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ABREVIATURAS UTILIZADAS PARA OS FITOVIRUS DO TEXTO

AHLYV: American hop latent virus
BBScV: Blueberry scorch virus
CLV: Carnation latent virus
CMMYV: Cowpea mild mottle virus
CVB: Chrysanthemum B virus
CV2: Cactus virus 2

GV1: Garlic virus 1

HpMV: Hop mosaic virus

HclVS: Helenium S virus

LSV: Lily symptomless virus
PeSV: Pea streak virus

PLV: Passiflora latent virus
PopMYV: Poplar mosaic virus
PVM: Potato M virus

PVS: Potato S virus

PVSO: Potato S virus ordinary strain ( Virus S da batata - estirpe comum)

PVSA: Potato S virus Andecan strain ( Virus S da batata - estirpe andina)
PVX: Potato X virus ( Virus X da batata- Potexvirus)

RCVMV: Red clover vein mosaic virus

SNMYV: Solanum nodiflorum mottle virus (Sobemovirus)
VEFB: Virus do enrolamento da folha da batata (Lutcovirus)
VLC: Virus latente da couve

VMAF: Virus do mosaico angular do feijoeiro

VMCEF: Virus do mosaico da couve-flor (Caulimovirus)
VMN: Virus do mosaico do nabo (Tymovirus?)

VTMoV: Velvet tobacco mottle virus (Sobemovirus)

Obs: Quando ndo especificado, o virus ¢ pertencente ao grupo dos carlavirus.
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1. INTRODUCAO

A couve (Brassica oleracea L. var acephala) c outras crucifcras sdo
hospedeiras de varios virus que vém sendo detectados no Brasil nos tltimos 30 anos.

KITAJIMA et al. (1965) verificaram, no Estado de Sao Paulo, a incidéncia dc
um virus esférico provocando faixa amarela das nervuras em couve, provavelmente, o virus
do mosaico da couve flor (VMCF) (Caulimovirus).

Em 1979, KITAJIMA & COSTA observaram e¢m uma espécic de rabanete
selvagem (Raphanus sp) a presenga de particulas baciliformes semclhantes as dos
Rhabdovirus.

A presenga, isolada ou em conjunto, do virus do mosaico do nabo (VMN)
(Tymovirus?), virus do mosaico da couve flor (Caulimovirus) ¢ virus latente da couve (VLC)
(Carlavirus), foi verificada em praticamentc todas as variedades de couve comum ou
manteiga cstudadas por COSTA et al., (1972), de modo a tornar csta crucifera, em fonte de

indculo potencial para as demais.

O virus latente da couve (VLC) foi inicialmente detectado durante pesquisas

sobre a suscetibilidade de variedades de couve ao virus do mosaico do nabo, onde se
encontrava em cstado latente em todas as variedades investigadas.

Além de sua caracteristica de laténcia, pode-se averiguar que o VLC ¢
transmissivel mecdnicamente e por afideos a virias plantas-teste (A. S. COSTA, dados ndo
publicados). Estes dados, aliados a estudos citopatologicos, morfolégicos ¢ de propricdades
biologicas (KITAJIMA et al.,, 1970) permitiram sua inclusdo no grupo do virus latente do
cravo (“"carlavirus group").

O presente trabalho teve como objetivos a purificagdo, os estudos das relagdes
serologicas entre o VLC ¢ outros membros do grupo carlavirus, sua localizagdo nos tecidos

de couve ¢ a determinagdo da massa molecular da proteina capsidial.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A. GRUPO DO VIRUS LATENTE DO CRAVO ("CARLAVIRUS GROUP")

A.1 PATOLOGIA

A ocorréncia de uma doenga causada por um carlavirus foi pela primeira vez
documentada por SCHULTZ & FOLSOM (1923) quando verificaram sintomas cm batata
constituidos por mosaico ¢ enrolamento das folhas, que foram mais tarde atribuidos ao virus
M da batata (BAGNALL et al., 1956). Inicialmente os carlavirus foram incluidos em um
grupo denominado "grupo do virus S da batata" (BRANDES & BERCKS, 1965), o qual foi

posteriormente  chamado dec "grupo do virus latentc do cravo" - CARLAVIRUS

(HARRISON et al., 1971; MATHEWS, 1979), sendo estc 0 membro tipo do grupo.

Atualmente sio conhecidas doengas provocadas pelos carlavirus em viarias
familias de mono ¢ dicotiledoncas, tais como solandceas, leguminosas, cucurbiticeas,
compostas, lilidceas, ctc.

Os membros do grupo carlavirus geralmente induzem poucos sintomas em
suas hospedeiras (HARRISON et al, 1971) ou permanecem latentes em muitas, ndo
causando grandes perdas de ordem econdomica (WETTER & MILNE, 1981). Ha todavia,
algumas cxcegdes, onde os sintomas tornam-sc mais scveros como no caso do “poplar
mosaic virus" (PopMV) (BIDDLE & TINSLEY, 1971), "blueberry scorch virus" (BBScV)
(CAVILEER, ef al., 1994), "cowpea mild mottle virus" (CMMYV) em soja e amendoim
(BRUNT & KENTEN, 1973) ¢ em feijao Jalo (COSTA et al. 1983).

Os carlavirus sdo transmitidos mecanicamente ¢, alguns, de¢ maneira ndo
persistente por afidcos (HAGEDORN & HANSON, 1951; KASSANIS, 1955; HOLLINGS,
1957, BRUNT, 1977; ADAMS & BARBARA, 1980; VAN LENT et al., 1980; JOHNS,

1982; KOENIG et al., 1983). O afideo Myzus persicae ¢ um dos vetores para vérios virus do
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grupo, tais como "carnation latent virus" (WETTER & MILNE, 1981), "red clover vein
mosaic virus" (VARMA, 1970), "chrysanthemum virus B" (HOLLINGS, 1972), "lily
symptomless virus" (ALLEN, 1972) ¢ "hop mosaic virus" (ADAMS & BARBARA, 1980).
ALLEN (1972) cita quc o "lily simptomless virus" pode ser transmitido de mancira ndo
persistente por Myzus persicae ¢ de maneira persistente por Aphis gossypii.

