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|. INTRODUÇÃO

O vírus do mosaico do pepino (“Cucumber Mosaic Virus", CMV) é a

espécie tipo do gênero Cucumovirus (Francki et a/., 1979), pertencente à família

Bromoviridae e a doença causada por este vírus, em pepino, foi primeiramente

descrita por Silby (1903) e posteriormente demonstrada ser de natureza virótica por

Doolittle (1916) e Jagger (1916).

O CMV é encontrado na maioria dos países, predominantemente em

zonas temperadas, ocorrendo também em países tropicais (Kaper & Waterworth,

1981). O CMV tem uma extensa gama de hospedeiras em todo o mundo,

distribuído desde plantas herbáceas até arbustivas. Num levantamento publicado

por Douine e colaboradores (1979), o número de hospedeiras do CMV era de 775

espécies distribuídas em 365 gêneros de 85 famílias, sendo que este número vêm

aumentando e deve estar atualmente em torno de 1000 espécies.

No Brasil, a ocorrência do CMV foi primeiramente descrita em São

Paulo (Silberschimidt & Nóbrega, 1941), ocasionando mosaico, necrose e morte de

bananeira. Posteriormente, o vírus do mosaico do pepino foi identificado como

agente causador de doença em hospedeiras de importância econômica como,

tomate, leguminosas, cereais, ornamentais, melão, batata­doce, pimenta­do­reino,

maracujá, etc.

Entre as hospedeiras do CMV inclui­se Catharantus roseus (L) G. Don.

(Vinca rosea), vulgarmente conhecida como boa­noite, maria­sem­vergonha e
vinca, uma ornamental, pantropical, apreciada em jardins e praças públicas em
pequenas cidades do interior por florescer o ano inteiro e nada exigir em matéria de

trato. Encerra, nas folhas e raízes, cerca de 60 alcalóides, seis dos quais sabe­se

que detêm o crescimento de vários tumores malignos e o progresso de processos

leucêmicos, citando­se a vimblastina e vincristina que chegaram à meta de

aplicação clínica (Rizzini & Mors, 1976). Em outros países, a planta é amplamente
reputada como hipoglicemiante, afirmando­se curar o diabete. Embora tal fama seja

sem dúvida exagerada, o uso de extratos de Catharantus para este fim tem algum
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mérito, pois há evidência experimental para certa ação hipoglicemiante de seis dos

seus alcalóides (Rizzini & Mors, 1976).

Em São José do Rio Preto, região noroeste paulista, é comum

encontrarem­se plantas de C. roseus exibindo sintomas de mosaico e distorção

foliar (Espinha et a/., 1994). O fato de plantas de C. roseus infectadas pelo CMV

terem sido encontradas anteriormente também em outras regiões do Estado de São

Paulo, constitui indicativo de que o vírus pode ter uma distribuição geográfica bem

mais ampla nessa hospedeira, constituindo­se em importante fonte de inóculo para

outras culturas de significância econômica. Assim, uma melhor caracterização do
CMV torna­se de interesse.

O presente trabalho tem como objetivo geral a caracterização do vírus

do mosaico do pepino isolado de C. roseus (doravante denominado CMV­Cr).

Constituem objetivos específicos a purificação das partículas virais; a determinação

da massa molecular capsidial; a extração, identificação e análise dos RNAs

genômicos e subgenômicos; a determinação da presença ou ausência de RNA

satélite; a extração e análise de RNAs de fita dupla; a produção de sonda não
radioativa; a Iimunolocalização subcelular da proteina capsidial através de
microscopia eletrônica de transmissão e a determinação do subgrupo ao qual

pertence o isolado do CMV, pelas técnicas de RT­POR/RFLP.
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Il. REVISÃO DE LITERATURA

1. PROPRIEDADES BIOLÓGICAS

O gênero cucumovirus contém três espécies distintas: “cucumber

mosaic virus" (CMV), “peanut stunt cucumovirus" (PSV) e “tomato aspermy virus”

(TAV) (Kaper & Waterworth, 1981). Esses vírus mostram similaridades na

morfologia da partícula, transmissão por vetor e organização genômica, embora

possam ser diferenciados sorologicamente, pela gama de hospedeiras, pelo peso

molecular e pela sequência do ácido núcleico (Kaper & Waterworth, 1981; Diaz­

Ruiz & Kaper, 1983).

O CMV possui uma grande gama de hospedeiras naturais, sendo a

patologia ocasionada por este vírus muito variável. Apesar do mosaico ser o

sintoma mais comum ocasionado pelo CMV (Doolitle, 1916; McLean et a/., 1962

apud Palukaitis et a/., 1992; Kahn & Scott, 1964; Demski, 1969 apud Palukaitis et

al., 1992; Bird et a/., 1971; Gracia & Feldman, 1977), a severidade da doença pode
variar desde nenhum sintoma óbvio em algumas hospedeiras até a morte de outras

(McKinney, 1953; Panjan, 1966 apud Palukaitis et a/., 1992; Marrou & Putz, 1973

apud Palukaitis et a/., 1992; Marrou & Duteil, 1974).

No Brasil, a primeira citação da ocorrência do CMV foi em São Paulo

(Silberschmidt & Nóbrega, 1941) ocasionando mosaico, necrose e até morte da

bananeira. A ocorrência do vírus do mosaico do pepino em bananeira foi também

ralatada nos Estados do Rio de Janeiro, Pernambuco e Ceará (Ribeiro et a/., 1975;

Medeiros, 1963). Infecção natural de bananeira cultivar “Prata” foi relatada no

Estado de Minas Gerais, causando sintomas de clorose e ondulações nas bordas

(Zambolim et a/., 1994).

Em Fortaleza, foram coletadas amostras foliares infectadas pelo CMV

de Justicia sp, conhecida vulgarmente pela denominação de “anador,

apresentando manchas e anéis concêntricos amarelo­esbranquiçados (Araripe &

Lima, 1993).

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



Plantas de ervilha no Estado do Mato Grosso do Sul, apresentando

sintomas de encurtamento de entre­nós e deformação foliar, mostraram­se

infectadas com o CMV (Dusi et a/., 1992).

O maracujá amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) também é
susceptível a infecção natural pelo CMV. O registro foi feito em São Paulo (Cereda,
1983; Colariccio et al., 1984) e na Bahia (Chagas et a/., 1984) ocasionando nas
plantas afetadas, manchas cloróticas nas hastes, frutos deformados e pequenos,
pontuações e anéis de coloração amarelo intenso nas folhas.

O vírus ocorre naturalmente também em olerícolas como melão

(Cucumis melo L.) e maxixe (Cucumis anguria L.), descrito em São Paulo (Lin et al,
1980), ocasionando sintomas de mosaico e malformação foliar.

Em pepino (Cucumis sativus L.), o virus foi identificado em São Paulo
(Costa et a/., 1972) e no Paraná (Lima Neto ef a/., 1983).

A ocorrência do virus infectando tomate e alface foi registrada no
Estado de São Paulo (Costa, 1983) ocasionando no tomate, folha do tipo “cordão
de sapato” e na alface, mosaico.

O vírus foi registrado, também, no Estado de São Paulo em Asclepias
curassavica L. ocasionando bandas cloróticas anelares (Silberschmidt, 1955) sendo

identificado pela reação em plantas indicadoras.

Infecção natural do CMV em Salvia splendens no Estado de São
Paulo, ocasionando nanismo, mosaico e deformação foliar foi relatada por

Kudamatsu et a/. (1981).

Alamanda (Alamanda cathartica L.) “Nobilis" apresentando manchas
foliares anelares foi citada por Rodrigues et a/. (1984), em Brasília (Golás), como
naturalmente infectada pelo CMV.

Feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) apresentando sintomas de mosaico
foi citado por Silberschmidt (1963) no Paraná, como planta infectada naturalmente
com o CMV. Outra leguminosa susceptível ao vírus é o caupi (Vigna unguiculata

Walp.), sendo a infecção natural desta, registrada no Ceará (Lima & Santos, 1985),
em infecção dupla com "Cowpea Aphid­Borne Mosaic Virus”, apresentando sintoma

de mosaico e necrose sistêmica. A infecção natural nesta hospedeira também foi
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registrada em Goiás (Lin et a/., 1981), Piauí (Lin et a/., 1982) e no Rio Grande do
Norte (Lin & Simplício, apud Lin, 1982). Nestes casos, os sintomas na planta se

apresentavam na forma de clareamento de nervura, mosqueado e nanismo.

O milho (Zea mays L.) foi citado por Costa & Kitajima (1972), no

Estado de São Paulo, como planta infectada pelo CMV apresentando estrias

cloróticas alongadas incluindo ou não à nervura, nanismo e mosaico.

Costa & Robbs (1971) citaram a ocorrência do vírus no Estado do Rio

de Janeiro, afetando a baunilha (Vanilla phanifolia Andreuws) a qual apresentava

como sintomatologia a morte dos ponteiros da planta.

Jurubeba (Solanum paniculatum L.) apresentando sintomas de

mosaico (Kitajima et a/., 1980), Euphorbia splendens Bojer (Silberschmidt & Flores,

1962) e melão São Caetano (Momordica balsamina L.) citado por Barradas e

colaboradores (1979), têm sido descritos como plantas naturalmente infectadas

pelo CMV.

Fumo (Nicotiana tabacum L.) infectado naturalmente com o CMV foi

encontrado em Sergipe e Santa Catarina (apud Brioso, 1986) apresentando sintoma
de mosaico.

A pimenta­do­reino (Piper nigrum L.) foi registrada como susceptível

ao vírus, nos Estados do Pará (Caner, 1969; Costa et al., 1970; Kitajlima et al,

1980) e São Paulo (Caner & Ikeda, 1972), apresentando sintomas de redução do

sistema radicular, encurtamento dos entre­nós, mosaico, nanismo, cachos

pequenos e mal formação de grãos. A virose foi confirmada em Piper nigrum, no

Espírito Santo, por Maciel­Zambolim e colaboradores (1981) mediante a verificação

dos sintomas em indicadoras, microscopia eletrônica e testes sorológicos. A

caracterização parcial do vírus isolado de Piper nigrum foi relatada por Maciel­

Zambolim e colaboradores (1990).

Commelina — benghalensis, C. erecta e Tradescantia elongata
(Commelinaceae), foram relatadas como hospedeiras naturais do CMV em
diferentes regiões do Estado de São Paulo (Duarte et a/., 1994).

Algumas plantas ornamentais, também têm sido registradas como

naturalmente susceptíveis ao CMV. Dentre essas, podem­se citar as infecções
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ocorridas no Estado de São Paulo em Alostromeria sp., Gladiolus sp e Vinca rosea
L. (Costa, 1983). Em São José do Rio Preto (São Paulo), plantas de Catharantus
roseus exibindo sintomas de infecção viral caracterizados por mosaico e distorção

foliar mostraram­se infectadas pelo CMV (Espinha et a/., 1994).
A orquídea (Dendrobium nobile Lindl.) foi citada por Nóbrega (1947),

como hospedeira natural do CMV, no Estado de São Paulo, apresentando sintomas
de nanismo, clorose generalizada, redução do tamanho foliar, encurtamento do
entre­nó e nas folhas mais novas mosaico, manchas cloróticas e riscas brancas

deprimidas.

Uma característica notável da epidemiologia do CMV é que este vírus

é transmitido por numerosas espécies de afídios. Fritzsche e colaboradores (1972)
apud Palukaitis (1992), listaram cerca de 75 espécies que transmitem o CMV.
Kennedy e colaboradores (1962) listaram mais de 60 espécies, especialmente
Aphis gossypir e Myzus persicae, como vetores do CMV, transmitindo­o de maneira

não persistente. Assim, os afídios podem adquirir o vírus de plantas infectadas e

inoculá­los em plantas sadias, em menos de 1 minuto, isto é, não há um período de
latência ou espera antes que o vírus possa ser transmitido.

Em relação à transmissão mecânica, este vírus é facilmente

transmitido mecanicamente para uma grande variedade de hospedeiras (Francki,
1985). Dependendo da planta e do isolado do vírus, pode ser acrescentado ao
inóculo vários aditivos para facilitar a transmissão. Um tampão comum utilizado
para a transmissão em hospedeiras herbáceas é o tampão fosfato 0,025 M, pH 7,2,
contendo 0,02 M DIECA, como recomendado por Kaper e Waterworth (1981).

O CMV pode também ser transmitido via semente em cerca de 20

espécies (Phatak, 1974; Neergaard, 1977). A taxa de transmissão pela semente
pode variar, sendo correspondente à 0.2% em tomate, 7% em abóbora e feijão, de
4 a 28% em caupi e de 0.3% (Provvidenti, 1976) a 30% entre variedades de feijão
(Marchoux et a/., 1977).

|

A transmissão do CMV através de fungos, nematóides e por contato
de planta com planta, não é conhecida (Kaper & Waterworth, 1981).
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2. PROPRIEDADES DO VÍRION (PARTÍCULA VIRAL)

Estruturalmente, o CMV é um vírus icosaédrico, estabilizado quase

exclusivamente por interações entre seus RNAs e componentes proteicos (Kaper &

Geelen, 1971).

As partículas do CMV são isométricas, com 28 a 30 nm de diâmetro

(Finch et a/., 1967), cuja capa proteica envolve RNA de fita única de polaridade

positiva, sendo que as partículas contém cerca de 18% de RNA (Kaper & Re,

1974). O capsídio consiste de 180 subunidades proteicas idênticas (Finch et al,

1967) com massa molecular de aproximadamente 24,500 Da (van Regenmortel ef

al., 1972; Habili & Francki, 1974).

