o em
microscéplo eletrdnlco. O precipttado (P-3) fol ressuspendido em dgua
destilada e centrifugado em gradiente de sacarose 45-60 % a 50000 g
per 60 min. A seguir, foram coletadas as bandas gque foram, entZ%o, di-
lufdas em dagua destllada seguindo-se viartos ciclos de centrifugac¥o em
alta velocidade (16000 g - 30 min) para retirada de sacarose. O sohre-
nadante (5-4) fol descartado e o precipitado (P-4) ressuspendido en

dgua destllada e novamente centrifugado. O preclipitado (P-5) fol res-



ESQUEMA 2. Processo de purificagiio do VGDa a partir de lagartas

t.adag utilizando-se Triton X-100.
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gugpendido em 3dgua destilada ¢ centrifugado a 16000 g - 30 min e o
sobrenadante (5-5) descartado. 0 precipltado (P-6) de cada uma das
amostras foi analisado em microscdplo eletrénico e usado para testes

bioldglcos, enquanto que os sobrenadantes (5-6) foram descartados.

3.4.2 Purificac¥o por centrifugac¥o diferencial

A cada 50 g de lagartas de Diatraea saccharalis infecta-
das com VGDs adicinou-se 500 ml de soluc8o de 5DS 0,1 %, fentltiou-
réia e homogenelzou-ge em liquidificador (Esquema 3). A seguir, essc
homogeneizado fol sonicado & flltrado em duas camadas de gaze. Esse
flltrado fol ent¥o submetldo & centrifugag¢do diferencial, em centrifu-
ga refrigerada (Beckman J2-21), sendo o primelro ciclo de 500 g por 5
min. O preciplitado (P-1}) fol descartado e o sobrenadante (5-1) centri-
fugado a 8000 g por 30 min. Ressuspendeu-se o precipitado (P-2) emn
dgua destllada e estocou-se em congelador a - 202 € para posterior

ut.iltzagio.

Um procedimento semelhante (Esquema 4) foi empregado para
purificacg¥o de VPHAgQ: vinte lagartas de D. saccharalis, mortas pelos
virus (VPNAQ), foram maceradas em homogenelzador manual de tecidos com
adic¢¥o de dgua destilada (1 ml/lagarta) e 0,05 X de fenlltiouréia. Es-
ge macerado fol posterlormente tratado em Omni-Mixer Sorwvall na wvelo-
cidade & durante 3 min. A segulr, esse homogenelzado fol centrifugado
a 500 g por 15 min. O prectiplttado (P-1) fol descartado e o sobrenadan-

te (S-1) centrifugado a 12000 g por 30 wmin. O precipitado (P-2) fol
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ESQUEMA 3. Processo de purifica¢®o do VGDe a partir de lagartas infec-
tadas atravsds de producde massal. A purificag3o do virus
nesse caso fol felta utllizando -se apenas coentrifugacio di-
ferencial.
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resguspendido e assim como o sobrenadante (5-2) flltrado em filtro de
papel. Os dols filtrados foram observados em microscdplo de contraste
de fase e quantificados em hemocttdmetro. Devido a alta quantldade de
virus observada no sobrenadante (5-2) uniu-se este ao preciptitado
(P-2) e centrifugou-se a 12000 g por 30 min. 0 sobrenadante (5-3) e o
precipitado (P-3) obtidos foram ohbservados novamente em microscéplo de
contraste de fase para confirmag¥o da presenga do virus. Apds a obser~
vag¥o segulu-se o tratamento do precipitado (P-3) com scido Tricloroa-

cet.ico.

3.5 ° Limpeza do cristal viral {(Esquema 5)

Ilssee procedimento tem por finalidade retirar pequenos

contaminantes que possam estar aderidos & matrlz protéica dos v(irus.

O VGDs obtido através da tnoculaco em masga das lagartas
e puriflcado através da centrifugagfo diferencial foi centrifugado a
8000 g durante 30 min e o precipitado (P-1) fol ressuspendido em uréia
4 ou 6 M e deixado incubar 2 temperatura amblente (% 252 C) por 30
min, sendo ent3o centrifugado a 8000 g por 30 min. 0 preciplitado (P-2)
fol ressguspendido em €DS 1 % e incubado & temperatura amblente por 20
min, seguldo de centrifugagio a 8000 g por 30 min. O sobrenadante
(-2 fol descartado. 0O precipitado (P-3) fol ressuspendide em NaCl
0,5 ou 1,0 M e incubado & temperatura amblente por 30 min e ent3o,

centrifugado a B000 g por 30 min. ) sobrenadante (5-3) fol descartado.
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ESQUEMA 5. Limpeza do cristal viral empregando-se uré¢ia, SDG, HaCl @
Agua destilada antes da utilizacdo dessars amostras de wvi-
rus para solubilizag3o da cépsula protéica em solucgdo alca-
lina.
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Apds esce tratamento as amostras foram ressuspendidas em
agua destilada e preclpltadas por 3 cliclos de centrifugac3o a 80C0 g
por 30 min. Foram, ent3o, ressuspendidas em dgua destilada até a ob-
teng¥o do precipltado (P-7). Estes foram ressuspendidos num volume mf{-
nimo de Agua destilada e foram estocados em congelador (- 202 C) para
uso posterior ou Imediatamente submetido ao tratamento de solubiliza-

¢%o alcalina com carbonate de sédio (HcCARTHY & LI1U, 1976).

3.6 Solubllizac¥o do cristal viral

3.6.1 Solublllzac¥%o com solu¢¥o alcalina e ERTA (Esquema ()

5
Amostras de VODe com concentraclo por volta de 10 c/2,7

M e obtidas atravdés da inoculacio em magsa das lagartas, puriflicadas
per centrifugagio diferenctal e passadas pelo tratamento de limpeza do
cristal foram tratadas de duas maneiras: a? tratamento térmico a 70z (O
por 20 min; b) sem btratamento térmlco. A sequir, adlicionou-ge a  est .o
amostras o mesmo volume de solucXo alcalina de Na2003
0,17 M e FELDTA 0,01 M, pil 10,9 e foram testadas nas sequintes tempera-

0,1 M: HaCl

turas e tempos de incubag¢3o: 252 C por 10, 20 e 60 min e 4°2C durante
30 e 150 min. Procedeu-se entdo, a centrifugag¥do de cada uma das amos-
tras a 8000 g durante 30 min. O preciplitados (P-1) foram descarta-

dos e dos sobrenadantes (5-1) foram coletadas amostras para dosagem de



ESQUENA 6. Processo de digssoluglo da capsula protéica de VGDs
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protefna (LOWRY, 195%13). A sequlr, adicionou-gce a 100 ul do sobrenadan-

te (5-1) o mesmo volume do tamp3o da amostra de eletroforese.

3.6.2 Solubilizac¥o com Kcido Tricloroscetico (TCA) (Esquema 7)

Adictonou-se a 200 ul de VGDa purlficado com o uso de
deoxlcolato de sddio o mesmo volume de TCA 20 %, numa concentracdo fi-
nal de 10 X. Deixou-se Incubar a 42 ¢ por 30 min, centrifugando-se, a
segulir, a 15000 g por 2 min, em microcentrifuga Micronal SPIN [. O so-
brenadante (S5-1) fol descartado o o preclipitado (P-1) fol ressuspendi-
do em 100 ul de &Ster:etanol (1:1) e centrifugou~se a 15000 g por 2
min, 0 sobrenadante (5-2) fol desgcartado e o precipitado (P-2) ressus-
pendido em 100 ul de éter:etanol e centrifugado 15000 ¢ por 2 min, o
sobrenadante (5-3) fol descartado. O precipitado (P-3) fol ressuspen-
dido em éter:etanol e novamente centrifugado a 15000 g por 2 min. O
sobrenadante (5-4) fot descartadoe e o precipitado (P-4) ressuspendido

no tamp3o da amostra de eletroforese.