A transmissdo de carlavirus pela mosca branca Bemisia tabaci ja foi verificada
para o virus do mosaico angular do feijoeiro Jalo (COSTA et al., 1980) ¢ CMMV (IWAKI et
al., 1982) que sdo virus semelhantes ou mesmo idénticos (GASPAR et al., 1985).

A transmissdo pclas sementes geralmente ndo ocorre, ou ocorre em baixa
propor¢do, exceto para o CMMYV, onde observou-se transmissdo de 2 a 90% das sementes

em trés hospedeiras testadas (BRUNT & KENTEN, 1973).

A.2 MORFOLOGIA E PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Os virus pertencentes ao grupo dos carlavirus apresentam particulas
ligeiramente flexiveis com comprimento normal variando de 610 a 700 nm ¢ 12 a 15 nm de
diametro (WETTER & MILNE, 1981).

As particulas contétm RNA infectivo de fita tUnica, cuja concentragdo
determinada para alguns membros do grupo, variou de 5% a 8,5% (WETTER & MILNE,
1981; TAVANTZIS, 1984; GASPAR & COSTA, 1993).

A massa molecular da proteina capsidial foi estimada por cletroforese em gel
desnaturante de SDS-poliacrilamida variando de 31 kDa a 37 kDa (BRUNT & KENTEN,
1973; PAUL, 1974; BOCCARDO & MILNE, 1976; VEERISETTY & BRAKKE, 1977a;
BRUNT, 1977, KUSCHKI et al, 1978; ADAMS & BARBARA, 1980; GASPAR &
COSTA, 1993). Virios trabalhos, entretanto, tém evidenciado, em gel de SDS-PAGE, a
presen¢a de duas ou mais bandas relacionadas com a proteina capsidial, havendo varias

hipdteses para o surgimento dessas bandas adicionais (TUNG & KNIGHT, 1972; BRUNT &
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KENTEN, 1973; GOODMAN, 1975; BOCCARDO & MILNE, 1976; KOENIG et al.,1978;
FOSTER & MILLS, 1991a).

A partir de dados para a massa molccular ¢ conteido de dcido nucleico ¢

proteina, foi estimado o peso molecular da particula em 50-60 x 106 Da, o que indica que

cada particula contém cerca de 1600 a 1800 subunidades proteicas (VARMA ef al., 1968;
VEERISETTY & BRAKKE, 1977a,b; VEERISETTY & BRAKKE, 1978). Estas particulas
possucm coeficiente de sedimentagdo entre 157 S ¢ 172 S, sendo que seu cocficnte de
extingdo varia de 2,1 a 2,3 (PAUL & WETTER 1964; WETTER & MILNE, 1981).

O ponto de inativagdo térmica dos carlavirus varia de 55°C a 700C
(WETTER & MILNE, 1981) ¢ o ponto final de diluigao entre 10-3 a 104 (KOENIG, 1982)
chegando ocasionalmente a 10-6 (WETTER & MILNE 1981). A longevidade cm cxtratos de
folhas ¢ de poucos dias (KOENIG, 1982) exceg¢do feita ao "Helenium virus S", onde a

longevidade "in vitro" ¢ de 2-3 semanas (KOENIG et al., 1983).
A.3 ULTRAESTRUTURA DOS TECIDOS INFECTADOS

Os carlavirus que tém sido estudados a nivel de microscopia cletronica
apresentam distribuigdo restrita ao citoplasma de células epidérmicas ¢ do mesofilo
(CHRISTIE & EDWARDSON, 1977), sendo menos frequentemente encontrado também em
clementos crivados do flocma (TU & HIRUKI, 1970, THONGMEEARKOM e al., 1984;
GASPAR & COSTA, 1993).

As particulas aparccem soltas ou mais frequentemente formando conjuntos
agregados com configuragdo mais ou menos paralela das mesmas (TU & HIRUKI, 1970;
BOS & RUBIO-HUERTOS, 1972; HIRUKI & SHUKLA, 1973; RUBIO-HUERTOS &
BOS, 1973; ATKINSON & COOPER, 1976; KUSCHKI et al., 1978; Van LENT et al.,
1980; HEARON, 1982; KOENIG et al., 1983).
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Frequentemente, cstes agregados sdo associados com a membrana do
tonoplasto, com a parede celular ¢ as vezes com a membrana do cloroplasto (DE BOKX &
WATERREUS, 1971; BOS & RUBIO-HUERTOS, 1971; 1972; RUBIO-HUERTOS &
BOS, 1973; HIRUKI & SHUKLA, 1973; BRUNT et al., 1976; KUSCHKI et al, 1978,
HEARON, 1982; GASPAR & COSTA, 1993). Tais agregados podem aparccer as vezes
como "corpos bandados", onde a largura de cada banda corresponde ao comprimento de uma
particula (BOS & RUBIO-HUERTOS, 1971; CHRISTIE & EDWARDSON, 1977,
HEARON, 1982). Em cstudos realizados com o CMMYV, foi observada a presenga de
agregados em forma de "penas" de aves (BRUNT et al., 1983; THONGMEEARKON et al.,
1984). Em cstudos posteriores com o virus do mosaico angular do feijociro (VMAF),
GASPAR & COSTA (1993) relataram também a presenga desses agregados, denominados

"feixes falcados" ¢ sugeriram a sua utilizagdo como meio de diagnostico para esses virus,

uma vez que ndo foi rclatada a presenga desscs agregados em outras combinagdes

virus/planta.

A.4 SEROLOGIA

Todos os carlavirus sdo bons imunogénicos quando injetados em coclhos
(WETTER & MILNE, 1981). Sdo geralmente obtidos antissoros de alto titulo usando como
método, principalmente, a injegdo intravenosa seguida de uma injegdo intramuscular do virus
purificado adicionado ao adjuvante de Freund, durante um certo periodo.

Os métodos mais utilizados para averiguar as relagdes serologicas cntre 0s
carlavirus sdo os testes de aglutinagio, testes de precipitina, testes de imunodifusdo, ELISA ¢
testes de decoragdo em microscopia cletronica de imunoadsor¢do (WETTER & MILNE,
1981).