O capsídio do CMV possui diâmetros externos e internos de 29 e 16.5

nm, respectivamente, como determinado por Jacrot e colaboradores (1977). À

partícula possui um centro electron­denso de 12 nm de diâmetro (Francki et al,
1966; Finch et a/., 1967; Tolin, 1977). A estabilidade das partículas virais depende

das interações eletrostáticas entre proteina e RNA , como indicado pela rápida

desintegração em baixas quantidades de duodecil sulfato de sódio ou altas

concentrações de sais cloretos neutros (Francki ef a/.,, 1966; Kaper & Geelen,

1971). Ribonucleases podem penetrar em capsídios intactos e degradar os RNAs

(Francki, 1968; Kaper & Geelen, 1971; Habili & Francki, 1974). Este fato pode

explicar o aparecimento de partículas com os centros vazios (Jacrot et a/., 1977). As
partículas do CMV agregam­se na presença de Mgº?+, sendo o fenômeno revertido

pelo EDTA (Takanami & Tomaru, 1969; Habili & Francki, 1974; Havranek, 1978).
O peso das partículas é estimado entre 5.0 e 6.7 x 10º Da (Francki et

al., 19/79), sendo o coeficiente de sedimentação de s= 98.6 — 1.04 C, onde Cé a

concentração do vírus em miligramas/mililitros (Francki et a/., 1966). As partículas

purificadas migram como único componente durante eletroforese em poliacrilamida

(Lot & Kaper, 1976; Hanada, 1984). O coeficiente de extinção a 260 nm é 5.0 numa
concentração de Img/ml e caminho óptico de 1 cem (Francki et a/.,, 1966). As
partículas possuem ponto isoelétrico de 4.75 (Ehara & Mink, 1984 apud Palukaitis et
al., 1992). Técnicas de dicroismo circular e espectro de absorção em luz ultra­
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violeta indicaram que a transição estrutural do CMV ocorre quando o pH é

aumentado de 5 para 7 (Savithri et a/., 1984).
Gera e colaboradores (1979) ressaltaram a importância da capa

proteica na determinação da transmissão do CMV pelos afídios. A capa proteica

pode ser importante para facilitar a aderência dos vírions ao aparelho bucal dos

afídios. Algumas interações ocorrem entre a capa proteica da partícula viral e o

estilete do afídio, resultando na ligação do vírus. A especificidade da ligação é

determinada pela sequência ou estrutura da capa proteica.

Alguns aminoácidos da capa proteica envolvidos na transmissão

foram identificados por análises comparativas da sequência de aminoácidos e

estudos de transmissão de vírus (Shintaku, 1991, apud Palukaitis et a/., 1992).

Estes dados apontam o envolvimento de dois domínios, os aminoácidos 129 e 168,

da capa proteica na transmissão por afídios.

3. ORGANIZAÇÃO DO GENOMA

O genoma do vírus do mosaico do pepino é constituído por três
segmentos de RNA de fita única e polaridade positiva, os quais são todos

necessários para que ocorra infecção (Peden & Symons, 1973; Lot et a/., 1974).

Esses RNAs são designados RNAs 1, 2 e 3 em ordem decrescente de tamanho

molecular (3,4 kb, 3,0kb e 2,2 kb) (Peden & Symons, 1973). Um quarto RNA (RNA

4, 1kb) é um RNA subgenômico para a proteína capsidial, formado a partir do RNA
3 (Peden & Symons, 1973; Lot et a/, 1974). Em adição a esses quatro RNAs, muitas

estirpes do CMV possuem também pequenos RNAs (aproximadamente 335

nucleotídeos) conhecidos como RNAs satélites (Kaper et a/., 1976). Estes RNAs

satélites não são parte do genoma viral, mas são específica e completamente

dependentes do CMV para sua replicação e formação de capsídio (Mossop &

Francki, 1978) Os quatro RNAs e, o RNA satélite quando presente, estão
distribuídos segundo Kaper (1975), em três partículas de peso molecular similares,
assim discriminadas: “Partícula 1" — RNA 1; “Partícula 2"­ RNA 2 e, RNA satélite

quando presente; “Partícula 3" ­ RNA 3 e RNA 4.
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Os quatro RNAs do CMV são de polaridade positiva, cada um deles

sendo traduzido in vitro para produzir uma proteína diferente (Schwinghamer &

Symons, 1977). Todos os RNAs contêm uma região conservada na extremidade 3',

com cerca de 200 nucleotídeos, que não é traduzida, e uma estrutura “cap” na

extremidade 5' (Gould & Symons, 1977; 1978).

A determinação da sequência completa dos nucleotídeos para três

estirpes do CMV foi realizada por diferentes autores (Rizzo & Palukaitis, 1989;

Owen et a/., 1990). Por outro lado, Cuozzo e colaboradores (1988) e Quemada e

colaboradores (1989) determinaram a sequência parcial de nucleotídeos dos RNAs

individuais de muitas outras estirpes do CMV. O tamanho total do genoma é de

8.621 kb (Gould & Symons, 1977), sendo a composição de bases de 24% G; 23%

A; 23% C e 30% U (Brunt et a/., 1997).

O RNA 1 contém 3.357­3.389 nucleotídeos e possui uma única “open

reading frame"(ORF) que codifica para uma proteína de massa molecular de

aproximadamente 111.000 Da, designada também proteína 1a ou 111K (Palukaitis

et al., 1992). O nível de homologia da sequência de aminoácidos entre as proteínas
1a codificadas pelas estirpes Fny e Q do CMV, é mais alto (85%) que o nível de

sequência de homologia (76%) entre os RNAs 1 de cada estirpe (revisado por

Palukaitis et a/., 1992). Dentro da ORF do RNA 1 de ambas as estirpes, há uma

maior conservação dos nucleotídeos e da sequência de aminoácidos nas regiões

terminais do que nas regiões centrais (revisado por Palukaitis et a/., 1992). As

extremidades 5 e 3 das regiões não codificadoras do RNA 1 das estirpes Fny e Q
são 81% e 64% homólogas, respectivamente. Entretanto, o terminal 3 de 180
nucleotídeos de ambos os RNAs podem formar estruturas secundárias muito

similares (Rizzo & Palukaitis, 1989), sugerindo que a estrutura secundária é mais

importante para interações envolvendo regiões 3 não codificadoras, enquanto a
sequência específica de RNA é mais importante no terminal 5.

O RNA 2 contém 3.035­3.050 nucleotídeos sendo que sua ORF
codifica para uma proteína de massa molecular de 94.000­97.000 Da, designada
como proteína 2a (Palukaitis ef a/., 1992). O nível de homologia da sequência de
aminoácidos entre as proteínas 2a codificadas pelas estirpes do CMV Fny e Q que
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é de 73% é similar à homologia da sequência de nucleotídeos (71%) entre os RNAs

correspondentes (Palukaitis et a/., 1992). A distribuição da homologia da sequência

de nucleotídeos dentro das regiões codificadoras das estirpes Fny e Q do CMV é

um pouco diferente da encontrada no RNA 1. Há um nível mais alto de homologia

na sequência de nucleotídeos na parte central da ORF (77%) do que no terminal &'
(68%) e 3 (66%) da ORF (Palukaitis et a/., 1992).

Muitas pesquisas realizadas apontam a homologia da sequência entre

as proteinas 1a de muitos tricornavirus e a proteina 126K do vírus do mosaico do

tabacco ("Tobacco mosaic virus" — TMV) (Cornelissen & Bol, 1984; Haseloffet al,

1984; Rezain et a/., 1985). Também tem sido notado a homologia similar entre as

proteinas 2a dos tricornavirus e a proteína 183K do TMV (Cornelissen & Bol, 1984;

Haseloff et a/., 1984; Rezaian et a/., 1984). Por comparação com as proteínas

codificadas pelos RNAs genômicos dos picornavirus e alfavirus, várias funções

bioquímicas foram associadas às proteínas 1a e 2a dos tricornavirus (Alquist et a/,,
1985; Argos, 1988; Habili & Symons, 1989). A proteína 1a do CMV contém uma

sequência conservada comum à proteína ligante à nucleotídeos (sequência dos

aminoácidos 712­/725 da proteína 1a do Fny­CMV). A região carboxi­terminal da

proteína 1a contém seis motivos conservados encontrados em helicases de DNA e

RNA (Hodgman, 1988), sugerindo este papel funcional para esta proteína.

A proteína 2a contém a sequência de aminoácidos conservada Gly­

Asp­Asp, (sendo altamente conservada na região central nos aminoácidos 610­612

da proteina 2a da estirpe Fny do CMV), associada com replicases virais (Palukaitis
et a/l., 1992). Estudos com o CMV indicaram que as proteínas 1a e 2a estão

presentes em células infectadas, mas em níveis muito baixos, e com anticorpos

apropriados, elas podem ser detectadas em associação com o complexo de

replicação (Van Pelt­Heerschap et a/., 1987; Quadt et a/, 1988; Hayes & Buck,

1990; Quadt & Jaspars, 1990).

Recentemente foi identificado um novo gene do CMV (gene 2b), o
qual é codificado pelo RNA 2 do vírus do mosaico do pepino, onde a sequência
codificadora sobrepõe os 69 códons terminais da ORF 2a codificante da RNA

polimerase. O gene 2b codifica uma proteína de 11.3 kDa, a qual parece interagir
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especificamente com um “fator” ou “fatores” da hospedeira (Ding et a/., 1995). Estes

autores sugerem uma função de movimento do vírus à longa distância na planta.

Esta proteína está presente na fração insolúvel do extrato proteico de plantas

infectadas e não é detectável em partículas virais purificadas (Ding et a/., 1995).

O RNA 3 possui 2.197­2.216 nucleotídeos e contém duas ORFs. A
ORF próxima à extremidade 5 codifica uma proteina denominada 3a de massa
molecular aproximada de 30.000 Da e a ORF terminal 3' codifica uma proteina
denominada CP de massa molecular aproximada de 24.000 Da. A proteina 3a é o

produto da tradução do RNA 3, enquanto que a proteína 24 kDa (ou proteina

capsidial) não é expressa a partir do RNA 3, mas é traduzida do RNA 4

subgenômico (Schwinghamer & Symons, 1977; Gould & Symons, 1978).

A sequência de aminoácidos da capa proteica do CMV das estirpes D

(Cuozzo et a/., 1988), y (Nitta ef a/., 1988), Q (Davies & Symons, 1988) C e WL
(Quemada et a/., 1989), O (Hayakawa et a/., 1989) e Fny e M (Owen et a/l., 1990) foi

obtida através de sequenciamento do RNA 3. A capa proteica de cada uma dessas

estirpes contém 218 aminoácidos. A análise computacional das sequências de
aminoácidos sugere que a capa proteica das estirpes do CMV que pertencem ao
mesmo subgrupo é conservada (Quemada et a/.,, 1989; Owen et a/.,, 1990). À

sequência de aminoácido da capa proteica é 94­99% homóloga entre as estirpes do

mesmo subgrupo e 80­83% entre os subgrupos (Quemada et a/., 1989). A maioria

das mudanças são substituições de aminoácidos com propriedades químicas

similares. Embora os dois subgrupos do CMV mostrem considerável diversidade de

sequência, eles são geneticamente compatíveis e podem, portanto, ser

considerados como estirpes do mesmo vírus.

Mais recentemente, uma maior complexidade em relação à estrutura

genômica do CMV foi documentada. Dois RNAs adicionais (4A e 5) foram

encontrados em associação com a estirpe Q do CMV. O RNA 4A, como já

especificado acima, é um RNA subgenômico derivado do terminal 3' do RNA 2
contendo 682 nucleotídeos (Ding et a/., 1994). O RNA 5 é uma população mista

conservada derivada, respectivamente, do terminal 3 de 307 e 304 nucleotídeos
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dos RNAs 2 e 3 do CMV­Q , sendo que o RNA 5 não foi detectado em todas as

estirpes do CMV testadas (Blanchard et a/., 1996).

“Defective interfering RNAsS”, ou seja, DI RNAs que são, RNAs
derivados do genoma do vírus por deleções internas ou complexos de rearranjos de

sequências genômicas, já foram caracterizados para a maioria dos grupos de vírus
de RNAs animais (Holland, 1990) e muitos grupos de vírus de RNA de plantas,

incluindo tombusvirus (Burgyan et a/., 1989), carmovirus (Li et a/., 1989), furovirus

(Bouzoubaa et a/., 1991; Chen et a/., 1994), potexvirus (White et a/., 1991),

bromovirus (Romero et a/., 1993) e também para a estirpe Fny do vírus do mosaico

do pepino (Graves & Roossinck, 1995).
Dois RNAs defectivos designados DRNA 3a e DRNA 36 estão

associados com a estirpe Fny do CMV mas não com a estirpe Sny, depois de várias
passagens do vírus em plantas de fumo (Graves & Roosinck, 1995).

A presença de um DI RNA pode ter efeitos nos sintomas produzidos
pelo vírus “helper” (CMV), variando desde a atenuação dos sintomas até o

agravamento ou nenhum efeito (Burgyan et a/., 1989; Chen et a/., 1994; Hillman et

al., 1987; Romero et a/.,, 1993. A presença de DI RNAs não provocou efeito

aparente na acumulação do vírus “helper” ou nos sintomas provocados pela estirpe

Fny do CMV (Graves & Rossinck, 1995).

Em adição aos RNAs genômicos e subgenômicos do CMV, muitos

isolados contém RNA satélite, ou seja, um RNA que não é requerido pelo CMV para

sua infecção e replicação, mas requer o CMV para sua replicação e formação de

partículas (Mossop & Francki, 1978). A presença de RNA satélite pode afetar o

nível de replicação e os sintomas induzidos pelo CMV.