A solubllizag%o da matriz protéica em 4dcido fo! multo
pouco empregada, e como o TCA estava sendo utilizado pela primeira vez
com essa finalldade, necessitou-se da confirmag%o da wviabllidade da
mesma, sendo ent¥o uttlizados, nesse tratamento, virus cujos PMs da
protefna de suas respectivas matrizes eram conhecidos e encontravam-se
dentro da colec¢¥o de virus do Laboratdrio de Virologla. S%o eles: V(-
ruz de Polledrose Nuclear de A. gemmatalls (VPNAgQ), Virus de Poltedro-
se Nuclear de T. nl (VPNTn?, Virus de Poliedrose Nuclear de H. ZHa

(VPHHZ) e Virus de Poliedrose Nuclear de A. californica (VPNAc?.
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ESQUEHA 7. FProcemsco de dissolug3o da matriz protéica utilizando-=se
acido tricloroacético (TCA)Y. Rezse tipo de disgsoluclo em-
pregou-se o VPHAe, VPHAg, VPHH=, VPHTn e VGDs.
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Oz estoques de virus utlilizados apresentavem as seguintes

6

concentracdes: 105 c/2,7 ml para VPNAg © VPHTn, 1,62 x 10 c/2,7 wul

para VPNHz ¢ 2,2 = 107 c/2,7 ml para VPNAc, sendo que a quantidade to-

7

tal de virus nos 300 ul de cada amostra tratada com TCA fol: 1,2 x 10

r
| 8 5 o
cristals para VPNAg e VPHTn, 1,8 x 10 cristais para VPNHz e 2,5 % 1

cristals para VPNAc.

3.6.3 Sotubjlizac¥o com solug®o alcalina de carbonato de sddio

(Esquema 8)

As  omostras de VGDe usadas nesszse tipo de =olubtlizagio
foram obtidas através da inoculagdo em massa das lagartas e puriflica-
das por centrifugacio diferencial. Fssas amostras foram  tratadas  da
seguinte maneira: a) 70° C por 20 min; b) 982 C por 5 min; c¢) sem tra-
tamento térmico . A seguir, adlclonou-se a estas amostras o mesmo  vo-
lume de sgolu¢io alecalina de 0,05 Na2003 , 0,05 M NaCl pH 10,6, Nos
tratamentos a e ¢ varlou-se a temperatura de Incubac¢3o com a solugio

menclionada acima,

Apds os diferentes tratamentos as amostras foram centri-
fugadas a 4000 g por 5 min. O precipttade (P-1) fol descartado e ao
sobrenadante (5-1) foil adlcionado o mesmo volume de TCA 20 % numa con-
centracdo final do 10 %, e fol incubado a 42 C por 30 min. 0 sobrena-
dante (5-2) foi descartado e o preciplitado (P-2) foi ressugspendido em

é¢ter:etanol e centrifugado a 4000 g por 5 min. 0 sobrenandante (S5-3)
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EEQUEHA B. Processo de dicsolug¥o da cdpsuia protéica de VGDs utt11-
zando-re solugio alcallna pH 10,6 com diferentes temperatu-

ras.
VoDs purificado
-] C b
incubacio sem tratamento incubacio
J0¢e C - 20 min térmico 982 C - 5 min
0,05 K Nazceb
0,05 M NaC]
pH 10,6
25e C 4e C 25e C e (3 42
20 min 30 min A0 min 3D min 30 min

L l I | |

4000 g- 5 min

TCA - 10 %
30 min - 4= C
4000 g - 5 min

%9}
r
i)
Lo

cter:etanol
4000 g - 5 min

| -———

5-3 P-3
dter:etanol
4000 g ~ 5 min
l L
5-4 P-4
cter:otanol
. 4000 g - 5 min
| 1
5-5 P-5
tampZ%o da amostra
de eletroforesc
Y

eletroforeso
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fol descartado e o precipitado (P-3) ressuspendido em éter:etanol e
centrifugado a 4000 g por 5 min. Repetiu-se esse procedimento até a
obtengBo do precipitado (P-5) que (o] resguspendido no tamnpio da amos-—

tra de eletroforese (Esquema B).

3.7 Eletroforese de protefna viral em gel de poliacriiamida e SDS

As etletroforeses foram realizadss em aparato vertlical,

com a placa de gel medindo 16,5 % 14,0 » 0,15 cm.

A metcdologla empregada no preparc dos géls, tampBes e
amostras fol descrita por LAEMMLI (1970); nezte trabalho utilizou-se

tambeém uma modificac¥o na qual adictonou-se uréla ao gel.

Hos anexos de 1 a 8 encontram-se respectivamente composl!-
s3o das solucles estoques, compoesicio dosg tamples, composligio das  so-

lugUes corante o descorante e composli¢io don géls.

0 tempo de duragdo das corridas eletroforéticas fol ao
rador de 4 h, utiltizando ge corrente eldbtrica de 15 mA e 90 V até o
limite do gel de empacotamento € 30 mA e 120 V até o final do gel de
resolucio. A concentra¢¥o de acrilamida no gel de empacotamento varlou
de 3 a2 5 %. 0 gel de rescluglo & mufto mals concentrado (6,5 a 12 % de

acrilamida) que o priimeiro e & nele que a amostra val se separar, wos-
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trando as bandas protéicas que a compllem, segundo seus pesos molecula-

res.

Apds a corrida o gel € retirado da placa e corado por no
minimo 4 h na solug3o corante. Em sequlda, ¢ colocado na solugfo des-
corante, gendo que esta solugio & trocada virias vezes; depois de des-
corado mede-se a distincla das bandas dos padr8es e calcula-se o rf,
para em seguida, medir se as bandas das amostras. A partir dos padrdes

g possfvel conclulr o 'M daa protefnas das amostras testadas.

#p B



4. RESULTADOS E DISCUSSXO

4.1 Inoculac3o Individual e massal

Ae lagartas inoculadas através da inocula¢¥o massal apre-
gentaram poucos sintomas de Infec¢®o e multas destas, retiradas das

cajxas, mostraram-se escurase e deafazendo-se, provavelmente contamina-

das por bhactérias.

A contaminag3o pode ocorrer na abertura das calxags para o
exame, pols a dleta € um melo rico para o desenvelvimento de microor-
ganiesmog come fungos e bactértas, contaminando assim as lagartas que

dela se alimentarem.
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Ha finoculag¥o individual as lagartas apresentaram os sin-

tomas anteriormente descrltos para outras espécies como: mudanga de
coloragfio, letargia, parada de allmentag3o, estando muito infectadas
pelo VGD=s.