As relagdes serologicas entre os membros do grupo dos carlavirus podem

variar desde muito proximas até distantes ou mesmo ndo detectaveis (KOENIG, 1982).
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Os membros melhor estudados do grupo (CLV, CVB, PVS, RCVMYV, PeSV,
PLV ¢ CV2) sdo scrologicamente interrclacionados (BAGNALL, et al., 1959; KUSCHKI et
al., 1978; ADAMS & BARBARA, 1980; WETTER & MILNE, 1981; KOENIG, 1982,
FOSTER & MILLS, 1991a).

Os testes scrologicos tém sido ainda utilizados para confirmagdo ou exclusido
de um dado virus dentro do grupo dos carlavirus. O CMMYV, por cxemplo, inicialmente
indicado como carlavirus pela sua morfologia ¢ tamanho da particula nao apresentou relagio
scrologica com nenhum carlavirus bem caracterizado, cxccto, uma rclagdo muito distante
com o CLV (BRUNT & KENTEN, 1973). Devido a esse¢ dado, aliado ao fato dc a
transmissdo desse carlavirus ser feita pela mosca branca Bemisia tabaci IWAKI et al., 1982;
COSTA et al., 1983), foi sugerido que aquele virus fosse colocado como um subgrupo dos
carlavirus ou que permanecesse temporariamentc sem classificagdo até ser melhor

caracterizado JEYANANDARAJAH & BRUNT, 1993).

A.5 ESTRUTURA GENOMICA

Os carlavirus sdo um grupo de virus de plantas cujo material genético ¢

constituido por um RNA monopartido de fita tnica e positiva, com peso molecular variando

de 2,3 23,0 x 106 (7,0-8,0 Kb) (WETTER & MILNE, 1981; KOENIG, 1982; PROLL et al.,

1981; KUSCHKI et al., 1978).

Os carlavirus possucm uma regido terminal 3' poliadenilada (TAVANTZIS,
1984; MACKENZIE et al., 1989; ZAVRIEV et al., 1991, FOSTER & MILLS, 1992) sendo
que o sinal determinante para a poliadenilagdo (AATAAA), tipico de mRNAs de cucariotos,
foi encontrado nas sequéncias de nucleotideos dos carlavirus HelVS (FOSTER et al., 1990a)
¢ PVM (ZAVRIEV et al., 1991), estando ausente nos demais carlavirus ja sequenciados. A
estrutura 5'-Cap foi também encontrada em varios carlavirus, tais como BBScV (CAVILEER

et al., 1994; LAWRENCE & HILLMAN, 1994), PVM (ZAVRIEV et al., 1991), AHLV
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(FOSTER & MILLS, 1991b) ¢ PVSO (FOSTER & MILLS, 1990a). Ha, entrctanto,
evidéncias experimentais de que os RNAs subgenomicos ndo apresentam csta estrutura
(RUPAZOV et al., 1989).

A sequéncia parcial de nucleotideos da extremidade 3' foi determinada para
varios membros do grupo, tais como PVM (RUPAZOV et al., 1989), PVSA (MACKENZIE
et al., 1989), LSV (MEMELINK et al., 1990), HelVS (FOSTER et al., 1990a; TURNER et
al, 1993), CLV (MEEHAN & MILLS, 1991; FOSTER et al., 1990b), chrysanthemum virus
B (CVB) (LEVAY & ZAVRIEV, 1991), PVSO (FOSTER & MILLS, 1992), PopMV
(HENDERSON et al., 1992), GV1 (NAGAKUBO et al., 1994).

A sequéncia completa dos nucleotidcos foi determinada para o RNA
genémico do PVM (ZAVRIEV et al, 1991) ¢ BBScV (CAVILEER et al., 1994) que

possuem respectivamente, 8534 ¢ 8514 nucleotideos, excluindo a sequéncia poly(A). Essas

sequéncias incluem seis "Open Reading Frames" (ORFs) que codificam protcinas com as

scguintes massas moleculares: 5'-223 kDa- 25 kDa- 12 kDa- 7 kDa- 34 kDa(CP)- 11 kDa-3'
para PVM e 5'-223 kDa- 25 kDa- 11 kDa- 7 kDa- 33 kDa(CP)- 16 kDa-3' para BBScV
(Diagrama 1). As scquéncias dc nucleotideos dos carlavirus, parcial ou totalmemte
sequenciados, apresentam grande similaridade quanto a sua organizagao.

A ORF-1 nos dois virus completamente scquenciados, que codifica para a
proteina 223 kDa, contém dominios altamente conservados de metil transferase, helicase e
polimerase, tipicos daqueles encontrados em protcinas envolvidas na replicagdo de virus de
outros grupos (MOROZOV et al., 1990a; ROZANOV et al.,1992; KOONIN & DOLIJA,
1993; LAWRENCE & HILLMAN, 1994).

Ap6s a ORF-1, ocorre a primeira regido intergénica, ndo codificadora, seguida
de trés ORFs sobrepostas (ORFs 2, 3 ¢ 4) que apresentam sequéncias com alto grau de
homologia entre as sequéncias dos membros do grupo dos carlavirus. A ORF-2 codifica uma
proteina de aproximadamente 25 kDa que possui um provavel dominio de ligagdo a

nucleotideos tri-fosfato, notadamentc ATP ¢ GTP. Este dominio constitui o nicleo GKS
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(glicina- lisina- scrina), altamente conservado ¢ presente em varios carlavirus (MACKENZIE
et al., 1989; HENDERSON et al., 1992; RUPAZOV et al., 1989; CAVILEER et al., 1994).
Os produtos das ORFs 3 ¢ 4, de 11 kDa ¢ 7 kDa respectivamente, parecem conter segmentos
altamente hidrofobicos e provavelmente sdo proteinas associadas a membranas (MOROZOV
etal., 1990b; RUPAZOV et al., 1989).

A ORF que codifica a proteina capsidial (ORF-5) scgue-se a segunda regido
intergénica ndo codificadora ¢ ¢ seguida pela ORF terminal 3' (ORF-6) que tem um potencial
para codificar uma proteina rica em residuos de cisteina, num modelo tipico de sequéncias
que caracterizam um dominio "zinc finger" encontrado em varios carlavirus ¢ cuja massa
molecular varia de 10,8 kDa a 16 kDa (GRAMSTAT ef al., 1990; HAYLOR et al., 1990;
ZAVRIEV et al.,1991; CAVILEER et al., 1994).