Diversos RNAs satélites associados ao CMV já foram isolados e

caracterizados, sendo que muitos deles atenuam os sintomas da doença induzida

pelo CMV e reduzem a concentração do vírus na maioria das plantas hospedeiras
(Mossop & Francki, 1978; Gonsalves et al., 1982). Entretanto, em infecções de
tomate pelo CMV e RNAs satélites, alguns satélites atenuam os sintomas induzidos

pelo vírus (satélites atenuantes ou não necróticos), enquanto outros induzem uma

necrose letal (satélites necróticos) (Kaper & Waterworth, 1977; Mossop & Franck,
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1979; Kaper et a/., 1986). Alguns desses satélites atenuantes têm sido, inclusive,
utilizados em programas de controle de doenças causadas pelo CMV em tomateiro

e pimentão (Tien et a/., 1987; Galitelli et al., 1991; Montasser et al., 1991).
Pouco se sabe sobre a distribuição de RNAs satélites em tecidos

infectados, mas um estudo realizado em plantas de fumo sugeriu que os níveis de

RNA satélite são mais altos que os níveis de vírus em folhas velhas, folhas secas,

raízes, assim como em sépalas e pétalas das flores (Habili & Kaper, 1981).

4. SUBGRUPOS

O CMV apresenta um grande número de estirpes, isto é, isolados que

mostram diferenças em relação aos sintomas induzidos e/ou gama de hospedeiras.
Estes isolados podem ser divididos em dois subgrupos sorológicos definidos como

DTL e ToRS por Devergne & Cardin (1973). Esta divisão fornece valiosas
informações sobre a localização geográfica e sintomas produzidos pelos isolados

do CMV. Por exemplo, membros do sorogrupo DTL geralmente induzem sintomas
mais severos e ocorrem predominantemente nos trópicos e subtrópicos, enquanto

isolados do sorogrupo ToRS são prevalentes em regiões temperadas (Haase ef al.,
1989).

A diferenciação dos isolados do CMV foi baseada primeiramente em

estudos sorológicos, os quais consomem muito tempo e podem fornecer resultados
inconclusivos. Por estas razões, outros métodos alternativos, incluindo análise de

hibridização (Piazzola et a/., 1979) e mapeamento peptídico das proteinas

capsidialis do CMV (Edwards & Gonsalves, 1983) foram desenvolvidos. A

desvantagem das técnicas de hibridização e mapeamento peptídico é que estas

requerem, respectivamente, grandes quantidades de RNAs e proteínas capsidiais

(Rizos et a/., 1992).

Rizos e colaboradores (1992), desenvolveram um método simples e
alternativo para diferenciar isolados do CMV em subgrupos, sendo que este método

não requer uso de reagentes específicos como anti­soro. Este método é baseado
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na transcrição reversa e na reação em cadeia da polimerase (RT­PCR), onde é
utilizado nanogramas de RNA viral como molde para o processo de RT­PCR.

Optou­se em referir aos subgrupos como subgrupo | (=ToRS) e |!
(=DTL) (Owen & Palukaitis, 1988).

A sequência de nucleotídeos da ORF do gene da capa proteica é a
região mais conservada da molécula do RNA 4, mas demonstra uma variação

específica entre os subgrupos. A sequência completa do RNA 4 para os isolados do
subgrupo Il contém um único sítio de restrição para a enzima Eco RI, o qual está
ausente na sequência do RNA 4 dos isolados do subgrupo | (Anderson et a/., 1995).

Isto pode ser usado como base no método de RT­PCR, seguido de digestões

utilizando enzimas de restrição para classificar isolados do CMV (Wiley et a/., 1993).

5. CITOPATOLOGIA

Quando células epidérmicas e do mesófilo de plantas infectadas com

o CMV são vistas ao microscópio de luz após serem coradas apropriadamente,
pode­se observar a presença de corpos de inclusão amorfos e/ou cristalinos. Estes
corpos são resistentes ao tratamento com detergente (Triton X­100), indicando que

estes não contém quantidades substanciais de material membranoso. Estes corpos

são corados positivamente para proteína e RNA (Christie & Edwardson, 1977;

Edwardson & Christie, 1979).

Inclusões angulares vistas ao microscópio de luz correspondem a
cristais virais (Christie & Edwardson, 1977; Edwardson & Christie, 1979),

geralmente encontrados no citoplasma (Russo & Martelli, 19/73; Honda & Matsui,

1974) e no vacúolo (Gerola et a/., 1965; Honda & Matsui, 1968, 1974; Russo &

Martelli, 1973; Honda et a/., 1974: Ehara & Misawa, 1975; Ehara et a/., 1976; Tolin,

1977; Hatta & Francki, 1979). Os cristais do CMV são extremamente variáveis em

tamanho e forma e as partículas arranjadas num padrão quadrado ou hexagonal,
indicando uma possível estrutura cúbica (Honda & Matsui, 1968).

O CMV tem sido estudado em cortes de tecidos infectados fixados por
processos padrões (Misawa & Ehara, 1966; Honda & Matsuí, 1968; Lawson &
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Hearon, 1970; Ehara & Misawa, 1973, 1975). Os fixadores mais comuns são

glutaraldeído e tetróxido de ósmio e a resina Epon é largamente utilizada para
emblocar o material.

Em plantas inoculadas artificialmente, as infecções causadas pelo

CMV, geralmente resultam em severas modificações citológicas em áreas de

tecidos sintomáticos (Francki, et a/., 1985) Essas mudanças envolvem o

citoplasma, cuja organização estrutural pode ser alterada por intensa vacuolização

(Gerola et a/., 1965; Russo & Martelli, 1973).

O aumento do desenvolvimento de membranas citoplasmáticas é

outra característica comum de células invadidas pelo CMV (Gerola et al., 1965;

Honda & Matsui, 1968, 1974). O acúmulo de membranas pode desenvolver­se da

proliferação do retículo endoplasmático, da presença de plasmalemossomos, do

desenvolvimento de grandes corpos originados de membranas de formas tubulares
ou arranjadas de forma concêntrica formando estruturas mielínicas. Estes corpos

membranosos estão localizados no citoplasma ou, mais frequentemente, próximos

aos vacúolos centrais ou secundários (Francki, 1985).

Os corpos membranosos não são uma característica específica de

células infectadas, estando também presentes em tecidos sadios (Gerola et al.

1965; Ehara, 19/79). Entretanto, nos tecidos invadidos pelo CMV, os corpos

membranosos são maiores, estruturalmente mais complexos e ocorrem com maior

frequência. De fato, Honda e Matsui (1968), concluíram que o CMV pode ser o

agente causador do aumento da quantidade dessas estruturas, uma vez que os

corpos membranosos parecem estar ausentes em células de fumo infectadas pelo

“tobacco mosaic virus" (TMV), mas aparecem em grande quantidade em amostras

infectadas duplamente pelo TMV e CMV ou somente pelo CMV.

A origem dos corpos membranosos pode ser da membrana plasmática
(Ehara, 1979), mas sua função, se alguma, é controversa. Gerola e colaboradores

(1985), consideram a proliferação de membranas como um produto da
desorganização celular, induzido por diferentes agentes, incluindo vírus. Ehara

(1979) propõe um papel ativo para os corpos membranosos de destoxificação das
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células através da colocação nos vacúolos de metabólitos não desejáveis derivados
dos vírus.

Vesículas associadas aos tonoplastos também foram detectadas em

células infectadas pelo CMV por Hatta e Francki (1981). Essas vesículas são

corpos membranosos redondos ou ovóides envoltos por uma única membrana,
medindo cerca de 100 nm de diâmetro e conectadas com os tonoplastos pelos

quais elas penetram no vacúolo (Francki, 1985). Algumas dessas vesículas contém
material amorfo fortemente corado, mas muitas possuem finas fibrilas, as quais são

sensíveis a digestão pela ribonuclease sob condições de incubação contendo baixa

quantidade de sal (Francki, 1985). Baseado nesta evidência, Hatta e Francki (1981),

concluiram que as fibrilas consistiam de dsRNA e que as vesículas seriam sítios de
síntese de RNA viral.

Os cloroplastos são uma das principais organelas afetadas pelo CMV,

sofrendo alteração na diferenciação ou disrupção da estrutura interna (Gerola et al,
1965; Misawa & Ehara, 1966; Honda & Matsui, 1968, 1974; Favali & Conti, 1970;

Russo & Martelli, 1973; Ehara & Misawa, 1975; Kraev et al., 1975).

Tem sido relatado, que partículas do CMV, exceto quando arranjadas
em agregados ordenados, não são facilmente distinguidas nas células, onde podem

ser confundidas com ribossomos (Matsui & Yamaguchi, 1966; Honda & Matsui,

1974). Técnicas têm sido desenvolvidas para facilitar a visualização das partículas

através da destruição de ribossomos citoplasmáticos. Uma destas técnicas foi

desenvolvida por Honda e Matsui (19/4), onde discos de folhas infectadas

permanecem incubados em tampão fosfato por 24 horas à 25ºC sob condições de

iluminação constante antes do processo de fixação. Resultados similares foram

obtidos por Hatta e Francki (1979), através de uma técnica baseada no tratamento

de amostras de tecidos fixadas com glutaraldeído com ribonuclease pancreática.

Este método tem a vantagem de preservar estruturas celulares, as quais são

danificadas pelo tratamento descrito por Honda e Matsui (1974).

Em outros casos, entretanto, o pré­tratamento de tecidos infectados

pelo CMV não é essencial para a visualização de partículas virais intracelulares,

devido ao fato de que as partículas individuais são geralmente detectadas pelo seu
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tamanho, opacidade aos elétrons e pela sua aparência em geral, mesmo que elas
estejam dispersas aleatoriamente no citoplasma (Lawson & Hearon, 1970; Russo &
Martelli, 1973; Tolin, 1977).

As partículas do CMV estão presentes no parênquima e tecidos
condutores de hospedeiras invadidas sistemicamente (Lyons & Allen, 1969). As
partículas intracelulares são distribuídas aleatoriamente no citoplasma, mas
geralmente formam agregados em várias formas. Agregados de vírus também são
encontrados no vacúolo (Russo et a/., 1982; DiFranco et a/., 1983).

Alguns autores (Lawson & Hearon, 1970; Francki ef al., 1985; Martelll,
1980), observaram partículas passando através dos plasmodesmos em células
infectadas pelo CMV.

|

O núcleo parece ser pouco afetado pelo CMV (Francki, 1985).
Somente em dois exemplos, modificações nucleares induzidas pelo CMV foram
relatadas em células do mesófilo de fumo (Honda & Matsui, 19/4) e em

protoplastos (Honda et a/., 1974) consistindo, em ambos os casos, de alteração na
heterocromatina. A relação do CMV com o núcleo é controversa. Honda e Matsui
(1974) relataram que mais de 70% dos núcleos de células de fumo infectadas
continham partículas virais e essas partículas também foram detectadas nos
núcleos de células de Nicotiana clevelandii infectadas com a estirpe T do CMV

(Francki et a/., 1985). Francki e colaboradores (1985), propuseram que a síntese de
RNA e a formação de partículas deve ocorrer no citoplasma e que o núcleo seja
mais provavelmente um local de acúmulo de partículas do que de produção.
Entretanto, foi observado que núcleos visivelmente modificados de protoplastos de

fumo infectados pelo CMV continham agregados de partículas virais associadas ao
nucléolo, indicando que as partículas do CMV poderiam ser produzidas no núcleo.
(Honda ef a/., 1974).
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II. MATERIAIS E MÉTODOS

Vírus e Plantas

O isolado do vírus do mosaico do pepino usado neste estudo foi obtido

de folhas de Catharantus roseus (CMV­Cr) mostrando sintomas de mosaico e

distorção foliar. O inóculo foi preparado através de maceração de folhas em tampão
fosfato de potássio 0,02 M pH 7,4, contendo sulfito de sódio 0,02 M. O

homogeneizado foi manualmente aplicado na folha de Chenopodium quinoa
utilizando Celite como abrasivo. Uma única lesão local clorótica em folha de C.

quinoa foi isolada, macerada em tampão e inoculada em fumo. Extratos de folhas

desta planta foram então usados como fonte de inóculo para determinação de
hospedeiras do CMV­Cr. As plantas inoculadas foram: Chenopodium quinoa Willd,,

Gomphrena globosa L., Catharantus roseus G. Don., Cucurbita pepo L., Nicotiana
tabacum L., Cucumis sativus L., Vigna unguiculata Walp , Phaseolus vulgaris L.

“carioca”, Phaseolus vulgaris L. “rajado”, Phaseolus vulgaris L. “jalo”, Brassica

oleraceae L. var. acephala e Raphanus sativus L. As plantas que não

apresentaram sintomas foram submetidas à retroinoculação, cujas folhas foram

utilizadas como inóculo para plantas de C. quinoa.

Purificação

O vírus do mosaico do pepino (CMV­Cr) foi purificado seguindo­se, em

parte, o protocolo descrito por Lot ef a/. (1972). Folhas de fumo foram trituradas em
liquidificador com 1 volume (peso/vol) de tampão citrato de sódio 0,5 M pH 6,5
contendo EDTA 0,01 M e 2­mercaptoetanol 0,1%. Após filtração em quatro

camadas de gaze, o suco foi misturado com 1 volume (vol/ívol) de clorofórmio,

agitado fortemente por 10 minutos e as fases foram separadas por centrifugação a

12.000g por 10 minutos. O vírus foi precipitado da fase tamponada pela adição de
polietilenoglico! a 10% e agitação à 4ºC por 60 minutos. Após centrifugação a
12.000g por 10 minutos, o “pellet” foi ressuspendido em pequeno volume de tampão
borato de sódio 0,005 M pH 9,0 contendo EDTA 0,005 M, agitado por 60 minutos à
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4ºC, centrifugado a 16.000g por 10 minutos e o sobrenadante usado para filtração
em gel.