Comparandce-se o8 dols processors nota-se que a infecgdio &
mais facllmente observdvel na inoculag¥o individual. Neste tipo de
inoculagdo pode-se, conhecer, além do mals, o quanto de virus a lagar-
ta comeu, Jj4 que s30 transferldas para os tubos apenas as lagartas que
se alimentaram de toda dietn, e o volume e a concentragfo do virus
aplicado ¢ conheclida. Diferentemente, na lnoculag3o massal, onde a
aplicagdo & feita com um pulverizador de plantas, € diffcil preclisar o

quanto a lagarta comeu de dieta contaminada.

A inoculag¥o massal & vantajosa pois trabalha-se com gran-
de nuimero de lagartas de uma s6 vez, tornando o trabalheo de inoculagio
mals féctl. Assim, na obten¢3o de virus para esse trabalho deu-se pre-
fer8ncia para incculag3o Individual, jid que se torna poss(vel observar
o8 sintomas de infec¢3o e também a quantidade de virus com que a la-

garta fol contaminada.



4.3 Purificac¥o do cristal do virus

4.2.1 Purificac¥o com deoxicolato de sddio

Nas purificagBes do VGDs (Esquema 1) com deoxtcolato de
sddio e centrifugac3o em gradiente de sacarose foram encontradas duas
bandas localizadas a 1 ¢ 4 cm do menleco, gsendo ass!m denominadas ban-

das B-1 e B-2 respectivamente (Figura 1, A),

Eszas bandas foram observadas em mlcroscdplo de contraste
de fase e eletrbnico, utilizando-ge colorag3o negativa com acetato de

uranila, para confirmag%o da presenga do VGDe.

A observag¥o em mlcroscopia eletrénica confirmou o ante-
riormente observado em mlcroscdplico de contraste de fase. A banda B-1
apresentou algumas part(culas virals (VG), células de lagartas e, en
algumas purificag@es, notou-se a presenga de bactérias. A banda B-2,
localizada prdéxima ao fundo do tubo, ao redor da concentragfio de saca-~
rose de 56 a 59 X, mostrou grande quantidade de virus e a ausénclia de

contaminantes de qualsquer espécle (Figura 2).

As purificacgBes posteriores do VGDs foram realizadas se-
gundo o esquema 1, visto gque essa sequéncla apresentou como resultado
o VGDs sem gualquer contaminante, evidenciando, portanto, ser um bom
método para a obten¢¥o do virus puro para ser utilizado em testes blo-

léglcos e eltroforeses.



FIGURA 1. Purificag¥o empregando-se deoxicolato de sdédio (A) e triton
X-100 (BY. A fiqura mostra as diferentes bandas encontradas
guando as amostras foram centrifugadas em gradiente de saca-

roge.
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FIGURA

2.

Micrografta da banda B-2 do tubo A, mostrando o VGDs purifi-
cado sem a presen¢ga de contaminantes, A (35200 »), B (29040
®). A seta mostra o nucleocapsideo deo VGDs, este apresenta
forma de bast¥o.(As amostras observadas no microscéplo ele-

trdnico foram coradas com acetato de uranila).
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A obteng¥o do VCDs prdximo 3 reg!¥o de malor concentragio
de sacarose (ao redor de 58 %) é semelhante 3o resultade obtido por
TUEETEN e colg (1977) na puriflcagio de Virus de Granulose de Plodia
Interpunctella (VGP1), em que este apresentou densidade de 1,271 g/cm3

ue corresponde & concentragdo de sacarose de 57 X.
o

A purificag3o do VGDs fol realtzada empregando-se modifl-
caces da metodologia descrita pelos pesquisadores aclma cltados, J3
que estes wutilizaram 0,1 M de Tris-HCl pH 7,8 para ressuspender as
amostras de VGP1. Quando utlillizamos este procedimento para ressuspen-
der o precipitados (P-6) das duas handas (Esquema 1), seguindo-se a
observagdo destes em microscdplo eletr8nico, notamos a presenca das
particulas de VODs muito agregadas, diflcultando a visualizag¥o (banda
B-2). A agregac¥o de partfculas virais, com o uso de tampZo Tris-HC] &
descrita para alguns virus de plantas (GASPAR, J.0.: comunicac3o pes-—

goal)

As amostras do precipitado (P-6) da banda B-2, que se
apresentaram agregadas, foram dilufdas em dgua destllada e centrifuga-
dag (16000 g - 30 min). 0O precipltado obtldo foi ressuspendido em &gua
destilada e novamente cbservado em microscopla eletr&nica, sendo que
ag partfculas virals apresentaram-se desagregadas. Nas purificag8es
posterlores todos os precipitados (P-6) (Esquema 1) foram ressuspend!-

doe em dgua destilada.



A presenga de aglomerados de VGDs provavelmente n%o influi
na viruléncia destes, mas as partfculas agregadas tornam diffcil! a
quantificac3o dos mesmos, dificultando também o usoc de concentragdes

determinadas para a inocula¢¥o individual ou mesmoc para massal.

4.2.2 Purificac®o com Triton X-100

Na purifica¢%o do VGDs com Triton X-100 (Esquema 2) e cen-
trifugagdo em gradiente de sacarose, foram encontradas 3 bandas loca-
lizadas & 1,8, 3,1 e 4,3 cm do meniaco, estas foram denominadas ban-

dag B-1, B-2 e B3 respectivamente (Figura 1, B).

As tré&s bandas foram ohservadas em microscéplo de contras-
te de fase e microscéplio eletrbnico. Observou-se que a amostra da ban-
da B-1 n3o apresentava partfculas viraleg, apenas contaminantes. Na
banda B-2 (Figura 3) notou-se a presenga de nucleocapsfideos de VGDs,
sem sua capsula protétca. Nessa banda foram encontradas particulas que
ge agsemelham em forma e tamanho 2 um virus de Inseto denominado Den-
sovirug. Esses densovirus j4 foram descritos anteriormente em lagar-
tas de D. saccharalls (HEYNADIER e cols, 1977), podendo, porém ser ma-
cromoléculas ou artefatos da microscopia eletrfnica. Amostras da banda
B-2 foram 1inoculadas em lagartas de D. saccharalls ocasionando sua
morte, embora o experlimento tenha sido realizado com pequeno nuimero de
lagartas (50) (CAVALLARO, 1988). #¥ necegsirio, além de um ensalo com

um malor numero de indfviduos, uma anidlise dos tecidos das lagartas



FIGURA 3. Micrografia da banda B-2 do tubo B, mostrando nucleocaps’s-

deos do VGDg, sem a cdpsula protéica (nc). Pode-se observar

também particulas que assemelham~se a densovirus (DNV)

(35200 %) .
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Infectadas para confirmar se o suposto DHV se multiplica nestes teci-
dos ou se o responsdvel pela Infecg30 e mortalidade destas foram os

nucleocapsfdeocas do VGDsg.

A banda B-3 n%o apresentou o VGDg completo, nem seu nu-
cleoccapsfdeo, nem as estruturas semelhantes aos densovirus. As estru-
turas aqui observadas, e também em amostras do sobrenadante do colcho
de gacaroze 50 % (Sob-5%0), foram diferentes da antertormente notadas
na banda B-~2. As partfculas eram mutto menores, podendo ser capsldeos
de densovirus, ou até macromoldécul as que fazem parte da capsula ou

meemo dog nucleccapsideos de VGDa.

Diferentemente da purificag3o com deoxicolato de sddio, na
purifilcac3o com triton X-100 n3o foi observado o VGDe completo, em
qualquer uma das bandas. A aus@ncta da cdpsula protéica nos nucleocap-
sfdeos observados na banda B-2, faz supor que o triton X-100, ou mesmo
sua concentraq3o possa ter ocastonado a solublliza¢¥o da cédpsula pro-

téica.