Héa varias evidéncias de que a proteina capsidial de alguns carlavirus ¢

codificada por RNA subgenomico (FOSTER & MILLS, 1990b,c; 1991¢c; MACKENZIE et

al., 1989). A tradugdo em sistemas livres de células de RNAs do CLV (TAVANTZIS, 1991)
ou PVSO (FOSTER & MILLS, 1992) sugerem ainda que a proteina capsidial pode estar
envolvida, como protease, no processamento da proteina codificada pela ORF-1 (223 kDa).
Uma caracteristica dos carlavirus ¢ a presenga da sequéncia canodnica
procaridtica de Shine-Dalgamo (SHINE & DALGARNO, 1975). Esta sequéncia
(AGGAGGT) aparece dentro de dois blocos de nucleotideos altamente conservados em
regides "upstream" dos codons de iniciagdio das ORFs da proteina 25 kDa ¢ da proteina
capsidial (FOSTER & MILLS, 1991d). A scquéncia Shine-Dalgarno mostra parcamento com
as scquéncias 3'-terminal do rRNA 16S o que, em procariotos, permite a ligagdo com o
ribossomo ¢ subsequente iniciagdo da tradugdo e clongagio da proteina. A pequena
subunidade rRNA dos cloroplastos possui alta homologia com o rRNA 16 S bacteriano, com
forte conservagio de sua scquéncia terminal 3' (FOSTER, 1992). Alguns trabalhos, a nivel de
microscopia eletronica, com os carlavirus PVS ¢ PVM, tém demonstrado uma estreita

associagdo entre particulas virais ¢ cloroplastos (TU & HIRUKI, 1971; HIRUKI & TU,
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1972). Estas informagdes tém levado a uma especulagdo sobre um possivel papel dos
cloroplastos no ciclo de multiplicagdo dos carlavirus (FOSTER, 1992). No entanto, ainda sio
necessarias maiores informagdes para se avaliar o verdadeiro sentido da presenga dessas
sequéncias no genoma de virus cujos hospedeiros sdo cucaridticos, mas a conservagido

rigorosa destas sequéncias em todos os carlavirus, indica uma possivel importincia funcional.

P223 K P33K(CP)

ORF 1 ORF 5

Diagrama da organizagdo genomica dos carlavirus. (O massa molccular das proteinas ¢

referente ao BBScV, carlavirus inteiramente sequenciado) (Modificado de CAVILEER et al.,

1994).
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B. VIRUS LATENTE DA COUVE

A presenga do virus latente da couve (VLC) em diversas varicdades de couve
manteiga ou comum cultivadas, foi verificada ja ha algum tempo (A. S. COSTA, dados nio
publicados; COSTA et al., 1972, 1974).

Pcla sua morfologia ¢ aspectos citopatologicos (KITAJIMA et al., 1970) além
do carater latente ¢ dados preliminares sobre suas propricdades biologicas (A. S. COSTA,
dados ndo publicados), o VLC foi incluido no grupo do virus latentc do cravo -
CARLAVIRUS (HARRISON et al, 1971).

Estudos com o VLC demonstraram sua transmissdo por inoculagdo mecanica,
enxertia ¢ por afideos (A. S. COSTA, dados ndo publicados; MELLO, 1981) tendo sido
verificado que a transmissdo por Myzus persicae ocorrc com baixa cficiéncia (MELLO,

1981).

Quanto as caracteristicas fisicas do VLC, MELLO (1981) relata que o ponto

de inativagdo térmica variou entre 75°C ¢ 80°C ¢ o ponto final de diluigio entre 10-3 ¢ 104,
A longevidade em suco de plantas, quando mantido em cidmara de temperatura controlada
(10-159C) foi de 4 a 6 dias, enquanto em temperatura ambiente, a mesma foi de 2 a 4 dias.

Quanto ao circulo de hospedeiras, MELLO (1981) rclata que apos inoculagao
mecénica, o VLC infectou todas as cruciferas testadas ¢ no minimo uma espécic das familias
Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Malvacecae, Solanaccae, Cucurbitacecac ¢ Leguminosac,
sendo que a maioria ndo desenvolveu sintomas. A recuperagao do virus foi possivel a partir
de folhas inoculadas ¢ nido inoculadas dc espécics das familias das Cruciferas, Cucurbiticeas,
Leguminosas ¢ Solaniceas.

O comprimento normal das particulas varia de 633 nm (MELLO, 1981) a 650
nm (KITAJIMA ef al., 1970), variagdo que segundo MELLO (1981) ¢ aceitdvel devido a

diversos fatores que interferem na determinagao.
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O contcido de éacido nucleico, determinado para csse virus por leituras
espectrofotométricas, foi de 8,5% (MELLO, 1981).

KITAJIMA et al. (1970) relataram a localizagdo das particulas do VLC no
citoplasma ndo sc achando espccificamente associadas a nenhuma organcla celular, embora,
com certa frequéncia, as particulas fossem encontradas nas proximidades de cloroplastos.
Relataram, ainda, a presenga de agregados de particulas nos tecidos foliares ¢ radiculares,
sendo que nas folhas, os agregados do VLC foram mais comumente encontrados no
parénquima lacunoso ¢ paligadico ¢ menos frequentemente na cpiderme ¢ no parénquima
vascular. Tais agregados ndo foram detectados no interior dos vasos crivados ou lenhosos
maduros, embora formas imaturas desses vasos pudessem ocasionalmente conter agregados
do virus. A disposi¢do das particulas virais dentro do agregado normalmente cra paralcla

entre seus eixos maiores. Na ponta da raiz, grupos de particulas alongadas foram encontrados

na cpiderme, na coifa ¢ na regido cortical, mas ndo na zona meristemdtica. Ndo foram

encontrados efeitos citopaticos conspicuos nas células invadidas pelo VLC e sugeriram que
deva haver um equilibrio entre 0 metabolismo normal da c¢lula ¢ o mecanismo de sintesc do

virus.
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3. MATERIAL E METODOS

Quando ndo especificado, a metodologia utilizada ¢ aquela descrita no

"Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (SAMBROOK et al., 1989).