A filtração em gel (Gaspar et a/., 1995) foi feita em coluna (f7/5Sem X

1.9mm) de Sephacryl S­1000 (Pharmacia LKB Biotechnology, NJ, USA) estabilizada

com tampão fosfato 0,01 M pH 7,2 contendo NaCl 0,15 M (PBS) com fluxo de

corrida de 1ml/minuto. A coluna foi acoplada a um monitor de UV (Econo EM­1, Bio­
Rad) e o padrão de absorção, a 254 nm, obtido em um registrador (Econo 1325,
Bio­Rad). Frações de 3 ml! foram manualmente coletadas e aquelas pertencentes

ao pico de absorção foram juntadas e concentradas por filtração através de

membranas (Sigma Chemical) com limite de exclusão de 300 kDa. A fração

resultante é doravante denominada “vírus purificado”.

Espectrofotometria

O espectro de absorção do CMV­Cr purificado foi determinado no

comprimento de onda luz ultravioleta. A concentração do vírus foi aferida pela

absorção a 260 nm de uma solução diluída 1:100, assumindo um coeficiente de
extinção de 5.0 (Francki et a/., 1966).

Microscopia eletrônica do vírus purificado

Uma alíquota da preparação purificada do vírus foi aplicada sobre

telinhas de microscopia eletrônica cobertas com Butvar (Sigma) e reforçadas com

carbono. A contrastação negativa foi feita com acetato de uranila 1% por 1­2

minutos (Harris & Horne, 1991) e observadas em um microscópio eletrônico de
transmissão Zeiss EM 906.

Extração de proteínas

Extratos de proteínas de plantas de C. roseus sadias e infectadas pelo

CMV­Cr, foram preparadas pela homogeneização de folhas em tampão Tris.HCI

0,05 M pH 7,5 contendo sacarose 0,4 M, MgCl2 0,005 M, KCI 0,01 M e glicerol 20%

(volívol) (Bradley & Zaitlin, 1971). Os extratos foram centrifugados a 16.000g
durante 5 minutos e incubados com 5 volumes de acetona —20ºC por 20 horas. O
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precipitado contendo proteínas foi coletado por centrifugação a 16.000g por 20
minutos e ressuspendido em tampão de amostra para eletroforese.

Eletroforese

A eletroforese foi feita em gel desnaturante de dodecil sulfato de

sódio­poliacrilamida (SDS­PAGE) segundo Laemmli (1970). As proteínas foram

desnaturadas por fervura a 100ºC por 3 minutos em tampão de amostra Tris.HCI!
0,1 M pH 6,8 contendo SDS 2%, glicerol 10%, DTT 0,1 M e azul de bromofenol

0,001 M. A eletroforese foi conduzida em um aparelho Mini Protean Il (Bio­Rad)

com gel de 7 cm X 8 cm a 200 V (voltagem constante) por 45 minutos. Os géis

foram fixados em mistura contendo metanol, água e ácido acético (50:50:10) por 60

minutos, corados com azul de Comassie 0,25% nessa mesma mistura por 60

minutos e descorados com metano! e água (1:1) por 18 horas.

“Western blotting”

Após separação em SDS­PAGE, as proteínas foram transferidas para
filtro de nitrocelulose (Towbin & Gordon, 1984) em um eletrotransferidor (“Mini
Trans­Blot" ;Bio­Rad) operando sob voltagem constante (100 V) por 60 minutos. O

tampão de transferência utilizado foi o Tris­Glicina (Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M,

pH 8,3) contendo metanol 20%. A detecção da proteína capsidial no filtro de

nitrocelulose foi feita primeiro incubando o filtro em tampão PBS contendo Tween­

20 0,3% (PBS­T) e BSA 3% por 60 minutos. Em seguida, o filtro foi Incubado por 60
minutos com o anti­soro para a proteína capsidial do CMV (gentilmente doado pelo

Dr. Peter Palukaitis, USA) diluído 1:1000 com tampão PBS­T contendo BSA 0,3%.
Seguiram­se lavagens com PBS­T e incubação por 60 minutos com anti­lgG de

coelho (feito em cabra) conjugado com fosfatase alcalina. Após lavagens com PBS,
o filtro foi incubado por 20 minutos com mistura de BCIP/NBT (5­bromo­4­chloro­3­
indolyl phosphate/nitro­blue tetrazolium).
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Extração do RNA viral

Tanto a água como as soluções utilizadas foram tratadas com dietil

pirocarbonato de sódio (DEPC) para eliminação de RNAses. As vidrarias foram

mantidas à 200ºC por 3 horas.
À suspensão viral foi acrescentado SDS na concentração final de 1%

e a solução foi aquecida por 2 minutos à 55ºC. Em seguida, a suspensão foi
misturada com igual volume de feno! (equilibrado com tampão citrato de sódio 0,1 M

pH 4,3), agitada manualmente por 30 segundos e, então, centrifugada para
separação das fases. A fase aquosa foi novamente extraída com clorofórmio e,

após centrifugação, o ácido nucleico presente na fase aquosa foi precipitado pela
adição de 1/10 do volume de acetato de sódio 3 M pH 5,2 e dois volumes de etanol!

e manutenção por 30 minutos à ­/0ºC. Após centrifugação a 12.000g por 15
minutos, o “pellet” foi secado à 37ºC por 10 minutos e, então, ressuspendido em
água tratada com DEPC (dietil pirocarbonato de sódio) (Farrel, 1993).

O RNA viral foi submetido a eletroforese em gel nativo de agarose 1%

em tampão Tris­Acetato­EDTA (TAE) pH 8,3. Para determinação do tamanho

molecular utilizou­se gel desnaturante de agarose 1% contendo formaldeído 0,66

M. O marcador de peso molecular utilizado foi o “RNA Ladder 0,24 — 9,5 Kb" (Gibco
—BRL).

Produção de sonda não radioativa

O sistema utilizado para produção de sonda radioativa baseia­se na

marcação do cDNA por incorporação ao acaso do nucleotídeo duUTP conjugado

com o esteróide digoxigenina (DIG­dUTP).
Para a produção do DNA complementar (cDNA) ao RNA viral, foi

utilizado o protocolo descrito a seguir. O volume de reação é de 20 ul e consiste de:

50 mM Tris.Cl (pH 8,3); 75 mM KCI; 10 MM DTT; 3 mM MgCl2; 0,1 mM cada dGTP,
dATP, dCTP; 0,065 mM dTTP; 0,085mM Dig­dUTP; 10 ug/ml hexanucleotídeos; 2

ui Inibidor de RNAse; 1­3 ug RNA viral; 50 ui Transcriptase Reversa de “Avian
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Myeloblastosis Virus”. A incubação foi feita por 3 horas à 42ºC. A sonda produzida é
estável à ­20ºC por até 12 meses.

Especificidade da sonda

A especificidade da sonda foi demonstrada através da utilização da
técnica de “dot blott”. Um ul de RNA, previamente desnaturado por aquecimento à
55ºC por 15 minutos e imediato resfriamento em gelo/álcool, foi aplicado em
membrana de nailon e então fixado por exposição à radiação ultavioleta a 50
mJoule. A membrana de nailon foi então pré­hibridizada conforme descrito no item

“hibridização”.

Extração de RNA total de folhas

Duzentos e cinquenta miligramas de folha foram congeladas com
nitrogênio líquido, trituradas a pó e, então, maceradas com 1,0 ml! de Trizol (Gibco­
BRL). Após incubação por 5 minutos em temperatura ambiente para permitir a
completa dissociação dos complexos nucleoproteicos, 0,2 ml! de clorofórmio foi
adicionado e a suspensão foi incubada por mais 15 minutos em temperatura

ambiente. Após centrifugação 12.000g por 15 minutos à 5ºC, a fase aquosa foi
coletada e transferida para um novo tubo. O RNA foi precipitado pela adição de 0,5
ml de isopropanol e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Após
centrifugação a 12.000g por 15 minutos, o RNA precipitado foi lavado com 1 ml! de
álcool 75%, centrifugado a 7.500g por 5 minutos à 5ºC, secado à 37ºC por 10
minutos e, então, ressuspendido em água tratada com DEPC.

Gel! Desnaturante de Agarose

A eletroforese foi feita em gel de agarose 1 % em tampão MOPS

(ácido propanesulfonico 3­[N­morpholino] 0,02 M pH 7,0; acetato de sódio 0,005 M;
EDTA 0,001 M) e formaldeído a 0,66 M. As amostras foram diluídas em tampão de
amostra contendo formamida, formaldeído e MOPS. O tampão de corrida utilizado
foi o MOPS. Antes de serem aplicadas ao gel, as amostras foram submetidas à
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desnaturação à 55ºC por 15 minutos e colocadas no gelo imediatamente. À
voltagem utilizada para eletroforese foi de 100 volts por aproximadamente 1 hora.

Antes do gel ser submetido à transferência, este foi lavado 2 vezes (10
minutos cada) em água tratada com DEPC. Em seguida, o gel foi incubado por 20

minutos em NaOH 0,05 N, e 2 vezes (15 minutos cada) em SSC 20X (SSC 1X=

NaCl 0,15 M; citrato de sódio 0,015 M pH 7,0). Após essas incubações, os ácidos
nucleicos foram transferidos para a membrana de nailon.

“Northern blotting”

A transferência dos ácidos nucleicos do gel desnaturante de agarose

para a membrana de nailon foi feita usando­se um eletrotransferidor “Vacuum
Blotter" (Bio­Rad­Modelo 785), operando sob pressão de 5 mm Hg, durante 90

minutos. O tampão de transferência utilizado foi SSC 10X.

Após a transferência, o gel foi corado com brometo de etídio para

certificação de que o RNA tivesse sido transferido. A membrana de nailon foi
submetida a lavagem em SSC 6X durante 5 minutos e, então, os ácidos nucleicos

foram fixados por exposição à radiação ultravioleta a 50 mJoule.

Hibridização

Após ter sido fixada, a membrana foi submetida à pré­hibridização à
42ºC durante 3 horas em tampão contendo SSC 5X, solução bloqueadora
(“blocking reagent”, Boehringer Mannhein) a 1%, N­Lauroy! sarcosina a 0,1%, SDS
a 0,02% e formamida a 50%.

Seguiu­se a hibridização também à 42ºC por 20 horas no mesmo
tampão contendo a sonda para o CMV, previamente desnaturada por aquecimento
em banho­maria por 10 minutos e imediato resfriamento em gelo/álcool.

Após a incubação, a membrana foi lavada em SSC 2X contendo SDS

0,1% por 2 vezes de cinco minutos cada à temperatura ambiente e em SSC 0,1X
contendo SDS 0,1% por 2 vezes de quinze minutos à 68ºC. Em seguida foi feita a
detecção dos híbridos DNA:cDNA ou RNA:cDNA.
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Detecção dos Híbridos

A membrana de nailon foi incubada primeiramente em tampão 1

(ácido maleico 0,1 M; NaC! 0,45 M pH 7,5) por um minuto. Em seguida, foi colocada
no tampão 2 (solução bloqueadora a 1% dissolvida no tampão 1) por 1 hora. À

membrana foi, então, incubada por 1 hora com solução de tampão 2 contendo anti­

DIG­PA (anti­soro monoclonal anti­digoxigenina conjugado com fosfatase alcalina)

diluído 1:10.000. Lavagens de 2 vezes de 15 minutos no tampão 1 deram

prosseguimento ao processo. Em seguida, a membrana foi equilibrada por 2

minutos em tampão 3 (Tris­HCI 0,1 M pH 9,5; MgCl2z 0,005 M e NaCl 0,1 M), para

posterior reação com mistura BCIP/NBT durante 20 minutos.

Extração de RNA de fita dupla (ds RNA)

O método para extração de ds RNA foi basicamente o descrito por

Morris & Dodds (1979). O método é baseado na afinidade das moléculas de ds

RNA com celulose CF­11 na presença de etanol. Em linhas gerais, sete gramas de

folhas infectadas foram congeladas em nitrogênio líquido e trituradas a pó em
cadinho de porcelana e extraído com STE 2X (STÊ 1X = NaCl 0,1 M; Tris­Cl 0,05
M; EDTA 0,001 M pH 7,0), SDS 10%, fenol saturado com STE e bentonite. Esta

solução ficou sob agitação durante trinta minutos. Após centrifugação, a fase
aquosa foi submetida à passagem em coluna de celulose CF­11 (Whatman) com
etanol 16,5%. Então, o ds RNA foi eluído com STE 1X livre de etanol e precipitado

com 1/10 volume de acetato de sódio 3 M pH 5,5 e dois volumes e meio de etanol
100%. Após incubação à —20ºC por 16 horas e centrifugação a 8.000g por trinta
minutos, o “pellet” foi ressuspendido em STE 1X.

Amplificação por Transcriptase Reversa/Reação em Cadeia pela Polimerase

Para a produção do DNA complementar (cCDNA) ao RNA viral, o

volume de reação foi de 25 ul e consistitu de: SOMM Tris.HCI (pH 8,3), 75 mM KCI;
10 MM DTT; 3mMM MgCl; 0,1mMM cada dGTP, dATP, dCTP, dTTP; 2 ul de

hexanucleotídeos (“primers”) 2 unidades de inibidor de RNAse; 1­3 ug de RNA viral;

200 unidades de trancriptase reversa Superscript (Gibco). O RNA viral e a mistura
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de hexanucleotídeos foram desnaturados à 95ºC antes dos demais componentes
serem adicionados. A incubação foi feita por 2 horas à 37ºC.