4.2.3 Purificacio por centrifugac3o diferencial

(g VGDs purtficados degsa forma nunca se apregentaram com-
pletamente puros no dltimo precipitado das centrifugagBes, sempre fo-

ram observados contaminantes, como pequenas partfculas, células de la-~



FIGURA 4. Micrografia da amostra Sob-%0 do tubo de colch¥o de sacaro-
se, partfculas encontradas que assemelham-se a capsidecs de

densovirus (118.125 %) (seta).






gartag e algumae vezes bactértas. Uma nova centrifuga¢lo descses preci-
pltados (P-2) (Esquema 3) & uma velocldade balixa, seguida de ailta, n3o

consegulu relirar os contaminantes.

Aumentou-se a veloclidade na segunda centrifugag¢fio (de 8000
para 16000 g) e também aumentou-se o tempo da baixa, sem que fossem

obtidos resultados gatisfatdérios.

A centrifuga¢io diferenclial fol utillizada depols da mace-
racd3o das lagartas inoculadas massalmente, sendo que sempre se traba-

lhou com um grande volume de amostra a ser purificada.

N8 contaminantes n¥o podem ser admitidos quando trata-se
do emprego de técnicas blogufmicas para estudo de protefnas, uma vez
que estes influlriam nos resultados a serem obtidos. Dessa forma, ape-
gar da major dificuldade de trabalhar-se com pequeno nimero de lagar-
tas inoculadas Individualmente e, por via de consequéncla com menor

quantidade de virus, optou-se pela purificag3o do VGDs8 através da cen-

trifugac3o diferenctal, segulda de colch3o e gradlente de sacarose.

Quando se emprega o processo de purificagfo seguindo-se o
esquema 1, trabalha-se, ao contr4rlio da inoculac¢io massal, com pequeno
volume de amostras de virus. Sendo o volume da amostra multo grande &
praticamente impossfvel que toda solug3o seja submetida & centrifuga-
¢%0 em colch¥o e gradiente de sacarose, jd que no colch¥o utilliza-se 4

ml de solugldeo de virus em cada tré&s tubos centrifugados (Rotor SW 25).



A producido em massa nio Inviabliliza o uso de amostras de
virus obtidos pela centrifugagdo diferencial na sua utilizagl3o em téc-—
nicag bloquimicas. Entretanto, & necessdrio trabalhar apenas com uma
pequena parte do volume total de amostra obtido e a passagem deste pe-

lo colch%3o e gradiente de sacarose.

Os VPRAg Inoculados em lagartas de D. sgaccharalis, indivi-
dualmente, também foram purificados por centrifugacgdo diferencial e os
sobrenadante (5-2) e o preclpitadeo (P-2) foram quantifilcados apresen-
tando pela ordem: 1,83 % 1C9c/m] num volume total de 25 ml (guantidade

9

total de virug: 4,58 x 10" cristals) e 3,04 x 10°c/ml, sendo o volume

total de 4 m! (quantidade total de vfrus: 1,22 x 10° cristais).

Além de encontrar-se uma grande quantidade de virus no so-
brenadante (5-2), que seria descartado, tLtambém notou-se a presenca de
contaminantes tanto neste sobrenadante quanto no precipltado (P-2):
eggag duasg amostras foram unidas para serem filtradas e, em sgeguida,

foram submettdas novamente & centrifugacZo (12000 g - 30 min).

A observagio do sobrenadante (5-3) e do precipltado (P-3)
em microscédpio de contraste de fase revelou a presenca de algumas cé-
lulas de lagartas e também de poucas partficulas virais do VPNAg no so-

brenadante (5-73) e grande quantidade destes no precipttadeo (P-3),

A purificag3o do VPNAgQ inoculado em D. saccharalis fol
realizada baseando-se na metodologta descrita por PAVAN e cols

(19813, que empregaram 500 g - 2 mln, segulido de 8000 g - 20 min.



Na purificacBico do VIPNAg, reallizada negte trabalho, utilizando-ge o
procedimento mostrado no esquema 4, o tempo de centrifugag¥o na menor
velocidade fol aumentado de 2 para 15 min para permltir maitor ades%o
dos restos de teclidos das lagartas 3 parede do tubo, sendo que o g
utilizado pemaneceu o mesmo. O tempo e a velocidade de centrifugag¢lo
no segundo cilco foram aumentados em relacdo 3 metodologia descrita

peloa pesquisadores acima, permitindo uma perda menor no sobrenadante.

O VPHAg isolado através da centrifugagfio diferenctal, di-
ferentemente do VGDg purificado dessa mesma forma, apresentou-se mui-
to mals limpo e puro neste dlttme. Esse resultado pede ser justificado
pelo fato de na purificagdo do VPNAg ter sido utillizado 8000 g para
preciblté“los, enquanto que para o VGDs, 16000 g, fazendo assim, com

que precipltasse uma malor quantldade de contaminantes.

Ainda, em relac3io ac procedimento empregado na purlficagio
do VPNAg (Esquema 4) n3o se utillzou qualquer detergente durante a ma-
cerag3o, por esta ter sido realizada com um pequeno numero de lagar-
tas. Dessa forma, a ausé@ncia do detergente pode ter prejudicado a
quantidade de virus obtido ji& que os detergentes auxiliam no despren-
dimento dos v(rus dos tecidog (NEWTON, 1969). No entanto, n%o foli pos-
sfvel a verificag®o e quantificaglio de=ssa perda. Seria dtil que em pu-
riflcagBes posterlores de quaisquer virus, mesmo trabalhando-se com
poucas lagartas, fossem usados detergentes, quer o wutlilizado nesse
trabalho para o VGDs (Esquema 1) e VCP1 (TUEETEN e cols, 1977), quer o

SDS usado por PAVAN e cols (1381) para o prdprio VPNAg.
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4.3 Limpezs do c¢cristel viral

Ae lagartas Infectadas massalmente tiveram seus virus pu-
rificados por cenbrifuga¢lo dliferencial e estes foram submetidos 2

limpeza do cristal.

A observac¥o do idltimo precipitado (P-7) em microscéplo de
contraste de fase mostrou contaminantes de lagartas e algumas vezes de
pequenos aglomerados de cristals, provavelmente de urdéia. Esses cris-
tals persliatiram nas amostras, mesmo quando a concentracfo de urédia
fot . diminufda. A quantidade de v{rus observada nesses precipitados

(P~7) sempre fol multo pequena.

A perda de virueg pode ter ocorrido parcialmente durante os
passos da limpeza, devido a manipulac3Io das amostras, e tambdm pela

velocidade utilizada para precipltaclo (B000 g) ser ineficlente.

A presenga de contamlnantes e a baixa concentraclo de vif-

rus resultantes desse processo, fez com que este n¥o fosse empregado
rotineiramente como um passo para a obtenc¢¥o do virus "lilmpo” a ser

empregado para as solubllizacSes,

O emprego de uréia, SDS e NaCl foi utllizado na purifica-
¢d0 de VPN de Porthetrla dispar (VPHNPd) (McCARTHY & LIU, 1976). Esses

purificados foram empregados na solubllizac3o alcalina.
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A utillizagdo desse reagentes mostrou ndo ter grande impor-
t8ncia, uma vez que relatos posteriores de purlficacdo, suprimiram es-
se passo, mesmo os pesquisadores que se basearam na metodologla des-
crita por McCARTHY & LIU (1976) (MAGKOS & MILTENBURGER, 1381). SUMMERS
4 SHMITH (1978) e TUWEETEN e colg (1977} também n3do utilizaram esse pro-

cedimento para purificag¢¥o e llmpeza dos virus,

4.3 Solubilizac¥o do cristal viral

4.4.1. Solubilizaclo com soluclo alcalina (soluc%o de carbonato

e golugdo de carbonato & EDTA?