3.1 Purificacio

O virus latente da couve foi purificado sempre a partir de folhas dc couve
manteiga obtidas em feiras livres de Sdo José do Rio Preto, S.P. A metodologia utilizada
(Esquema 1) foi, em parte, aquela usada por GASPAR & COSTA (1993) para purificagdo do
virus do mosaico angular do feijoeiro Jalo.

Cerca de 100 g de folhas congeladas ou frescas foram trituradas em

liquidificador com 2 volumes de tampdo fosfato de potdssio monobasico (KHPO4) 0,5 M

pH 7,0 (ajustado com NaOH concentrado) contendo sulfito de sodio 0,1%,
ctilenodiaminotetracetato de sédio (EDTA) 0,005 M (Tampdo A). Apos filtragem em gaze, o
suco foi misturado com mecio volume de cloroférmio/tetraclorcto de carbono (1:1 v/v) ¢
fortemente agitado por 15 minutos ¢ continuamente durante a sua manipulagio.

A emulsdo foi entdo centrifugada a 10.000g por 15 minutos ¢ a fase aquosa
recuperada e misturada com Triton X-100 a concentragdo final de 0,5%. Apos dissolugdo
deste detergente, adicionou-se polictilenoglicol (PEG 8000) numa concentragdo final de 6% ¢
deixou-s¢ a 49C por 120 minutos com agitagdo. Apds centrifugagao a 12.000g por 15
minutos, o sobrenadante (SN-1) foi descartado ¢ o "pellet" (P-1) ressuspendido em 1/10 do
volume inicial de tampao KH7PO4 0,5 M pH 7,0 contendo EDTA 0,002M, Triton X-100
0,1% (Tampao B) e mantido a 4° C por 120 minutos com agitagdo. A seguir o material foi
centrifugado a 12.000g por 15 minutos ¢ entdo o "pellet" (P-2) foi descartado ¢ foi realizada
uma reprecipitagdo, adicionando ao sobrenadantc polictilenoglicol (PEG 8000) a

concentrag¢do final de 4% ¢ NaCl 0,1 M ¢ mantido a 4°C por 120 minutos com agitagao.
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Apos centrifugagdo a 12.000g por 15 minutos, o sobrenadante (SN-3) foi descartado ¢ o
"pellet” (P-3), ressuspendido em tampéo B, agitado a 4°C por 120 minutos ¢ entdo submetido
a centrifugagdo de 12.000g por 15 minutos, da qual sc descartou o "pellct” (P-4) ¢ rescrvou-
s¢ o sobrenadante (SN-4) que foi centrifugado a 150.000g por 90 minutos. O "pellet" (P-5)
foi ressuspendido em tampdo B e centrifugado em gradiente lincar de sulfato de césio (10-
40%) em tampao KHoPO4 0,05M pH 7,0 a 110.000g por 90 minutos. A banda foi colctada
com pipeta e, apos dilui¢do, concentrada por ultracentrifugagdo a 150.000g por 90 minutos ¢
o "pellet" obtido (P-6), ressuspendido em tampao KH7PO4 0,5 M pH 7,0 contendo EDTA 2
mM e Triton X-100 0,1% (Fragdo A). Esta fragdo foi visualizada ao microscopio cletronico ¢
utilizada para todos os demais testes realizados.

Em algumas purificagées adicionou-se PMSF (Fluorcto de fenilmetil

sulfonila) 10 mM em todos os tampdes utilizados durante o processo de purificagdo.

3.2 Espectrofotometria

O espectro de absorgio do VLC purificado (Fragdo A) foi determinado em um

espectrofotometro de luz ultravioleta modelo CARY/1E/Varian. A concentragdo do virus foi
aferida utilizando-se a absorgdo a 260 nm ¢ assumindo um cocficiente de cxtingdo de 2.1
determinado para o virus latente do cravo, membro tipo do grupo (PAUL & WETTER,
1964).

3.3 Microscopia eletronica do virus purificado

Uma aliquota da preparagdo purificada do virus foi aplicada sobre tclinhas de
microscopia eletronica cobertas com Formvar ¢ rcforgadas com carbono. Contrastagdo
negativa foi realizada com solugdo de dcido fosfotingstico ¢ observado em um microscopio

eletronico Zeiss EM-10.
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Esquema 1. Purificagdo do VLC

Folhas de plantas infectadas
KH7PO4 0,5 M pH 7,0
EDTA 0,005 mM
Sulfito de Sodio 0,1 % (Tampao A)
liquidificador
filtragem cm gaze
50 % cloroformio/tetracloreto de carbono (1:1)
10.000g/15 min.

Fasc Fase

Organica Aquosa
Triton X-100 0,5 %.
PEG 8000 6%
120 min/4° C/agitagao
12.000g/15 min.

P-1

KH5PO4 0,5 M pH 7,0

EDTA 0,002 M

Triton X-100 0,1 % (Tampao B)
2-3 horas/4° Clagitagao
12.000g/15 min.

SN-2

PEG 8000 4 %

NaCl 0,1 M

2-3 horas/4° C/agitagao
12.000g/15 min.

P-3

Tampao B

2-3 horas/4° C
agilagdo
12.000g/15 min.

SN-4
150.000g/90 min.

SN-5

Tampao B
Gradiente CS2504
110.000g/90 min

Banda
150.000g/90 min

P-6
Tampdo B

Fragao A
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3.4 Teste bioldgico para o virus purificado

Uma aliquota da fragdo do virus purificado foi diluida em tampdo fosfato
monobasico de potdssio 0,5 M, pH 7,2 ¢ sulfito de sédio a 0,02 M ¢ inoculado
mecanicamente em plantas de couve sadias e, entdo, mantidas em casa de vegetagdo. A
presenga de virus nas plantas inoculadas foi determinada através dce teste scrologico com o

antissoro para o VLC pela técnica de impressdo de tecidos.