Dois “primers” específicos para o CMV foram sintetizados, baseado na
comparação de sequências de cDNA conhecidas da capa proteica do CMV. O

“primer” 1 “anti­ssense” S8­GCCGTAAGCTGGATGGAÇAA­3' correspondentes às

bases 1996 a 2015 do RNA 3 do CMV­Q. O “primer” 2 “sense” 5"­
TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCG­3' corresponde aos nucleotídeos 1514 a 1536

do RNA 3 do CMV­Q. O comprimento esperado do fragmento de DNA amplificado é
de 499 a 502 pb para isolados do CMV do subgrupo || e 486 a 488 pb para isolados
do CMV do subgrupo |.

Os componentes para 50 ul de reação foram: tampão PCR 1X

(concentração final: KCl SOMM, MgCI 1,5 mM, Tris­HCI 10 mM), cDNA 2 ul, Tag

DNA polimerase 1,25 unidades, dNTPs 0,2 mM de cada e “primers” 0,1 uM de
cada. A amplificação foi feita em um ciclador (MJ Research) utilizando­se o seguinte
programa: 80ºC por 2 minutos sendo, então, a taq DNA polimerase adicionada aos

outros componentes da reação (Chou et a/,, 1992), seguindo­se a desnaturação à
94ºC durante 4 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificação (94ºC, 1 minuto;
45ºC, 1 minuto; 72ºC, 2 minutos, proporcionando, respectivamente, a desnaturação,
o anelamento dos “primers” e a extensão), seguido de 5 minutos de extensão final à
72ºC.

Digestão dos Produtos do PCR por enzimas de restrição
Os fragmentos amplificados por PCR foram digeridos pelas

endonucleases de restrição Eco RI, Bam H!I e Msp | (Gibco­BRL), utilizando­se 18
ul de fragmentos amplificados, 2 ul de tampão apropriado (10X) e 1 ul da enzima.
Todas as digestões foram efetuadas à 37ºC durante 2 horas. Os produtos da
digestão foram analisados através de gel de agarose 2% e o tamanho dos
fragmentos estimados por comparação com marcador de 100 pb (100bp DNA
Ladder, Gibco­BRL).
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Eletroforese em gel nativo de agarose

Os ácidos nucleicos foram fracionados em gel de agarose 2% em

tampão TAE (Tris 0,04M, acetato de sódio 0,02M e EDTA 0,0001M, pH 8,3). Os

géis foram submetidos à 80 V por cerca de 70 minutos e corados com brometo de

etídio (0,1 ug/ml) por 30 minutos. Os ácidos nucleicos foram visualizados através de

um transluminador de luz ultravioleta e fotografados usando câmera Polaroid tipo
DS 34.

Produção de sonda a partir do PCR

O sistema utilizado para produção de sonda não radioativa através de

PCR baseia­se na incorporação de dCTP conjugado com biotina (BIO­dCTP). Para

a produção da sonda a partir do DNA complementar foi utilizado o protocolo

descrito para PCR, sendo o volume de reação de 25 ul consistindo de: 50 mM

Tris.Cl (pH 8,3); 75 mM KCI; 10 mM DTT; 5 mM MgCl2a; 1 mM dCTP (biotina); IMM

dCoTP; 2mMM dATP: 2mMM dGTP; 2mM dTTP; oligonucleotídeos sintetizados

(“primers” 1 e 2) 2,5 ul de cada; 1­3 ug de CcDNA; 2,5 unidades de Taq DNA
polimerase. Os componentes foram fervidos antes que a Taq DNA polimerase fosse

adicionada. Após a amplificação, o cDNA da reação foi precipitado à ­20ºC com
cloreto de litio 0,1 M e etanol 100% durante 16 horas, centrifugado e ressuspendido

em 25 ul de água.

Preparação do tecido vegetal para análise ultraestrutural

Pequenos pedaços de folhas de fumo sistemicamente infectadas pelo

CMV­Cr foram fixadas por 1 hora sob vácuo e 2 horas à 4ºC em glutaraldeído 3% e
paraformaldeído 4% tamponados em cacodilato de sódio 0,1M pH 7,0 (Karnovsky,
1965).

Após fixação, o material foi lavado durante 2 horas em tampão

cacodilato de sódio 0,1: M pH 7,0 e pós­fixados em tetróxido de ósmio 1% no

mesmo tampão, à 4ºC, durante aproximadamente 14 horas. Lavagens com água
destilada (3 vezes de 10 minutos e 1 vez de 60 minutos) precederam a
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contrastação dos espécimes com acetato de uranila 2 % em tampão maleato de
sódio 0,05 M pH 6,0 durante 2 horas (Karnovisky, 1967).

Em seguida, o material foi lavado em água destilada (3 vezes de 10
minutos) e desidratado em gradiente crescente de etanol: 30% ­ 30 minutos, 50% ­

30 minutos, 70% ­ 30 minutos, 100% 2 vezes de 30 minutos e 1 vez de 60 minutos.

A inclusão do material foi feita em resina epoxy de baixa viscosidade

conforme recomendado por Spurr (1969). Como solvente para essa resina utilizou­
se etanol na proporção (resina:etanol) 1:1 por 2 vezes de 1 hora, colocando­se
após, resina pura (1 vez de 3 horas e | vez de aproximadamente 14 horas).

Posteriormente, o material foi emblocado, permanecendo 24 horas à 70ºC.

Cortes ultrafinos (aproximadamente 50 nm) foram feitos com navalhas
de diamante em um ultramicrótomo Leica UCT e montados em telinhas de cobre,

previamente revestidas com uma película de Butvar reforçada com carbono.
Posteriormente, os cortes foram contrastados com citrato de chumbo (Millonig,
1961) e observados em um microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM 906

operando a 80 KV.

Preparação do tecido para imunomarcação

Pequenos pedaços de folhas jovens de fumo mostrando sintomas de

mosaico foram fixados em tampão cacodilato O1M pH 7,2, contendo

paraformaldeído 4% e glutaraldeído 0,5% durante 2 horas sob vácuo. Os pedaços

de tecidos foram, então, lavados em tampão cacodilato 0,1 M 3 vezes de 30

minutos cada à 4ºC e, então, pós­fixados com ósmio reduzido, consistindo na
mistura de 1% de OsOa, 1,5% de ferrocianeto de potássio em tampão cacodilato 0,1

M (Tamaki & Yamashina, 1994). Seguiu­se a desidratação em uma série de

concentração crescente de etanol, começando em 30% à 4ºC e seguido com 50, 70
e 100% à —20ºC. A infiltração com resina acrílica LR White foi feita como descrito

por Hills e colaboradores (1987). O tecido infiltrado foi incluído em cápsulas de
polietileno e polimerizado à 60ºC por 24 horas.
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Imunolocalização in situ da proteína capsidial

Secções ultrafinas (50 nm) de tecido foram feitas com navalha de

diamante em um ultramicrótomo Leica UCT e montadas em telinhas de níquel

cobertas com Butvar (Sigma) e carbono. As telinhas contendo os cortes foram

incubadas em gotas de metaperiodato de sódio 4% durante 45 minutos a fim de

retirar o Os;O0,4. Posteriormente, as telinhas foram lavadas com água 3 vezes de 5
minutos cada. As telinhas foram, então, colocadas sobre uma gota de PBS

contendo BSA 1% durante 1 hora à temperatura ambiente para bloquear reações

inespecíficas e, então, incubadas com anti­soro para proteína capsidial do CMV,
diluído (1:1000) em PBS contendo 0,01% de BSA durante 2 horas. Após a

incubação, as telinhas foram lavadas em gotas de PBS contendo BSA 0,01% (3

vezes de 10 minutos cada) e, então, incubadas por 1 hora à temperatura ambiente

sobre gotas de anti IgG de coelho (obtido em cabra) conjugado com ouro coloidal

(10 nm) (Sigma) diluído em PBS, BSA 0,01% (1:100). Após lavagens com tampão,

como descrito acima, e água destilada, as telinhas foram secadas e contrastadas

por 2­3 minutos com solução aquosa de acetato de uranila 2% e posteriormente

contrastadas com citrato de chumbo (Millonig, 1961). As secções foram observadas

em um microscópio eletrônico Zeiss EM 906.

Como controle negativo utilizou­se telinhas tratadas com soro normal e

anti­soro não homólogo.
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IV. RESULTADOS

Hospedeiras e Sintomatologia

O vírus do mosaico do pepino isolado de C. roseus induziu os

seguintes sintomas nas plantas testes inoculadas:

Família Chenopodiacea

Chenopodium quinoa Willd. Lesão local clorótica na folha inoculada

Família Solanacea

Datura metel L. Lesão local clorótica na folha inoculada

Nicotiana tabacum L. "TNN” Infecção sistêmica; mosaico; deformação foliar
Nicotiana benthamiana L. Encarquilhamento; clorose

Família Cucurbitacea

Cucurbita pepo

| “Caserta” sistêmico; necrose do ponteiro

. |Lesão local clorótica na folha inoculada; toma­se mosaico

Cucumis sativus L. Lesão local clorótica na folha inoculada — mosqueado fraco

sistêmico ­.

Família Leguminosacea

Phaseolus vulgaris L.
“Carioca”

Não apresentou sintoma

Phaseolus vulgaris L. “Jalo” Não apresentou sintoma

Phaseolus vulgaris L.
“Rajado”

Não apresentou sintoma

Vigna unguiculata Walp Não apresentou sintoma
Família Crucifera

Brassica oleraceae L. var.

acephala

Não apresentou sintoma

Raphanus sativus L. Não apresentou sintoma
Família Amarantacea

Gomphrena globosa L. Deformação foliar; clorose
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A figura 1 mostra os sintomas provocados pelo CMV­Cr em
Catharantus roseus G. Don. (A), Cucumis sativus L., (B), Cucurbita pepo L.

“Caserta” (C), Nicotiana tabacum L. "TNN" (D), Chenopodium quinoa Willd.(E) e
Gomphrena globosa L. (F).

Obtenção do vírus purificado

A figura 2 mostra o perfil eletroforético de proteínas das amostras
obtidas antes e após a filtração em gel de Sephacry!l s­1000. O aparelho utilizado é
demonstrado na figura 3. O espectro de absorção em luz ultravioleta (Figura 4) foi
típico de nucleoproteína com pico máximo a 258 nm. A concentração do vírus
purificado foi de 11 mao/Kg de folhas infectadas. A figura 5 mostra partículas do
CMV­Cr contrastadas negativamente e observadas ao microscópio eletrônico de
transmissão.

Massa molecular da proteína do capsídeo

Em gel desnaturante de SDS­PAGE ficou evidenciada a presença da
proteína capsidial do CMV­Cr como um componente único (Figura 6) com massa
molecular estimada de 27 kDa, conforme determinação comparativa com proteínas
de massa molecular conhecida.

Detecção do CMV em extratos de folha

O perfil eletroforético de extratos de folhas de planta sadia e infectada

pelo CMV­Cr mostra­se similar, sem evidenciar a presença da proteína capsidial no

extrato de folha infectada (Figura 7 (1)). Entretanto, este polipeptídeo pôde ser

identificado por “Western blot" usando anti­soro específico para a proteína capsidial

do CMV (Figura 7 (2)).

Análise do RNA viral

A eletroforese em gel de agarose do RNA extraído de partículas do

CMV revelou 4 bandas com tamanho de 3.4 Kb, 3.0 Kb, 2.2 Kb, e 1.0 Kb (Figura 8).
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Não foi observado nenhum RNA de baixo peso molecular que pudesse
corresponder a um RNA satélite.

Produção de sondas não radioativas

Foi produzida uma sonda molecular não radioativa específica para o

CMV e que reconhece todos os RNAs do vírus. Também, através de reação por

PCR, uma outra sonda foi produzida e que reconhece somente os RNAs 3 e 4 do

CMV onde está localizado o gene para a capa proteica viral (Figura 10).

Especificidade da sonda

A sonda produzida para o RNA viral hibridizou especificamente com o

RNA genômico extraído do CMV­Cr. Nenhuma hibridização ocorreu com RNAs

totais extraídos de plantas não infectadas (Figura 9).

Identificação de RNAs associados ao CMV em extratos de folha infectada

Através de “Northern blot”" e hibridização com sonda específica para os
RNAs do CMV, foi possível detectar todos os três RNAs genômicos, bem como o
RNA subgenômico codificador da proteína capsidial (Figura 11, coluna 3) em
extratos de RNAs totais de planta de fumo infectada pelo CMV­Cr. Nos extratos de
RNAs totais de planta infectada observa­se duas bandas adicionais

correspondentes a RNAs de tamanhos 1.93 Kb e 1.5 Kb, os quais não são

observados em preparações virais purificadas (coluna 1). Nenhuma reação ocorreu

com RNAs totais extraídos de planta sadia (coluna 2).