A dosagem de proteinas do VODs solubllizado em solug3o al-
calina nunca chegou a Img/ml. Dessa forma, © gel eletroforético dessas

amostras gempre mostrou pouca ou nenhuma resolug?o,

Pode-se assoclar a balxa concentrag3o de proteinas & pro-
tease alcallina que degrada a protefna da matriz em pequenos peptlideos
(EPPSTEIN & THOMA, 1975; CEPPSTEIN e cols, 1975: EPPSTEIN & THOMA,
1977; KOZLOV e colg, 1975a, b; McINTOSH & PADHY, 1976; McCARTHY & LIU,

1976; PAYNE & KALMAKOFF, 1978; TUEETEN e cols, 1978; SUMMERS & SMITH,

1978).



Amostras de VGDg foram pré-aguecidas como forma de inatl-
vagdo dessas enzimas; esse procedimento, porém, n3c alterou os resul-
tados obtidos anteriormente, ou seja a concentracio de protelina conti-

nuou sendo pequena.

Supondo-se a existéncia de uma protease assoctada ac VGDsg,
ag diferentes temperaturas & tempos de aquecimento das amostras podem

ndo ter sido sufilclientes para Inativé-la.

0O pré-aqueclimento fol utilizado para solubllizag¥o alcali-
na do VPN de Trichoplusia ni (SUMMERS & SMITH, 1975) com resultados

positivos.

Sabe-ge também gque exlste uma grande variagdo em relagdo
ac tempo e temperatura de lIncuba¢Mo e também no pll empregado para a
solubllizagdo alcalina da matriz protéica de diferentes virus {CONSI -

GL! & colg, 19383},

A batxa concentracio de protefnas nas amostiras de VGDs so-
lubllizadas em solu¢des alcallnas de carbonato podem ter ocorrido por
védrlios fatores como a presen¢a da protease alcalina, e a Ineflciéncla
do pré-aguecimento como método de inativag3o desta, a perda parcial de
virus em alguns passos da limpeza do cristal - visto que as amostras
solubllizadag alcalinamente passaram por esse procedimento — e também
pelas amostras apresentarem desde os passos iniclals dog procedimentos

uma baixa quantidade de virus.
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A auséncia de uma resposta concreta para essas questBes e
a ineficléncla das varlac¢®es nos procedimentos, flzeram com que fosse

empregada uma solug3o alternativa, a sclublilizac¥o em acido.

4.4.2 Solubllizac%o com TCA

A observag¢¥o visual do preclpitado (P-1) (Esquema 7) mos-
trou a atuag3o do TCA sobre a amostra de VGDs, pela grande quantldade
de precipltado. Sabendo-se que o TCA preciplta protefnas a efetividade
do méﬁodo foi observada quando as amostras de VGDg foram submetidas &

eletroforese, mostrando grande quanttdade de protefna no gel.

Dessa forma, o mesmo procedimento foi utilizado em VPNAc,

VPNAQ, VPNHz e VPNTn observando se também grande quantldade de preci-

pitado (P-1), sendo este dependente das concentracBes Iniclaig das

8
amostras. 0 VPNHz cuja quantidade Inlclal de virus foi de 1,8 = 10
cristals; de VPHAc, 2.5 x 10g cristals apresentaram maior quantidade

de precipitado que as amostras de VPNTp e VPNAg, cujas quantidades

inlclals foram menores,

A lavagem dos precipitados com éter:etanol mostrou melho-
res resultados que a ressuspenslo desses com esta solug¢¥o, pols provo-
cava a formacBo de grumos e aderéncia de material na pipeta Pasteur.

Quando da adi¢3o do tamp3oc da amostra de eletroforese, houve amostras
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que modificaram a colorag®o desse tamp¥o indicando a presenca do 4&ci-
do. As amostras foram, ent¥o, lavadas com tamp3o Tris HCI O,1 M pH 7,8

e apds fol novamente adiclonado o tamp3c da amostra.

4.5 Eletroforese de protef(nas virais de VPNAc, VPHAg, VPNHz,

VPNTn e VGDs

Como regultado de uma corrida eletroforética podemos obser
var a figura 5 que mostra, esquematticamente, as bandas dos padr3es deo
PH e também as bandas protélcas da amostra de VGDs sclubllizada em &-
cido. HNessa corrida eletroforética foram obtidas sete bandas com os
seguintes PH: 69000, 63000, 53500, 31500, 26000, 21000 e 15000 4. A
filgura & mostra o grafico de determinagiio de PM, apontando o principal

componente do VGDs.

Has eletroforeses Inicials n3o se utilizaram oas padr3es
de PM para a determinag3o dos pesos moleculares das protefnas do VGDs,
polg foram necessidrias multas adaptag@es antes de encontrarmos as con-
digdes ldeats para a realizagBo das eletroforeses. Mesmo assim, ag
bandas do VGDes sempre resolveram de forma semelhante e a banda malor e

mais densa fo!{ encontrada na mesma posig3o em todos os géis.

A concentragdo de acrilamida no gel de resolug¢3o fol va-

riada entre 6,5 e 10 %, sendo que nas diferentes concentrac®es o nime-



FIGURA %. Esquema de corrida eletroforética mostrando as bandas do
VCDs com seus resgpectivos PMs (2) e dos padrdes (1), (o)

origem,
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FICURA ©. Griafico de determinac¥o de PM mostrando, a banda mals densgsa

do VGDe, granulina.
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ro de bandas encontradas fol Ilgual, mesmo quando se variou o volume

das amostras de VGDs aplicadas.

Nos dols tipos de géis empregados, o que apresentou melhor
resoluc¥o fol gel de pollacrilamida e SD5S. A adlig¢3o de uréta fol em-
pregada na tentativa de melhorar a resolugidoc e as condig®es ideals pa-
ra a realiza¢¥o das eletroforeses. Embora tenha apresentado wuma boa
resolugdo, leva desvantagem em relag3o ao gel em que se utiliza polia-

crilamida e S5DG.

Em relac%o ao tipo de tratamento dado 3s amostras de VGDs
antes destas serem submetlidas a eletroforese, as amostras que apresen-

taram melhor resolug%o foram aquelas tratadas com TCA,

Quando  segulu-se o procedimento de solubllizag¥o do VGDe
com solugdo aicalina de carbonato de sddio e NaCl e também quando nes-
ta sclug3o fol adicionado EDTA, as amostras testadas n%o gresolveram

nos dols tipos de géis utilizados.