3.5 Eletroforese

3.5.1 Preparo dos géis

Inicialmente foram testadas as concentragdes de 10%, 12%, 15% ¢ 20% para a

preparagdo dos géis mantendo em todos os casos, a porcentagem de ligagdes cruzadas, C=

3,3%. Verificando-se ndo haver diferengas quanto a massa molecular das proteinas
estudadas, optou-se pela concentragdo de 12% para todos os demais experimentos.
Os componentes utilizados para o preparo da solugio do gel foram os

seguintes:

Gel de Resolugio:

Agua deionizada

Solugdo aquosa de Acrilamida/bis ( 29: 1)
Tris HCI 1M pH 8,7

SDS 10%

Persulfato de Amoénio 10% (recém preparado)

TEMED (N, N, N, N, tetrametilenodiamina)
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Gel de Empacotamento ("stacking")

Solugdo aquosa de Acrilamida/bis (29: 1)
Tris- HCI 1M pH 6,8
SDS 10%

Trizma Base....ommiviiiii
SDS 10%cimnamsimnnin

Aguasasessmaloaniie

3.5.2 Procedimento

A determinagio da massa molecular da proteina capsidial foi feita em gel

descontinuo de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo LAEMMLI
(1970). Utilizou-se gel de empacotamento (“"stacking gel") a 5% e de resolugdo a 12%. As
proteinas foram desnaturadas por fervura a 100°C por 3 minutos em tampdo de amostra (Tris
HCI 0,125 M pH 6,8 contendo SDS 4%, glicerol 20%, 2 mercaptoctanol (2-ME) 10% ¢ azul
de bromofenol 0,001 M). Como marcadores de massa molecular utilizou-se o padrdo Dalton
Mark VII-L (Sigma Chemical Co.) composto das scguintes proteinas: Albumina bovina (66
kDa), Albumina de ovo (45 kDa), Gliceraldcido-3-fosfato desidrogenase (36 kDa), Anidrase
carbonica (29 kDa), Tripsinogénio (24 kDa), Inibidor de Tripsina (20 kDa) ¢ Albumina dc
leite (14,2 kDa). Posteriormente também foi utilizado o marcador de massa molecular da
Gibco-BRL composto das scguintes proteinas: Lisozima (14,3 kDa), Beta-Lactoglobulina

(18,4 kDa), Anidrasc Carbdnica (29 kDa), Ovalbumina (43 kDa), Soro Albumina Bovina (68
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kDa), Fosforilase B (97,4 kDa) ¢ Miosina (H-chain) (200 kDa). A cletroforcse foi conduzida
a 100 V (voltagem constantc) por 90 minutos em um aparclho Mini Protean 11 da Bio-Rad
com gel de 7 cm X 8 cm com espassador de Imm de espessura. Os géis foram fixados em
mistura contendo metanol, dgua e acido acético (50:50:10) por 60 minutos, corados com azul
de Comassie 0,25% nessa mesma mistura por 60 minutos ¢ descorados com metanol ¢ agua
(1:1) por 18 horas.

Foram testados diferentes tampdes de amostra a fim de se verificar o efeito da
concentragdo de SDS e 2-ME, assim como a presenga de uréia sobre as bandas da protcina
capsidial. O tampdo comumente usado (Tampado A) continha SDS 2% ¢ 2-ME 5%, o tampdo
B, SDS 1% ¢ 2-ME 1% ¢ o tampdo C, SDS 1%, 2-ME 1% ¢ Uré¢ia 8 M, sendo os outros

componentes comuns cm qualidade ¢ quantidade para os trés tampdces da amostra.

3.5.3 Secagem dos géis

O processo de secagem utilizado foi descrito por CERON et al., (1992), onde

os géis sdo acondicionados ¢ prensados entre duas folhas de papel celofane umedecidos por

uma solugdo de gelatina comercial a 5% ¢ deixados a temperatura ambicente até sua secagem
completa (de 2 a 4 dias). Através deste procedimento torna-se possivel a anélisc posterior dos

géis que desidratam formando uma fina pelicula entre as folhas de celofane.

3.6 Determinag¢io da massa molecular da proteina capsidial

Um grifico das distincias dc migragdo (Rfs) dos marcadores no gel versus o

logaritmo das respectivas massas moleculares foi feito ¢ a massa molecular da proteina do

VLC determinada a partir desse grafico.
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3.7 Testes serologicos

O cstudo das relagdes serologicas entre 0 VLC ¢ outros membros do grupo,
foi realizado utilizando-sc¢ a técnica de "Western blotting”, rcalizada com protecinas
desnaturadas obtidas através da transferéncia das proteinas do gel de cletroforese SDS-PAGE
para o filtro de nitrocelulose, ¢ a técnica de "Dot blotting", onde a proteina nativa contida na
amostra de virus purificado foi aplicada dirctamente sobre o filtro de nitrocelulose.

A comparagdo scrologica entrc o VLC ¢ alguns outros virus do grupo foi
realizada com antissoros para o CMMV (cedido pelo Dr. M. Iwaki - Japdo), VLC ¢ PVS
(cedidos pelo Dr. Avelino Rodrigues de Oliveira - UNICAMP), RCVMYV ¢ o CLV (cedidos
pelo Dr. Allan A. Brunt - Gra-Bretanha) além do soro normal usado como controle. Os

antissoros foram diluidos na proporgdo de 1:1000.

3.7.1 Pré-adsor¢ao

Para a pré-adsorgdo dos antissoros, 0,1g de tecido ndo infectado pelo VLC foi

macerado com 1 ml de tampao PBS e, entdo, uma aliquota de 20 ul foi adicionada a 20 ul do

antissoro contra o VLC, agitado ¢ mantido a 49C por 18-20 horas. Apds centrifugagdo a

16.000g por 10 minutos, o sobrenadante foi utilizado como antissoso primdrio. O mesmo

processo foi utilizado para a pré-adsorgdo dos antissoros contra os demais virus testados.

3.7.2 "Western blotting"

Apods separagdo em gel desnaturante de SDS-poliacrilamida, as proteinas
foram transferidas para filtro de nitrocelulose em um eletrotransferidor (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad) operando sob voltagem constante (100V) por 60

minutos. O tampéo de transferéncia utilizado foi o Tris-Glicina (Tris 0,025 M, Glicina 0,192
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M) contendo Metanol 20%. As membranas foram entdo incubadas com os antissoros para o
VLC, CMMV, RCVMYV, PVS, CLV c¢ soro normal. Para detecgdo da rcagdo antigeno-

antissoro, procedeu-sc como no item 3.7.4.