Extração e identificação de RNAs de fita dupla associados ao CMV

Os RNAs de fita dupla foram extraídos e analisados por eletroforese

em gel de agarose 1% (Figura 12). A identificação de que os RNAs eram de fita

dupla, vem do fato de que os dsRNAs terem sidos tratados (e não digeridos) com
DNAse | e Nuclease S1 ao final do processo de extração. Quatro espécies de RNAs

foram detectadas em plantas de fumo infectadas pelo CMV­Cr, cujos tamanhos
moleculares foram determinados por comparação com os tamanhos moleculares de
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fragmentos de DNA (DNA do fago lambda digerido com Hind Ill). Quando o dsRNA
foi desnaturado e aplicado em gel desnaturante de agarose­formaldeído, os valores

obtidos foram similares àqueles dos RNAs extraídos das partículas virais. Assim, os

valores estimados para os dsRNAs foram: RNA1: 3.9 Kpb; RNA 2: 3.3 Kpb; RNA 3:

2.5 Kpb e RNA 4: 1.0 Kpb. Nenhum RNA de fita dupla foi obtido à partir de folhas de

fumo sadio. A análise eletroforética dos dsRNAs do CMV­Cr, mostrou também a

ausência de RNAs de baixo peso molecular que pudesse corresponder a RNAs

satélite, semelhante ao demonstrado na análise dos RNAs extraídos de partículas

virais purificadas.

Amplificação por RT/PCR

A amplificação em cadeia da polimerase dos três isolados analisados,

sendo os isolados de maracujá e banana utilizados apenas para efeito comparativo,

produziu um único fragmento com tamanho esperado de 486 a 488 pb (Figura 13

A). Esses fragmentos, analisados por "Northern Blot", hibridizaram especificamente

com a sonda não radioativa que reconhece os RNAs 3 e 4 do CMV (Figura 13 B).

Análise dos fragmentos por RFLP

Os produtos do PCR das amostras do CMV isolados de Catharantus

roseus, Passiflora Sp (maracujá) e Musa sp (banana), não foram digeridos pelas

enzimas Eco RI (Figura 14 A) e Bam HI (Figura 14 B) e quando digeridos pela

enzima Msp | (Figura 15 A), ao isolados obtidos de Catharantus roseus e Passiflora

Sp (maracujá) produziram dois fragmentos de aproximadamente 337 e 151 ppe o

isolado obtido de Musa sp (banana) produziu além dos dois fragmentos, um outro

com cerca de 197 pb. Os fragmentos de 337 e 151 pb obtidos após a digestão pela

Msp | foram reconhecidos através de “Southern Blot” reagindo com sonda
específica para os RNAs 3 e 4 do CMV, sendo que o fragmento de 197 pb do

isolado de banana não foi reconhecido pela sonda (Figura 15 B).
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Citopatologia e Imunolocalização da proteína capsidial do CMV
A mais proeminente alteração verificada em células de folha de fumo

infectados pelo CMV foi a intensa vacuolização no citoplasma (Figura 16). Dentro

desses vacúolos foram observados cristais de diversos tamanhos (Figura 17 A) e

acúmulo de substâncias de natureza amorfa (Figura 17 B). Partículas isométricas
semelhantes a vírus foram também encontradas em associação com membranas
do dictiossomos (Figura 17 C). Corpos mielínicos foram raramente encontrados em

associação com a plasmalema sendo pouco mais frequentes em associação com o
tonoplasto (Figura 17 D).

A imunomarcação de secções de folhas de fumo infectadas pelo CMV­

Cr com anticorpos específicos para a proteína capsidial mostrou intensa marcação
no citoplasma (Figura 18 A), nos cristais encontrados nos vacúolos (Figura 18 B) e

na substância de natureza amorfa (Figura 18 C). Quase nenhuma marcação foi
verificada nos cloroplastos, mitocôndrias e núcleos (Figura 18 A).

Secções incubadas com soro normal ou anti­soro não homólogo não

mostraram nenhuma marcação (Figura 19).
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Figura 1. Sintomatologia induzida pelo vírus do mosaico do pepino em (A)
Catharantus roseus G. Don., [ramo sadio (esquerda); ramo infectado (direital, (B)

Cucumis sativus L., (C) Cucurbita pepo L. “Caserta”, (D) Nícotiana tabacum L.
“TNN”, (E) Chenopodium quinoa Willd., (F) Gomphrena globosa L.
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Figura 2. Eletroforese em gel de SDS­PAGE a 12% das frações obtidas antes (A) e
após (B) a filtração em gel de Sephacryl S­1000. As bandas identificadas com
asterisco correspondem à proteína capsidial do CMV. Marcadores de massa
molecular: Miosina (200 kDa), Fosforilase B (9/4 kDa)) BSA (68 KkDa),
Ovoalbumina (43 kDa), Anidrase carbônica (29 kDa), Lactoglobulina (18,4 kDa) e
Lisozima (14,3 kDa).
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Figura 3. Aparelhagem utilizada para filtração em gel Sephacryl S­1000.
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Figura 4. Espectro de absorção do vírus do mosaico do pepino (CMV­Cr) purificado
em gel de Sephacry! S­1000.
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Figura 6. Determinação da massa molecular da proteína capsidial do CMV­Cr em
SDS­PAGE . (A) Marcadores de massa molecular: miosina (200 kDa), fosforilase B
(97,4 kDa), albumina de soro bovino (68 KkDa), albumina de ovo (43 KkDa), anidrase
carbônica (29 kDa). (B) Alíquota da preparação purificada do CMV­Cr.
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Figura 7. 1. Perfil eletroforético de extrato de planta sadia (A), planta infectada (B)
e CMV­Cr purificado (C) 2. “Western Blot” e reação imunológica de um gel similar

ao 1 para a detecção do CMV­Cr (setas) em C. roseus. Os asteriscos indicam

polipeptídeos sorologicamente relacionados com a proteína capsidial.
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Figura 8. Análise do RNA viral em gel de agarose 1%. (A) Padrão de tamanho

molecular. (B) RNA extraído do CMV­Cr (RNAs 1,2, 3 e 4).
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Figura 9. Determinação da especificidade da sonda (CDNA). (A) RNA genômico.

(B) RNA total extraído de planta sadia. (C) RNA total extraído de planta infectada

pelo CMV­Cr.
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Figura 10. Análise por hibridização “Northern blot" de RNAs do CMV­Cr extraídos

de partículas virais purificadas. (A) RNAs do CMV­Cr obtidos de partículas

purificadas e hibridizados com sonda produzida a partir de RNAs, utilizando
transcriptase reversa. (B) RNAs do CMV­Cr extraídos de partículas purificadas e

hibridizados com sonda produzida através de PCR, utilizando “primers” que

flanqueiam a região do gene da capa proteica viral.
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Figura 11. Análise por hibridização “Northern blot" com sonda específica para o

CMV. Coluna 1. RNAs extraídos de partículas purificadas (a, b, c; d). Coluna 2.
RNAs extraídos de folha de planta de fumo sadia. Coluna 3. RNAs extraídos de

folha de fumo infectada pelo CMV­Cr (a, b, c, d). Os asteriscos indicam possíveis

produtos de degradação ou DI RNAs.
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Figura 12. Perfil eletroforético dos dsRNAs extraídos e purificados em Celulose CF­
11. (1). DNA de fago lambda digerido com Hind Ill. (2). dsRNAs extraídos de folhas

de fumo controle (não inoculado). (3). Extração feita a partir de folhas de fumo

infectado pelo CMV­Cr — dsRNAs 1, 2, 3 e 4, respectivamente, a, b, c, d.
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Figura 13. (A) Amplificação dos cDNAs da região da capa proteica dos isolados do

CMV através de RT­PCR em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio. 1.

Marcador de 100 pb (Gibco­BRL). 2. Isolado obtido de Caftharantus roseus. 3.
Isolado obtido de Passiflora sp (maracujá). 4. Isolado obtido de Musa sp (banana).
(B) “Southern blot” de um ge! similar ao (A) usando sonda específica para região do
gene da capa proteica do CMV produzida através de PCR.
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Figura 14. Análise dos produtos amplificados por RT­PCR digeridos pelas
endonucleases de restrição utilizando gel de agarose 2% corado com brometo de
etídio. (A) Digestões utilizando a enzima Eco RI. (B) Digestões utilizando­se a
enzima Bam HI. 1. Marcador molecular 100 pb (Gibco­BRL). 2. CMV isolado de
Catharantus roseus. 3. Isolado de Passiflora sp. 4. Isolado de Musa sp.

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



A

Figura 15. (A) Análise em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio dos

produtos amplificados por RT­PCR digeridos pela endonuclease de restrição Msp |.
1. Marcador molecular 100 pb (Gibco­BRL). 2. CMV isolado de Catharantus roseus.
3. Isolado de Passiflora sp. 4. Isolado de Musa sp. (B) “Southern blot” de um gel

similar ao (A) hibridizado com sonda específica para a região da capa proteica viral.
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Figura 17. Micrografias eletrônicas mostrando alterações surgidas nas células de
folha de fumo infectadas pelo CMV­Cr. (A) Cristais de diversos tamanhos formados

por partículas isométricas encontradas no vacúolo (aumento: 38.808 X). (B)
Substância amorfa densa aos elétrons encontrada no vacúolo (aumento: 43.120 X).
(C) Partículas virais (seta) associadas à membrana do dictiossomos (aumento:
122.320 X). (D) Corpos mielínicos (seta) associados ao tonoplasto (aumento:
95.682 X).
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Figura 18. (A) Imunomarcação de proteinas da capa proteica viral em tecido foliar de

planta de fumo infectada pelo CMV­Cr, utilizando­se anti­soro específico e ouro coloidal. C

= citoplasma; Cl = cloroplasto; M = mitocôndria; N = núcleo (aumento: 50.100 X). A

inserção mostra a ampliação de uma região do citoplasma evidenciando a marcação com
ouro coloidal (seta) (aumento: 133.600 X). (B) Imunomarcação (setas) de um cristal

encontrado no vacúolo (aumento: 133.089 X). (C) Imunomarcação da substância amorfa

encontrada no vacúolo. Notar presença de partículas virais (seta) (aumento: 52.820 X).
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Figura 19. Controle de reação de célula de folha de fumo infectada pelo CMV­Cr

incubada com soro normal e ouro coloidal. Notar ausência de marcação. C =

citoplasma; CI = cloroplasto; M = mitocôndria; N = núcleo (aumento: 32.400 X).
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V. DISCUSSÃO

Dentre os 32 gêneros de vírus vegetais existentes (Martelli, 1992), o
do Cucumovirus se constitui num dos mais importantes devido ao grande número

de hospedeiras e ao dano econômico ocasionado por seus membros em algumas

espécies vegetais (Costa et al/., 1971; Hollings & Stone, 1971; Mink, 1972; Tobias et

al., 1982).

O vírus do mosaico do pepino é a espécie tipo do gênero cucumovirus

e apresenta uma grande gama de hospedeiras, estimada em mais de 750 espécies

em 365 gêneros de 85 famílias (Douine et a/., 1979), sendo responsável por muitas

doenças em plantas de importância econômica. O registro do CMV nos Estados da
Bahia (Chagas et a/., 1984), Ceará (Lima & Santos, 1985), Goiás (Lin et al., 1981;

Rodrigues et a/., 1984), Pará (Caner, 1969; Costa et a/., 1970; Kitajima et al/., 1980),
Pernambuco (Medeiros, 1963), Piauí (Lin et a/., 1982), Paraná (Silberschmidt, 1963;
Lima Neto et a/., 1983; Lima et a/., 1984), Rio de Janeiro (Robbs, 1964; Costa &
Robbs, 1971; Ribeiro et a/., 1975), Rio Grande do Norte (Lin, 1982), São Paulo
(Silberschmidt & Nóbrega, 1941; Nóbrega, 1947: Silberschmidt, 1955; Caner &
Ikeda, 1972; Costa & Kitajima, 1972; Costa et al/., 1972; Lin et a/., 1980; Kudamatsu
et a/., 1981; Cereda, 1983; Costa, 1983; Colariccio et a/., 1984; Espinha & Gaspar,

1997) e Mato Grosso do Sul (Dusi et a/., 1992) demonstram sua ampla distribuição
no território nacional.

Entre as hospedeiras do CMV incluem­se Vinca rosea (Wellman,

1935) e Vinca minor (Smith & Davis, 1986). No Brasil, plantas de Catharantus

roseus infectadas pelo vírus do mosaico do pepino foram encontradas na região de
Campinas, SP (Costa, 1983) e em uma região, não especificada, do interior desse

Estado (Duarte et a/., 1992). Esses dados e aqueles relatados neste trabalho,

indicam que o CMV pode ter uma distribuição geográfica bem mais ampla nessa

hospedeira e, como postulado por Costa (1983), constituir importante reservatório
desse vírus.

Os resultados obtidos quanto a hospedeiras e sintomatologia estão,

em geral, de acordo com aqueles descritos por Smith & Davis (1986) e por Duarte

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



54

et al. (1992) sendo as diferenças observadas, relacionadas com o tipo de
intensidade dos sintomas. Como relatado por Francki & Hatta (1980), a diversidade |
dos sintomas apresentados por isolados do CMV é bastante grande, tornando esta
propriedade insatisfatória para identificação desse vírus. O diagnóstico baseado na

sintomatologia é ainda mais complicado devido à variação de condições ambientais

e também à presença de RNAs satélites em alguns isolados, o que contribui para a

variação na expressão dos sintomas. Mossop e Francki (1979) relataram que a
atenuação dos sintomas em plantas infectadas por várias estirpes do CMV era

devido a um RNA satélite. Por outro lado, Kaper e Waterworth (1977) mostraram
que o RNA satélite por eles estudado atenuava os sintomas em algumas
hospedeiras, mas não em tomate, causando sintomas necróticos severos não

comuns. Finalmente, Francki e Hatta (1980) concluíram que os sintomas exibidos

por uma planta infectada por um vírus são determinados por interações entre o

genoma viral, a planta hospedeira e o ambiente. Assim, como todos estes fatores

são variáveis, não é surpreendente que a sintomatologia não seja um bom caráter

para a identificação do vírus.