Az amostras de VPNAc e VPNHz, quando solubilizadas com
TCA, n%o mostraram boa resolu¢¥o nas primeiras eletroforeses corridas
por apresentarem-se muito concentradas. Embora, a concentrag¥fo de pro-
tefnas nessas amogiras n%o fogee conhecida, foi acresgcentado s amos-
trag um volume cinco e dez vezes malor de tamp3o da amostra de eletro-
forese. As amostras que apresentaram melhor resolu¢®o, quando submet |-
das novamente A eletroforese, foram as mals dilufdas (1:10) tanto para

VPNAc quanto para VPHH=z.
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Az amoetrae de VPNAe en qualquer volume aplicado revelaram
sempre quatro bandas com os seguintes PM: 65000, 32000, 27000 e 10500
d, eendo que a banda malor fol a de 32000 d. A amostra de VPNHz mos-
trou 5 bandas com: 60000, 33000, 24500, 20500 e 10500 d, sendo que a
banda maior e mais densa fol a de 23000 d. A representacfo esquemética

dessa corrlda eletroforédtica pode ser obsgsevada na flgura 7.

As amostras de VPNAg e VPNTn que foram também tratadas com
TCA continham menor quantidade de virus. Devido a esse fato o precipl-
tado (P-1), logo apds a exposlic¥o ao TCA, sempre foi multo menor que
dag amostras de VPNAc, VPRHz e também de VCDs. Sendo assim, as amos-
tras . de VPNAg e VPNTn sempre foram ressuspendidas (P-6) num volume
menor de tamp3o da amostra de eletroforese. Independente do volume de
amostra aplicado no gel e também no qual fol ressuspendida, nos géis
corridos sempre foil resolvida uma unica banda de 32000 d, tanto para
VPNAg, quanto para VPNTn (Figura 8). Como é sabldo a protefna da cap-
sula ¢ quantitativamente malor que as outras protefnas que compBe um
baculovirus. Dessa forma, mesmo trabalhando-se com pequenas concentra-
¢Bes de virus para tratamento de dissolugio seguido de eletroforese,

egsas protefnas foram as que se mostraram mals nittdas no gel.

Junt amente com esges dois fol tratada novamente uma amog -

tra de VGDs que apresentou as mesmas bandas mostradas na figura 5.

Em relag%o as primeiras corridas eletroforéticas, obser-

vou—ge que a mator fragdo protdica do VGDs - que fol resolvida nos



FIGURA 7. Esquema eletroforético onde foram corridas as amostras de:
1) Padr3o de PM, 2) VPHHz e 3) VPHAe., tendo sido os deols vi-

rug solubllizados em TCA, (o) origem,.
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FIGURA 8. Esquema eletroforético onde foram corridas as amostras de:
1) Padr3o de PM, 2) VPNTp e 3) VPNAg, todas as amostras de

virus foram tratadas com TCA, (o) ortgem.
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géls e que apresentou 21500 4 -~ encontrava-se dentro da falixa de va-
riagdo de PM descrita para protefnas da matriz de varios baculovirus
testados por CROIZER & CROIZER (1977) e revisados por HARRAP & PAYNE
(1979) e TUEETEN e cols (1981). Sendo assim, supomos ser essa frag3lo
de 31500 d a banda correspondente 2 protefna da cédpsula do VGDs (figu-

ra 6).

Esse dado fo! questionado, uma vez que, como se afirmou
anteriormente, a grande malorla dos pesquisadores empregaram soluc3o
alcalina para obteng3o da protefna da matriz. A partir desse resultado
foram ent3o testados outros vfrus que se encontravam na cole¢3o do la-
boratério (VPNAc, VPNAg, VPNHz e VPHTn), para confrontaco dos resul-
tadoas obtlidos através do tratamento com TCA e os empregados por ou-

trog autores.

O VPHThn revelou uma dnica banda de 32000 d; comparando-se
aos dados encontrados na literatura, pode se observar que existe uma
grande varl!lag3o de autor para autor. EPPSTEIN & THOMA (1975), EPPSTEIN
® cols (1975) e EPPSTEIN & THOMA (1977) encontraram a protefna da ma-
triz de VPNTn de 28000 a 28200 d; SUMMERS & SMITH (187¢), 28000 d;
CIBULSKY e cols (19795 a, b)Y, 26700 d; CROIZER & CROIZER (1977), 31400

d; SUMMERS & SMITH (1978), 31000 4.

Quanto ao VPNA¢, tratado com TCA apresentou uma de suas
bandas malor e mals densa com 22000 d; comparado-se tal resultado com
a literatura, esta protefna apresenta uma variag3o de 28000 a 33000 d,
sendo que SUMMERS & SMITH (1978) encontraram 28000 d, CROIZER & CROI}-

ZER (1977), 30000 d e SHITH e cols (1983), 33000 d.
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Em relagd3o aoc VPNHz, tratado com TCA, a malor fracdo pro-
télca apresentou 33000; a llteratura degcreve uma protelfna com 31300 d

(CROIZER & CROIZER, 1977) e 27000 4 {(SUMMERS & SHITH, 1978).

CROIZER & CROIZER (1977) quando estudaram 23 haculovirus
coem diferentes preotefnas da matrlz, utilizaram védrias técnicas para a
solubllizacBo destas, dentre as quals a descrita por KDZLOV e cols
(1974, 1975a, b) que ubtillzaram acldo dcetico 67 % e scluci¥o alcallna
de carbonato de sdédio e cloreto de Béddio para VPN de Bombyx mori
(VPNBm) e Galleria mellonella (VPNGm). Tanto as amostras de VPNBm
quanto as de VPNGm, guando solubillzadas em &cldo, apresentaram um
dinico componente de 28000 d e quando tratadas em solu¢¥o alcalina
apresentaram essa banda como componente principal e bandas com malor e
menorr PH. A diferen¢ga do nimero de bandas encontradas nos diferentes
tratamentos, sugerem os autoresg, & devida a clivagem ou agrega¢3o des-—
gas protefnas face ao tempo de incubagZo, temperatura e pH da solug3o
alcalina que ativariam a enzima protease alcallna, também descrita pa-
ra outrog virus. Através desres experimentos pode-se observar que tan-
to o tratamento Acldo quanto o alcalino sempre orliginaram a banda

principal de 28000 d.

Ne caso dos tratamentos feltos com TCA 10 ¥, o fato de no
gel aparecerem mails bandas que o componente principal tanto de VPHNAc,
VPNHz o VGDa, pode bter sido devido A concentrag¥o destes, diferente-

mente do VPNAg e VPNTn que apresentavam-se em uma concentra¢¥o menor.
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A presenga de oubtras bandas n%o prejudica a identiflicag¥o
da protefna da matriz, uma vez que sendo esta o malor componente pro-
télco do virus, a banda malor e mais densa estd diretamente relaciona-

da & granulina ou poliedrina dos virus estudados.

Em relaclo as comparag@es dos regultados obtidos para po-
liedrina de VPNAec, VPNAg, VPNHz o VPNTn obtldas em nosso laboratdrio e
de outros pesquisadores, se conslderadas discré&panctias, podem ser ex-

plicadas de algumas formas.

Na eletroforese de poliacrilamida, obtem-se o PM relativo
das protefnas, ji& que o PM real é conseguldo através do tamanho do ge-
ne (WILSON, 1986); sendo assim, esse peso molecular relativo estad su-
Jelto a alterag@es devido as técnicas empregadas para sua obten¢3o.
Dessa forma, alterac¥o nas concentra¢Bes de acrilamida, diferencas no
tamp3o da cuba e da amostra, emprego ou n%o de uréia, tipo de aparato
uwtilizado (placa ou tubo), tempo de corrida, corrente elétrica, tipo
de corante e reagentes alteram o PM de uma mesma protefna. Devem ser
jevados em constderagdo, ademals, os dados oblLidos para a construgfio

da reta para a determina¢io dos PMs (MARUNIAK, 1986).