3.7.3 "Dot blotting"

Foram aplicados 3 ul da preparagdo de virus purificado (Fragdo A),

diretamente sobre membrana de nitrocelulose ¢ deixado secar por 30 minutos. As membranas

foram entdo incubadas com os antissoros para VLC, CMMV, RCVMYV, PVS, CLV c¢ soro

normal. Para detecgdo da reacdo antigeno-antissoro, procedcu-se como no item 3.7.4.

3.7.4 Imunolocalizagdo da proteina capsidial

A detecgdo da proteina capsidial na membrana de nitrocclulose foi feita

primeiro incubando a membrana em tampao PBS (Fosfato de Sodio 0,01 M pH 7,2- NaCl

0,15 M) contendo Tween-20 0,3% (PBS-T) ¢ albumina de soro bovino (BSA) 3% por 3

horas. Em seguida, a membrana foi incubada por 60 minutos com antissoro para a proteina
capsidial do VLC (pré-adsorvido) diluido 1:1000 em tampdo PBS-T contendo BSA 0,3% ¢
heparina (20 ug/ml) (DIETZGEN & FRANCKI, 1987). Scguiram-se lavagens (3 X 15
minutos) com tampdo PBS-T ¢ incubagdo com anticorpos anti-IgG de coclho acoplados com
fosfatase alcalina diluido em tampdo PBS-T contendo BSA 0,3% na propor¢do de 1:30.000
por 60 minutos. Apds lavagens (3 X 15 minutos) com tampdo PBS, a membrana dc
nitrocelulose foi incubada com mistura de BCIP/NBT ("5-bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate/nitro-blue tetrazolium") até o aparecimento do resultado da reagdo (cor azul

purpura).
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3.8 Impressao de tecidos

Pequenos pedagos de peciolo foram cortados com lamina de barbear, sccados
com papel de filtro ¢ aplicados com leve pressdo sobre membrana de nitrocelulose (LIN et
al., 1990). O tecido foliar foi imprimido colocando-sc o pedago de folha entre dois pedagos
delgados de "isopor" para, entio, serem cortados, sccados ¢ aplicados sobrc a membrana de
nitrocelulose. As membranas foram secadas por 20-30 minutos, ¢ entdo tratadas conforme
descrito no item 3.7.4. Em alguns casos, a membrana de nitrocelulose foi também tratada por
] minuto com solu¢do aquosa de safranina 1% para cvidenciar melhor as cstruturas dos
tecidos. A reagdo foi observada ¢ fotografada em uma lupa Zeiss Jena.

Os controles foram feitos tanto através da impressdo de tecidos de plantas

sadias, como através da utilizagdo dc soro normal na reagdo scrologica.

Para demonstrar a sensibilidade ¢ especificidade da técnica de impressdo de

tecidos associada a imunolocalizagio de proteinas, foi realizado um teste scrologico
utilizando-se um virus sabidamente restrito ao floema, o virus do enrolamento da folha da

batata (ROCHOW & DUFFUS, 1981).
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4. RESULTADOS

4.1 Purificagao

Exames ao microscopio cletronico, das preparagdes purificadas do VLC,
revelaram bom grau de pureza. A produgdo comumente obtida, averiguada através de leitura
da absorbancia a 260 nm, foi de aproximadamente 7mg/Kg de folhas de couve processadas,
utilizando-sc o cocficiente de extingdo do CLV cujo valor ¢ 2,1 (PAUL & WETTER, 1964).
Aparentemente ndo houve grande agregagdo de particulas virais, conforme observagdes ao
microscopio eletronico (Figura 1). Ndo houve diferengas entre as purificagdes obtidas a partir

de material fresco ou congelado quanto a sua concentragdo ou qualidade.

4.2 Espectro de absor¢io do VLC

O espectro de absor¢do na regido do ultra-violeta (220-330 nm) da preparagdo
purificada (Fragdo A) foi tipico de¢ nucleoproteinas com picos maximo ¢ minimo a 260 e 239

nm, respectivamente (Figura 2).

As relagdes encontradas foram: Apgo / A280 = 1,55 ¢ Amax / Amin =1,23.

4.3 Teste biologico

Aliquotas do virus purificado (Fragdo A) foram infectivas quando inoculadas
em plantas de couve comum (6 plantas obtidas de sementes ¢ mantidas em casa de
vegetagdo). A detecgdo do virus foi feita através de imunodetecgdo da proteina capsidial do
VLC, realizada sobre impressao de tecidos de planta inoculada resultando em reagdo positiva

para a planta inoculada ¢ reagdo negativa para impressdo obtida a partir da planta sadia
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(Figura 3). Assim foi constatado 100% de infecgdo quando sc utilizou como indculo,

particulas purificadas do VLC.

4.4 Eletroforese e determinagio da massa molecular da proteina capsidial

Quando a proteina capsidial do virus latente da couve, desnaturada em meio
contendo SDS ¢ 2-ME, foi aplicada em gel de poliacrilamida SDS-12%PAGE, houve
formagdo de duas bandas principais e outras adicionais, menos evidentes, sendo tais proteinas
serologicamente relacionadas a proteina capsidial, reagindo positivamente com o antissoro
para VLC (Figura 4). A quantidade das proteinas rclacionadas a essas bandas menos
evidentes, verificada de acordo com a intensidade da coloragdo das bandas no gel, aumentou

gradativamente com o tempo de estocagem da purificagdo, variando de incxistente (em

purificagdes recentes) a totalidade das proteinas observadas no gel (em purificagdes

estocadas por 4 meses) (Figura 5), identificando uma degradagdo gradual da proteina
capsidial. Ndo foi realizado um acompanhamento a intervalos mais curtos para estabelecer o
tempo minimo para tal degradagdo. Quando a purificagdo foi realizada com a adigdo de
PMSF 10 mM ecm todos os tampdes utilizados, uma banda principal foi obscrvada
inicialmente, havendo um atraso no surgimento de produtos de degradagdo (Figura 6). Nao
foram testadas outras concentragdes para o PMSF, exceto | mM que ndo inibiu a degradagao.
O uso de tampdes de amostra com diferentes concentragdes de SDS ¢ 2-ME ndo evidenciou
nenhuma diferenga no comportamento da proteina capsidial durante a cletroforese. O tampdo
de amostra preparado conforme BOCCARDO & MILNE (1976), contendo SDS 1%, 2-ME
1% e Uréia 8M também ndo teve efeito sobre as diversas bandas relacionadas a proteina
capsidial do VLC. Estes resultados foram semelhantes para as preparagdes purificadas com
ou sem a utilizagdo de PMSF 10mM (Figura 7).