O método utilizado neste trabalho para a purificação do CMV­Cr

combina extração, clarificação, precipitação com polietilenoglicol, filtração em gel de

Sephacryl $S­1000 e concentração por filtração em membrana, sem a utilização de

ultracentrifugações (Gaspar ef a/., 1995). A maioria dos métodos usados para a

purificação do CMV constitui modificações daqueles desenvolvidos por Scott (1963)

e lot e colaboradores (1972). Alguns autores utilizam centrifugações diferenciais

(Dusi et a/., 1992; Maciel­Zambolim et a/., 1990; Smith, 1986) e ultracentrifugação

em gradiente de densidade de sacarose (Maciel­Zambolim et a/., 1990). O método

de purificação aqui utilizado, através de filtração em gel de Sephacryl S­1000 que

possui faixa de fracionamento de 500.000­100.000.000, constitui uma alternativa

bastante atrativa para a purificação desse vírus, já que os outros métodos requerem

ultracentrífugas muito caras. Assim, esta metodologia constitui um meio bastante
simples e rápido, tornando­se alternativa de baixo custo para laboratórios que não

dispõem de ultracentrífugas. Como evidenciado por eletroforese em SDS­PAGE, a

preparação purificada do CMV­Cr mostra­se pura e, ao ser analisada em
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espectrofotômetro sob luz ultavioleta, apresenta curva típica de nucleoproteína. O
rendimento de 11 mg de vírus por Kg de folha pode ser considerado dentro da

média obtida para o CMV por outros autores (Tomlinson et a/., 1973; Brioso, 1986)

mas muito abaixo dos valores obtidos — 4/75 mg/Kg e 1 g/Kg — respectivamente por

Lot et al. (1972) e Palukaitis et a/. (1992). Obviamente, esses resultados dependem

do isolado do vírus e da hospedeira utilizada, assim como do intervalo entre

inoculação e colheita e do método de extração.

A proteína capsidial do CMV­Cr migrou, em gel desnaturante de SDS­

PAGE, como único polipeptídeo com massa molecular estimada de 27 kDa. Este

valor está pouco abaixo daquele descrito por Smith (1986), para o CMV isolado de

V. minor nos EUA (29 kDa), porém ambos estão dentro dos valores descritos para

outros isolados do CMV (determinados em SDS­PAGE), variando de 24,5 kDa

(Habili & Francki, 1974) a 31 kDa (Maciel­Zambolim et a/., 1990). Essas

divergências em relação à variação de massa molecular têm sido atribuídas ao fato

de que diferentes proteínas não ligam quantidades uniformes de SDS levando a

comportamento anômalo em SDS­PAGE (Matthews, 1991). Variações de valores
são também encontradas quando as estimativas de massa molecular são feitas em
géis de diferentes concentrações e em diferentes laboratórios. Além disso, a

substituição de certos grupos de aminoácidos numa proteína pode levar à

mudanças na massa molecular. Matthews (1974) demonstra, por exemplo, que

após carboxi metilação a proteína capsidial do vírus do mosaico amarelo do nabo
(“Tyrnip yellow mosaic virus”) tem a massa molecular, em SDS­PAGE, de 23.000
Da contra 20.100 Da sem a carboxi metilação. Deve­se salientar, entretanto, que

dados da sequência de aminoácidos da capa proteica de vários isolados do CMV

(deduzidos da sequência de nucleotídeos) indicam a presença de 218 aminoácidos,

com massa molecular variando de 24.159 a 24.300 Da (Palukaitis et a/., 1992).

A presença do CMV­Cr em extratos de folhas de C. roseus foi também

evidenciada por imunodetecção em “Western blotting”. No extrato de folha
infectada, uma banda pôde ser identificada após reação com anti­soro para o CMV.

Alguns polipeptídeos menores também reagem com o anti­soro e, provavelmente,
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representam produtos de degradação proteolítica da proteína capsidial, um evento
também observado por outros pesquisadores (Roberts & Wood, 1981).

O perfil eletroforético do RNA genômico do CMV­Cr mostrou a
presença de 4 RNAs com tamanho similar a outros isolados do vírus do mosaico do

pepino (Palukaitis et a/., 1992). Não foi observado nenhum RNA que pudesse
corresponder a um RNA satélite. Entretanto, como os RNAs satélites replicam

eficientemente em algumas hospedeiras e muito pouco em outras (Mossop &
Francki, 1979), a constatação de RNA satélite depende do hospedeiro utilizado

para a multiplicação do vírus podendo­se detectar ou não o mesmo, no entanto, não
se descarta a possibilidade de ser uma característica do isolado (Waterworth et al,

1978), além do fato de que não foram encontrados RNAs satélites mesmo após 6
passagens em série em plantas de fumo, o que possibilitaria o surgimento

espontâneo de satélites (Rizzo & Palukaitis, 1990).

Como pode ser visto na Figura 9, a sonda produzida reage

especificamente com o RNA viral sem nenhuma reação com RNAs de planta sadia.
Através do “Northern blotting" e hibridização com sonda especifica

para os RNAs do CMV, foi possível detectar todos os três RNAs genômicos, bem
como o RNA subgenômico codificador da proteína capsidial em extratos de RNAs

totais de planta de fumo infectada pelo CMV­Cr, como mostra a figura 11 . Esses

dados estão de acordo com aqueles descritos para outros isolados do CMV

(revisado por Palukaitis ef a/., 1992). É interessante notar, entretanto, a presença de
duas outras bandas, que aparecem entre as posições dos RNAs 3 e 4 (asteriscos

na figura 11 ). Essas duas bandas, correspondentes a RNAs de 1.93 Kb e 1.5 Kb,

não foram detectadas nos RNAs obtidos de partículas purificadas do CMV­Cr,

indicando não serem “encapsidadas”. No trabalho de Ding e colaboradores (1995)

observa­se a presença de duas bandas entre os RNAs 3 e 4 extraídos de plantas

infectadas (similares às encontradas neste trabalho), embora ao autores não façam

comentários sobre as mesmas. É bem provável que esses dois RNAs sejam RNAs
derivados do genoma do vírus por deleções internas ou complexos de rearranjos de

sequências genômicas ("DI RNAs — defective interfering RNAS”), que surgem

depois de várias passagens do vírus nas hospedeiras (Graves & Roossinck, 1995).
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É possível ainda que esses dois RNAs sejam tão somente produtos de degradação
de outros RNAs do CMV gerados pelo catabolismo celular.

Quatro espécies de RNAs de fita dupla foram detectados em plantas
de fumo infectadas pelo CMV­Cr, visualizados na figura 12, cujos tamanhos

moleculares foram determinados por comparação com os tamanhos moleculares de

fragmentos de DNA. Os valores obtidos (RNA 1: 3.9 Kpb; RNA 2: 3.3 Kpb; RNA 3:

2.5 Kbb; RNA 4: 1.0 Kpb) são discrepantes em relação aos valores esperados,

baseados no tamanho molecular dos RNAs de fita simples. Isso se deve, com

certeza, ao fato de a comparação ter sido feita com padrão de fragmentos de DNA,

OS quais apresentam ligeira diferença na migração em comparação às moléculas de

RNA (Sambrook et a/., 1989). Quando o dsRNA foi desnaturado e aplicado em ge!
desnaturante de agarose­formaldeído, os valores obtidos foram similares àqueles

dos RNAs extraídos das partículas virais (3.4 Kb, 3.0 Kb, 2.2 Kb, e 1.0 Kb). Nenhum

RNA de fita dupla foi obtido a partir de folhas de fumo sadio.
É interessante notar que em todas as preparações de dsRNA, a

concentração de ds RNA 3 foi sempre maior quando comparada com aquelas dos

RNAs 1, 2 e 4. Embora os autores não façam comentário a esse respeito, uma
análise das fotos publicadas por Pares et a/. (1992), mostra que existe variação na
concentração dos diferentes dsRNAs extraídos de 26 isolados do CMV. É possível
que esse aspecto possa ter valor como meio de identificação de isolados

brasileiros do CMV, além de uma possível disparidade no padrão de migração dos
4 dsRNAs.

A análise eletroforética dos dsRNAs do CMV­Cr, mostrou também a

ausência de RNA satélite, assim como demonstrado na análise dos RNAs extraídos

de partículas virais purificadas. Mesmo após seis passagens sucessivas por plantas
de fumo, nenhuma alteração no perfil eletroforético dos dsRNAs foi detectada.

Esses resultados reforçam a hipótese de que isolados brasileiros não possuem

RNAs satélites como observado por outros pesquisadores (Brioso, 1986). Embora
mais recentemente, Boari e colaboradores (1998), caracterizaram 5 RNAs satélites

de isolados do CMV do subgrupo |, utilizando “primers” específicos para a
sequência de RNAs satélites.
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O vírus do mosaico do pepino é encontrado em quase todas as partes

do mundo, ocorrendo inúmeros variantes (isolados) que diferem no tipo de sintomas

induzidos. Os isolados do CMV podem ser divididos em dois subgrupos (| e 1!) com
base em diferentes critérios incluindo­se sorologia, sintomatologia, gama de

hospedeiras, mapeamento peptídico da capa proteica, hibridização de ácido

nucleico e RT­PCR/RFLP. Esta divisão de isolados do CMV em dois subgrupos é

baseada na variação da sequência de nucleotídeos que existe entre isolados
(Palukaitis ef a/., 1992).

As técnicas de RTI­PCR/RFLP foram usadas por alguns autores para

incluir isolados do CMV em um dos dois subgrupos (Singh et a/., 1995; Wylie et al,

1993; Rizos et a/., 1992). A digestão de um fragmento (488 pb) amplificado do gene
da capa proteica do CMV pela enzima Msp | resulta em padrões de digestão

diferentes para os dois subgrupos, sendo que esta digestão resulta em dois
fragmentos de 337 e 151 pb para isolados do subgrupo | e em três fragmentos de

197, 151 e 126 pb para isolados do subgrupo |l (Singh et a/., 1995).

Uma região do gene da capa proteica de três isolados do CMV foi

amplificada usando RT­PCR (Figura 13 A). Esta região amplificada foi reconhecida

por sonda produzida a partir de PCR, indicando tratar­se de sequências específicas

do CMV (Figura 13 B).

Com o objetivo de determinar a qual subgrupo pertence o CMV­Cr,

bem como dois outros isolados (Passiflora sp e Musa sp) usados para efeito
comparativo, os fragmentos amplificados de 486 a 488 pb foram digeridos com as
enzimas de restrição Eco RI, Bam HI e Msp |. As enzimas Eco RI e Bam HI não

digeriram os fragmentos amplificados dos três isolados (Figura 14 A e B,
respectivamente). Entretanto, a digestão com a enzima Msp | resultou em dois

fragmentos de 337 e 151 pb para os três isolados, sendo que o fragmento
amplificado do isolados de banana, após ter sido digerido com Msp | produziu além

dos dois fragmentos citados, um outro de cerca de 197 pb (Figura 15­A).
A sonda produzida por PCR reconheceu especificamente os

fragmentos digeridos pela enzima Msp |, comprovando que estes pertencem à
região do gene da capa proteica viral amplificada e cortada nos sítios de restrição,
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como mostra a figura 15 B. O fragmento de 197 pb do isolado de banana digerido
pela Msp | mostrado na figura 15 A, não foi reconhecido pela sonda (fig. 15 B),

sendo, portanto, um produto não específico da reação do PCR e não pertencente à
região amplificada do gene da capa proteicaa O tamanho dos fragmentos

resultantes da digestão pela endonuclease de restrição Msp |, são iguais aos

obtidos para o isolado de banana caracterizado por Singh e colaboradores (1995).

Considerando que a sequência do RNA 4 de todas as estirpes do

subgrupo ll contém um único sítio para Eco RI, o qual está ausente na sequência

do RNA 4 do subgrupo | (Anderson et a/., 1995) e, ainda considerando que a

endonuclease de restrição Msp | contém um sítio de restrição na sequência

amplificada do RNA 4 para o subgrupo | e dois para o subgrupo 1l, os padrões

resultantes das digestões utilizando tais enzimas mostraram que o isolado do CMV

obtido de Catharantus roseus pertence ao subgrupo |, assim como os isolados de

maracujá e banana.

Esses resultados corroboram as evidências de que isolados

pertencentes ao subgrupo | são predominantes nas regiões tropicais e subtropicais

(Hasse et a/., 1989), como também demonstrado por Boari e colaboradores (1997),

que analisaram 30 isolados obtidos dos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e

Espírito Santo, identificando que somente um pertence ao subgrupo |l, e os outros

29 isolados ao subgrupo |.

O método de RT­PCR aliado às digestões por endonucleases de

restrição constitui­se em uma técnica rápida para classificar os isolados do CMV. O

uso da técnica de PCR e um único par de “primers” específicos ao gene da capa

proteica do CMV é bastante útil também no diagnóstico da doença, podendo ser
usado como método alternativo ou aliado à outras técnicas para diagnosticar a

doença.

A sonda produzida através de PCR, pode também ser utilizada como

método alternativo para detecção de RNAs do CMV, uma vez que esta é uma
técnica conveniente, pois grandes quantidades de sonda específica pode ser obtida

em poucas horas, a partir de pequena quantidade de cDNA. Essa sonda, assim

como a produzida anteriormente ficarão armazenadas e poderão ser usadas
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futuramente, como por exemplo, no diagnóstico dessa virose em plantas, detecção
de RNAs virais in situ, análise de RNAs de fita única ou dupla, etc.