Uma protefna pode, ent%o, encontrar-se dentro de uma faixa
de varliag3o dependendo do método empregadeo. A variag¥o no PM de pro-
tefnas devido ao emprego de metodologlas diferentes n%o fol descrita
em relagio a3 virus de insetos. Relata-se essa varlac¥o em zefnas, que
foram classificadas numa classe de protefnas com PM de 22000 a 24000
d. A classe mostrou ser uma unlca protefna com variac3o devido as

técnlicas empregadas (WILSON, 1986).
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S%c viarlios og autoresz citados em relag3o a técnicas ele-
troforéticas nos diferentes trabalhos relacionados por HARRAP & PAYNE
1979, entre estes est3o: DAVIS (1964, MAIZELL (1969, LAEMML1

(13703 .

Na determinag¢3oc do PM de protefnas do VPHTn. inclusive a
protefna da matriz, SUMMERG & SMITH (1978) empregaram a metodologla
descrita por LAEMML] (1970) engquanto que EPPSTEIN & THOMA (1975),
EPPSTEIN e cols (1975) e EPPSTEIN & THOMA (18977) basearam-se em DAVIS

{1964).

CROIZER & CROIZER (1977) estudaram o mesmos virus rela-
clonados nesse trabalho empregando a técnica descrita por MAIZELL
(1363). Os dados cbtidos em nosso laboratdério seguiram o sistema des-
crito por LAEMMLI (1970) e também uma modificagBo desse sigtema adi-~

cionando-se uréla ao gel.

A pequena discrep8ncia exlstente em relag¥o aos nossos da-—
dos quanto as polledrinas de VPNAc, VPNAgQ, VPNHz e VPNTn e a literatu-
ra conhectda, n3o Impedem a posslibtlidade de reconhec&-lag através de
eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS. Isto, significa que a
uttlizag3o de solugBes alcalinas para a obtenc3o da proteina da matri=
pode ser substitufda, quando na Impossibiidade de utiliza-ia, pelo
empregc de TCA, uma vez que como relatado por KOZLOV e cols (1974,
1975a, b), tantec a solubltlizac¥o alcalina, quanto Sclda resultam num

componente principal correspondente 3 protefna da matriz,
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Pode-se considerar também que os virus empregados nesses
experimentos, com excecgido do VPHA¢, foram obtidos através da passagem
gerlada desteszs através do hospedeliro alternativo Dlatraea saccharalls.
N3o ¢ relatado que ocorram modificag®es ao nivel de protefna da matriz
quando se altera a especiflicidade do virus 2o Inseto (VLAK & ROHRMANN,
1985). Estudos recentes mostram que ocorrem altera¢Bes ao nfvel da mo-
lécula de DNA (VLAK 8 ROHRMANN, 1985). Se alteragB®es aos niveis pro-

”n

téicos existem, quando um virus lsolado de um determinado Inseto a-
dapta-ge” a ocutro, é provivel que estas alterac¢Bes ocorram em proterf-
has que comp@em o envelope viral, j& que é este que une-se 3 membrana

celular das células do Intestino do inseto para ser inicliado o proces-

so de infecg¥o (MAZZONE, 1985).

0 emprego de TCA para obtenc¢%o e reconhecimento da protef-
na da cdpsula do VGD®s mostrou-se eficlente. Entretanto, & preciso con-
slderar que protefnas com diferentes composi¢Bes de aminoicidos poden
ter o mesmo PM. Dessa forma, a afirmag¥o de que duas protefnas com os
mesmog PMs s%o protefnas tdé&nticas n¥%o pode ser efetuada. Sendo assgim,
¢ possfvel empregar a eletroforese como uma técnica para identificac3o
de protefnas de baculoviirug, levando-se em considerac®oc a necessidade
do emprego de outras técnicas para a dliferenclag3o entre dois virus ou
megmo para a aftrmagio de que duas amostras coletadas em locais dife-

rentesg contenham o meamo virus.

A interag¥o da eletroforese com outras técnicas, como a

serologta, o sequenclamento de aminodclidos, eletroforese de DNA serla
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tdeal para a comparag®o e diferenclac®o de isolados e também de vIirus
que tenham-se adaptado a um determinado hospedelro sem contudo, ser
original da determinada espécie. ¥ Importante também essa interacdo no
caso do ugo desses virus como inseticlda bloldglico. A obteng3c de um
patdgeno eflciente e a certeza da disseminag¥%o no melo amblente de

apenas o patdgeno em questdo, serla favoreclido pelas técnicas de reco-

nhecimento aclma descritos.
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5. RESUMO E CONCLUSGES

Este trabalho objetivou a padronlzag¥o de técnicas viaan-
do a caracterizaqgXo de proteinas do Virus de Granulose de Dlatraea

saccharalis (VGDg) .

Varias metodologias de purifica¢3o foram testadas para o
VGDe, até a definl¢gBo do padrio ldeal a ser seguido, para se obter o
virug livre de contaminantes. Algumas variacBes experimentadas mostra-
ram-se Ineficientes, pois n¥o fo! obtlido o virus puro. A purificagio
do VGDs através de centrifugag3o diferencial apresentou, como contami-
nantes, restos de tecidos e células de lagartas e, algumas vezes, bac-

térias.
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0 emprego de triton X-100, como detergente, fez com que a
cdpsula protéica do VGDm se solubilizasse durante oz passos de sua pu-

rificacg8o.

0 esquema de purificaclo que se mostrou mals eficlente
fol aqueie em gque o macerado de lagartas passou por um ciclo de cen-
trifugacdo diferencial, seguida de centrifuga¢®o em colch%o e gra-
diente de macarose e, neste Udltimo, coletando-se a banda mais préxima

a concentracdo de 58 ¥%.

A observacio das amostras de VGDs em microscépto eletrd-
nlco mostrou que estas, quando ressuspendidas em tamp%o Tris-HC!I 0,1 K
pH 7,8, apresentavam as partfculas virals agregadas, e separadas e nf{-

tidas quando ressuspendidas em Agua destilada.

0 emprego de egolug¢Bes alcalinas na solubilizag¥o da cép-
sula protéica do VGDs n%o apresentou o resultado esperado, ou seja, a
obteng¥c da granullna. Mesmo vartando-se o tempo e a temperatura de
incubag¢¥o das amostras, a concentrag3o de protefnas apresentou-se sem-

pre muite baixa.

A solublizac3o do VODg com TCA apresentou uma concentra-
¢%o de protefnas malor, possibilitando o reconhecimento da granulina,

quando asg amostras foram corridas em eletroforese.
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Foi testada a solubillizag¥% com TCA em virus que ji ti-
nham o peso molecular de suas respectivas protefnas da matriz conhect-
do através de solubilizagZfio alcalina (VPNAc, VPNAg, VPNHz e VPNTn).
Houve uma pequena varliag3o que n3o pode ser atribufda ac método de ob-
tengic deetas, e =im 3 vartabillidade de metodologias empregadas em

eletroforese.

Dessa forma, pode-se concluir que com o emprego de TCA &
possf{vel obter-se as protefnas do virus e também determlinar o seus pe-

gog molecul ares.

Em relac3o 5 metodologla de eletroforese, a que mostrou
melhor resoluc3o fol a de poliacrilamida e SDS sem o emprego de uréila.
Através da andlise de padrdes eletroforéticos pode-se obter um padr%o
das proteinas do VGDs apresentando a granulina como principal c¢ompo-

nente com um peso molecular de 31500 d.
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6. SUMMARY AND CONCLUSIONS

This study aimed a padronization of methodology envisa-
ging the characterization of the proteins of the Diatraea succharalis

Granulosis Virua (DgGV).

fCeveral methodologles for the purification of DsGV were
tested, to obtaln virus free of contaminants. Some wvarlations in the
protocol experimented were not efficlent resulting in contaminated pre
parations. The purification of DsGV through differentlial centrifuga-

tion showed tissue and cells debris and bacteria as contamlinants. The
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uge of triton X-100 as detergent sclubilized the proteic capsule of

DeGV during the purification steps.

The moet effective metodologly for purification was the
homogenization of larvae followed by a cicle of differential centrifu-
gation =and by centrifugation in a sucrose cushion and gradient. The

virug band Is found at the sucrose concentration of 58 %.

The observation of the DsGV samples In eletron microscope
showed that the samples in Tris-HC] buffers formed bundles wich were

not formed when the samples where mantained i{n water.

The wuse of alkaline solutions to dissolve Lhe proteic
capsule of DsGV did not presented the expected results 1in different
incubation times and temperatures resulting in all camses in lows con-

centration of the protelns. Better results were obtained with TCA whi-

c¢h resulte in much higher yelds of total protein.

To evaluate the method, a series of other baculoviruses
were treated with TCA and the resulting protein profiles compared to
those obtained by other authors using the alkaline treatament. The re-
gults were very similar showing that the method is a viable alternati-

ve procedure.

The electrophoreste metodology showing the best resolu-
tion of the proteins was that with polyacrilamide and SDS without

urea.



The eletrophoretic profile of DsGV proteins has been
tained and the main component can be ldentiflired as granulin having

molecular weight of 31500 d.
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8. AHEXOS

ANEXO 1.

Composic¥o das solucBes estoque para preparo
dos géis de empacotamento e resolugdo (poll-

acrilamida + SDS}

SOLUCKO A
Tris
HCl1 1 M
H2O q.s.p.
SOLUCKD B

Tris
HC1 1 N

H20 g.8.p.
SOLUCKO C
Acrilamida
Bis-Acrilamida
HaO q.2.p.
SOLUCXO D

Acrilamida
Bis-Acrilamida

SOLUCKD E
Persulfato de ambnio
HO q.s.p.

SOLUCX0o F

5Dhs

H2D G.8.p-

36,3 g
48,0 ml pH
100,00 ml

0,6 g
48,0 ml pH
100,0 ml

10,0 g
100,0 ml
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ANEXO 2. Composic¥o das solucles estoques para preparo
dos géis de empacotamento e resolugdoc (poli-
acrilamida + S5DS + uréial

SOLUCKO 1

Tris 36,6 q

HCCY 1 N 40,0 ml

Temed 0,23 ml pi 8.9

Ho0 g.s.p. 100,00 mli
SOLUCKO 2

Trls 5,93 g

HCiI 1 N 43,0 ml

Temed 0,46 ml pi 6,9

HoO q.s.p. 100,0 ml
SOLUCX0 3

Acrilamida 27,0 g

Bis—-Acrtlamida 0,6 g

HoO q.&.p. 100,00 ml
SOLUCKO 4

Acrilamida 10,0 g

Big-Acrilamida 2,92 g

1120 q.8.p. 100,0 ml
S0LUCKD 5

Riboflavina 4,0 mg

HeO g.s.p. 100,0 ml
SOLUCKD 6

sDs 0,2
Urela 8,0M



106

ANEXO 3. TampBSes -~ composicio do tampiio da cuba e da amostra
(poliacrilamida + SDS)

O tamp3o da cuba do gel sem uréta consiste no uso de
0,0125 H de Tris-Glictna (pH R,5) dissolvidos em dgua destilada. Esse
tamp3dc deve ser dilufdo 7 vezes e quande utilizado no reservatdrio
superior da cuba deve-se adicionar S5D5 numa concentracg3o final de 1 X%.

Tamp®o da amostra:

mercaptoetanol 14,8 ul
5Dhs 0,74 g
bromofenol azul a 1 % 0,2 ml
t.amp3o da cuba 1,0 ml
gacarose 2,96 g
H,0 6,2 wmwl

Preparo do padr%o de peso molecular do gel sem uréia

Padr%es para peso molecular - 5D5 70 L/Sigma
albumina bovina 66000 d
albumina de ovo 45000 d
glliceraldeido 3 fosfato desidrogenase 36000 d
anidrase carbonjca 29000 4d
tripsinogénio 24000 d
inibidor de tripsina 20100 d
alfa lactoalbumina 14200 d
U padr3o de peso molecular fol preparado utillzando-se 10 pnl
de solug3o contendo essas protefnas (1 mg/iml) e adiclionando-se o

mesmo volume de tamp3o da amostra.



ANEXO 4.

TampSes - composic¥o do tamp3o da cuba
(poliacrilamida + SDS

+ urétal

Tamp3c da cuba:

shs

2,0
Tris 6,0
Glicina 28,0
HQO q.8.p. 1000

Essa solugdo estoque de tamplo deve

ser uttlizada.

fenol

azul

a 0,05 % e 2 nul

TampZco da amostra:

Tris-Fosfato 0O
Urdéla 4
sDs 1
Mercaptoet.anol 0

Adiciona-se a 25 al

de mercaptoetenol.

de tampio da amostra,

106

e da amostra

2 QA

gser dilufda 1:1 para

2 nl de bromo-



AREXO 5. Composic¥o das SolugBes Corante e Descorante

{pollacrilamida + 5DS)

Corante:

Comasglie Rlue
Kcldeo Acéstico
Metanol

H20

Descorante;:

Acido Acético
Maetanol
Ha O

0,5 g
83,4 ml
208,4 ml
208,4 ml

70 m)
300 ml
630 ml
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ANEX0O 6. Composicl¥o das Solucles Corante e Descorante
(poliacrilamida + 5D5 + urélad

Corante:

Comasgle Blue 5,0 g
Kclido Acédtico 70,0 ml
HaoO 1000,0 ml

Descorante:

Kcido Aceético 750 ml
Mot anol 175 ml

HaO 650 ml
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AREXO 7. Composic3o do Gel para placa medindo (16,35 x 14,0 x 0,1% cm)
(polliacrilamida SDSHY

Gel de resocluclo

Soluc¥o Yolume
A 3,75 ml
B 11,70 ml
E 3,75 ml
F 0,3 m!
HoO 10,50 ml

Gel de empacotamento

Solugdo Volume
B 1,0 ml
D 1,0 ml
E 1,0 ml
F 0,08 ml
4,95 ml
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AHEXDO 8. Composiclio do Gel para placa medindo (16,3 x 14,0 x 0,15 cm)
{poliacrilamida + SDS + uréia)l

Gel de resoluc¥o

Soluc¥o Volume
1 3,75 m}
2 11,25 ml
& 10,00 ml

+ 14,00 mg de
persulfato
de amdnio

Gel de empacotamento

Soluc3o Volume
1 1,5 ml
4 3,0 ml
5 2,5 ml
5 6,0 m!