A observação de seções ultrafinas de tecido foliar infectado pelo CMV­
Cr mostrou que a alteração citológica mais proeminente foi a intensa vacuolização

no citoplasma (Figura 16). Esta parece ser uma característica comum para as

células invadidas pelos membros do gênero cucumovirus (Gerola et al., 1965;

Russo & Martelli, 19/73) e aparentemente os vacúolos surgem do inchamento de

cisternas do retículo endoplasmático que, com o progresso da infecção, se juntam

UNS aos outros e com o vacúolo central (Marteili & Russo, 1985).

O aparecimento de cristais formados por partículas isométricas e o
acúmulo de substância de natureza amorfa dentro dos vacúolos foram também

frequentes nas células infectadas pelo CMV­Cr (Figura 17 A, B). Cristais similares a

esses foram encontrados no citoplasma de células infectadas por outros isolados do

CMV (Russo & Martelli 19/38 Honda & Matsui, 1974) mas foram mais

frequentemente encontrados nos vacúolos (Gerola et al., 1965; Russo & Martell,

1973; Honda & Matsui, 1974; Ehara et al, 1976; Hatta & Francki, 1979). Os corpos

amorfos, associados ou não com partículas virais, foram também encontrados em

células infectadas por membros do gênero cucumovirus, sendo descritos como de

constituição desconhecida (Martelli & Russo, 1985) e lembram estruturas vistas em
células infectadas por Comovirus e Nepovirus (Russo et al., 1982; Di Franco et al,,

1983). No presente trabalho, a utilização da imunomarcação com anti­soro

específico para a proteína capsidial do CMV e ouro coloidal permitiu identificar os
cristais como sendo formados de partículas do CMV (Figura 18 B) e que os corpos

amorfos são constituídos, pelo menos em parte, de proteína capsidial (Figura 18 O).
É mais provável que os corpos amorfos sejam produtos de degradação de
partículas virais, visto que estas aparecem, às vezes, fazendo parte desses corpos
(Figura 18 C, seta).

Uma associação particular encontrada em células infectadas pelo
CMV­Cr foi a presença de partículas entre membranas dos dictiossomos (Figura 17
C). Esta particularidade só havia sido antes descrita para o “Tomato aspermy
cucumovirus" (Lawson & Hearon, 1970; Martelli & Russo, 1985). O papel dessa
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associação no ciclo de multiplicação do CMV, se algum, ainda esta por ser
determinado.

A presença de corpos mielínicos (ou corpos membranosos) foi apenas

esporádica em células infectadas pelo CMV­Cr e na maioria das vezes eram

associados com o tonoplasto (Figura 17 D). Tais corpos membranosos parecem

não ser uma característica de células infectadas visto estarem também presentes

em células sadias (Gerola et al., 1965; Ehara, 1979) sendo, entretanto, maiores e

estruturalmente mais complexos nas células invadidas pelos cucumovirus. Sua

função, se alguma houver, é ainda desconhecida.

No citoplasma a identificação de partículas do CMV­Cr, quando não

arranjadas em agregados ordenados (cristais), foi bastante difícil visto que elas

podem ser confundidas com os ribossomos como já anteriormente descrito para

outros cucumovirus (Matsui & Yamaguchi, 1966; Honda & Matsui, 1974).

Entretanto, através de imunomarcação utilizando­se anti­soro específico para a

capa proteica viral e ouro coloidal, verificou­se intensa marcação no citoplasma

indicando que muitas das partículas similares a ribossomo eram partículas virais

(Figura 18 A). Obviamente, alguma marcação encontrada no citoplasma pode
representar proteína capsidial livre não formando partículas. Anteriormente,

somente Lin e colaboradores (1996) haviam utilizado imunomarcação para detectar
proteina capsidial do CMV em células infectadas. Esses autores detectaram

marcação no citoplasma, núcleo e periferia do nucléolo. No presente estudo,

nenhuma marcação foi encontrada no núcleo de células infectadas pelo CMV­Cr
(Figura 18 A), indicando que a presença da proteína capsidial do CMV no núcleo

provavelmente representa uma reação particular de uma determinada estirpe do
vírus em uma determinada hospedeira, não constituindo uma característica geral
para os cucumovirus.

Cloroplastos e mitocôndrias são organelas que não se mostraram

estruturalmente afetadas pela infecção do CMV­Cr (Figuras 16; 18. A). Alterações
morfológicas nessas duas organelas têm sido descritas para os três membros do
gênero cucumovirus mostrando, entretanto, grande variação na extensão das
alterações (Gerola et al., 1965; Russo & Martelli, 1973; Honda & Matsui, 1974).
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Secções de células infectadas pelo CMV­Cr quando incubadas com
soro normal ou anti­soro não homólogo não mostraram nenhuma marcação (Figura

19) evidenciando a especificidade da reação com anti­soro homólogo.
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VI. CONCLUSÕES

01. O vírus causador de mosaico e distroção foliar em Catharantus roseus é o vírus

do mosaico do pepino.

02. O método de purificação em Sephacryl S­1000 permitiu a purificação do vírus

do mosaico do pepino em concentrações satisfatórias para estudos bioquímicos
e moleculares.

OS. A massa molecular da proteína capsidial do CMV­Cr, determinada em SDS­

PAGE, é 27 kDa.

04. Os tamanhos moleculares dos RNAs extraídos de partículas purificadas do
CMV­Cr são: RNA­1, 3,4 Kb; RNA­2, 3,0 Kb; RNA­3, 2,2 Kb e RNA, 1,0 Kb.

OS. Extratos de RNAs totais de plantas infectadas pelo CMV­Cr possuem dois RNAs

adicionais de tamanhos 1,93 Kb e 1,5 Kb não encontrados em preparações
purificadas do vírus.

O6. Quatro espécies de RNAs de fita dupla são detectados em plantas de fumo
infectadas pelo CMV­Cr, com tamanhos de 3,9 kbp, 3,3 kbp, 2,5 kbp e 1,0 kbp.

07. O isolado do CMV obtido de Catharantus roseus não possui RNA satélite.
08. O CMV­Cr pertence ao subgrupo | do gênero cucumovirus.
09. O CMV­Cr induz intensa vacuolização no citoplasma de folhas de fumo.
10. Partículas do CMV­Cr são encontradas dispersas no citoplasma e na forma de

cristais frequentes nos vacúolos.

11. Partículas do CMV­Cr são também encontradas em associação com
membranas dos dictiossomos.

12. Os corpos de natureza amorfa induzidos pelo CMV­Cr são constituídos, pelo
menos em parte, de proteína capsidial.

13. Partículas do CMV­Cr (ou proteína capsidial livre) não são encontradas nos
cloroplastos, mitocôndrias e núcleos de células de fumo infectadas.
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VII. RESUMO

O presente trabalho descreve a caracterização de um isolado do vírus

do mosaico do pepino (“cucumber mosaic virus”, CMV) obtido de Catharantus

roseus na região de São José do Rio Preto (Noroeste paulista) e denominado CMV­
Cr.

O vírus infectou localmente Chenopodium quinoa Willd. e Datura metel

L, e sistemicamente plantas de Nicotiana tabacum L. "TINN", Nicotiana

benthamiana L., Cucurbita pepo L. “caserta”, Cucumis sativus L. e Gomphrena

globosa L. e não infectou e nem foi recuperado de Phaseolus vulgaris L. “carioca”,

“Jalo”, “rajado”, Vigna unguiculata Walp., Brassica oleraceae L. “acephala” e

Raphanus sativus L.

O CMV­Cr foi purificado a partir de folhas de fumo através de filtração

em gel de Sephacry! S­1000 produzindo preparações de bom grau de pureza e

concentrações de 11 mg/Kg de tecido de planta infectada.

Através de eletroforese em gel desnaturante SDS­PAGE foi

determinada a massa molecular da proteína Capsidial com valor estimado de 27
kDa. Em SDS­PAGE, uma análise comparativa de extratos de planta infectada e
sadia não evidenciou diferenças entre elas, mas a proteína capsidial foi detectada

por “Western blot” utilizando­se anti­soro específico para o CMV.

A eletroforese em gel de agarose do RNA extraído de partículas do
CMV­Cr revelou 4 bandas com tamanho de 3,4 Kb, 3,0 Kb, 22 Kb e 1,0 Kb.

Utilizando­se esses RNAs como molde produziu­se uma sonda molecular não

radioativa que reconhece especificamente todos os RNAs virais e não reconhece

RNAs de plantas sadias. Através de “Northern blot” e hibridização com a sonda
específica detectou­se todos os três RNAs genômicos e o RNA subgenômico
codificador da capa proteica em extratos de plantas infectadas pelo CMV­Cr. Duas

outras bandas adicionais (1,93 Kb e 1,5 Kb) foram também detectadas, as quais
não foram observadas em preparações purificadas do vírus.
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Quatro espécies de RNAs de fita dupla (dsRNA) foram extraídas a
partir de extratos de plantas infectadas pelo CMV­Cr com tamanhos de 3,9 kbp, 3,3

Kkbp, 2,5 kbp e 1,0 kbp.

Uma região do gene da capa proteica do isolado do CMV­Cr foi

amplificada (488 pb) utilizando­se “primers” específicos e as técnicas de RT­PCR.
Esta região amplificada foi reconhecida por sonda molecular específica para o

CMV­Cr, indicando tratar­se de sequências específicas do CMV. O fragmento

amplificado não foi digerido pelas enzimas de restrição Eco RI, Bam HI e quando

digeridos pela enzima Msp | produziu dois fragmentos de 337 pb e 151 pb. Estes

dados indicam que o CMV­Cr pertence ao subgrupo |, assim como dois outros

isolados do CMV de maracujá e banana usados para comparação.

Células de folha de fumo infectadas pelo CMV­Cr mostraram intensa

vacuolização no citoplasma. Dentro dos vacúolos puderam ser observados cristais
e substâncias de natureza amorfa. Partículas isométricas semelhantes a vírus

foram encontradas dispersas no citoplasma e, algumas vezes, em associação com

dictiossomos. Corpos mielínicos foram raramente encontrados. Cloroplastos,

mitocôndrias e núcleos não se mostraram estruturalmente afetados pela infecção
pelo CMV­Cr.

A imunomarcação de secções de folhas de fumo infectadas pelo CMV­

Cr com anticorpos específicos para a proteína capsidial mostrou intensa marcação

no citoplasma, nos cristais e na susbtância amorfa. Quase nenhuma marcação foi

verificada nos cloroplastos, mitocôndrias e núcleos.

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



VIII. SUMMARY

The present work describes the characterization of an isolate of the
cucumber mosaic virus (CMV) obtained from Catharantus roseus in the region of
São José do Rio Preto (northwest of São Paulo state) and designated CMV­Cr.

The virus infected locally Chenopodium quinoa Willd. and Datura metel
L., and systemically plants of Nicotiana tabacum L., "TNN", Nicotiana benthamiana

L., Cucurbita pepo L. “caserta”, Cucumis sativus L. and Gomphrena globosa L. and
did not infect and was not recovered from Phaseolus vulgaris L. “carioca”, “Jalo”,
*rajado”, Vigna unguiculata Walp., Brassica oleraceae L. “acephala” and Raphanus
sativus L.

The CMV­Cr was purified from tobacco leaves by gel filtration using

Sephacryl S­1000 which produced preparations with good purity and concentrations
of 11mg/Kg of infected plant tissue.

By electrophoresis using denatured gel SDS­PAGE the molecular

mass of coat protein was determined to have an estimated value of 27 kKDa. In SDS­

PAGE a comparative analysis of infected and healthy plants showed no difference
between them, but the coat protein was detected by Western blot using anti­serum
especific for CMV.

Electrophoresis in agarose gel of the RNA extracted from particles of
CMV­Cr showed 4 bands with the sizes 3.4 Kb, 3.0 Kb, 2.2 Kb and 1.0 Kb. Using
these RNAs as a template a non radioactive molecular probe was produced which
recognizes specifically all viral RNAs but does not recognize RNAs of healthy plants.
Using Northern blot and hybridization with the specific probe there were detected
each of the three genomic RNAs and the subgenomic RNA wich codes for the coat

protein in extracts of plants infected with CMV­Cr. Two other additional bands (1.93
Kb and 1.5 Kb) were also detected, which were not observed in purified preparations
of the virus.

Four species of double stranded RNA (dsRNA) were obtained from
extracts of plants infected with CMV­Cr, having sizes of 3.9 Kbp, 3.3 Kbp, 2.5 Kbp
and 1.0 Kbp.
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A region of the gene for the coat protein from the isolate of CMV­Cr
was amplified (488 pb) using specific primers and RT­PCR techniques. The

amplified region was recognized by molecular probe specific for CMV. The fragment
recognized was not digested by the restriction enzymes Eco RI, Bam HI and when

digested by enzyme Msp | produced two fragments having 337 pb and 151 pb.
These data indicate that CMV­Cr belongs to subgroup |, as do the two other isolates

of CMV of passion fruit and banana used as comparision.
Cells of tobacco leaf infected with CMV­Cr showed intense

vacularization of the cytoplasm. Within of vacuoles could be seen crystals and a
substance having an amorphous nature. Isometric virus­like particles were observed

dispersed in the cytoplasm and sometimes associated with dictyosomes. Myelinics

bodies were rarely encountered. Chloroplasts, mitochondria and nuclei were not

structurally affected by infection with CMV­Cr.

The immunogold­labelling of sections of tobacco leaf infected with
CMV­Cr with antibodies specific for the coat protein showed intense label in the

cytoplasm, crystals and amorphous substance. Almost no label was verified in the

chloroplasts, mitochondria and nuclei.
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