A detecrminagdo da massa molecular da proteina capsidial do VLC revelou um

valor em torno de 38 kDa para banda tnica, ¢ valores de aproximadamente 38 kDa (banda
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superior) ¢ 36 kDa (banda inferior) quando o gel apresentou 2 bandas. A banda para a
proteina capsidial degradada apos 4 meses de estocagem em geladeira revelou um valor de

aproximadamente 26 kDa (Figura 8).

4.5 Relagoes serologicas

O estudo das relagoes scrolégicas entre o VLC ¢ outros membros do grupo
apresentou os mesmos resultados para as duas técnicas empregadas, "Western blotting"”,
realizado com proteina desnaturada ¢ "Dot blotting", onde sc utiliza a proteina nativa contida
na amostra de virus purificado.

Os resultados obtidos (Figuras 9 ¢ 10) com antissoros para diversos virus do

grupo dos carlavirus, indicam reagdo positiva apenas com o antissoro homoélogo. Nenhuma

reag¢do pode ser vista com os antissoros para CMMV, RCVMYV, PVS, CLV ou soro normal.

4.6 Imunolocalizag¢do da proteina capsidial em tecidos infectados

A técnica de impressdo de tecidos possibilitou o estudo da distribuigio da
proteina capsidial em tecidos de peciolos e em folhas. A Figura 11 mostra a auséncia do virus
latente da couve em tecidos de planta de couve sadia. Na Figura 12 pode-s¢ observar a
presenga do virus latente da couve em tecidos de peciolo de planta de couve infectada,
podendo ser notada sua ampla distribuigdo embora ndo scja igualmente distribuido cntre as
cclulas dos virios tccidos. Apesar de quasc todas as cé¢lulas apresentarem a proteina
capsidial, a regido dos vasos condutores conservou-se¢ praticamente isenta de marcagio, o
que pode ser observado em detalhe na inser¢do da Figura 12. Alguma marcagdo pode ser
vista na regido do floema possivelmente em célula companheira ou de parénquima

floematico.
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A Figura 13 mostra a distribui¢do do virus latente da couve em tecido de folha
de planta infectada. Pode-sc notar a presenga do virus nas duas epidermes (adaxial ¢ abaxial)
¢ mesofilo. A proteina capsidial do VLC pode ser vista amplamente distribuida pelos tecidos
da folha mas ndo igualmente distribuida entre as células dos diferentes tecidos. Também nas
folhas, ndo ha praticamente nenhuma marcagao nos tecidos condutores.

A sensibilidade ¢ especificidade da imunolocalizagdo associada a impressao

de tecidos pode ser averiguada na Figura 14, que demonstra a restrita localizagdo do virus do

enrolamento da folha da batata (Luteovirus) em células do floema.




Figura 1. Micrografia cletronica de particulas do VLC de preparagdo purificada a partir de

couve comum. Aumento de 92.000 X.
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Figura 2. Espectro de absorgdo, na faixa do ultravioleta, do virus latente da couve purificado.
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Figura 3. Imunodetec¢do do VLC através de impressdo de tecidos. A: planta infectada a

partir da inoculagido com o virus purificado. B: planta sadia, inoculada com tampao.
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Figura 4: Analisc do componente proteico do VLC através de cletroforese ¢ "Western
blotting". A: gel de poliacrilamida 12% com amostra da preparagdo viral purificada; B:

Imunoblotting de um gel similar ao (A) transferido por "Western blotting" para membrana de

nitrocelulose ¢ incubado com antissoro para VLC. As sctas indicam bandas na membrana dc

nitrocelulose que sdo mais visiveis no "blott" original.
Marcadores de massa molccular: a: fosforilase B (97,4 kDa), b: albumina de soro bovino (68

kDa), c: albumina de ovo (43 kDa), d: anidrase carbonica (29 kDa).




Figura 5. Fotomontagem demonstrando a degradagdo progressiva da proteina capsidial do
VLC (Purificagdo sem PMSF) em gel de poliacrilamida 12%. As amostras utilizadas para
cletroforese foram obtidas a diferentes intervalos apos a purificagdo. A: 1 semana; B: 1 més;
C: 3 meses; D: 4 meses.

Marcadores de massa molecular : a: albumina de soro bovino (68 kDa); b: albumina do ovo

(43 kDa); c: anidrase carbonica (29 kDa); d: globulina do leite (18,4 kDa).




Figura 6. Fotomontagem de cletroforese em gel de poliacrilamida 12% da proteina capsidial

do VLC. Amostra obtida de purificagdo feita com PMSF 10mM- A: 1 semana; B: 2 semanas;
C: 2 meses; D: 3 meses.

As sctas indicam bandas de produtos degradados, porém de fraca intensidade.

Marcadores de massa molecular : a: albumina de soro bovino (68 kDa); b: albumina de ovo

(43 kDa); c: anidrase carbonica (29 kDa).




Figura 7. Eletroforese em gel SDS-12%PAGE de preparagdo purificada do VLC. A:

purificagdo sem PMSF; B: purificagdio com PMSF 10mM; 1 e 1" tampido de amostra
contendo SDS 10% e 2-ME 10%; 2 e 2': tampdo com SDS 1% e 2-ME 1%; 3 e 3": tampdo
com SDS 1%, 2-ME 1% e Uréia 8M.
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Figura 8. Determinagdo da massa molecular da proteina capsidial do VLC. Os logaritimos

das massas moleculares sido plotados contra as mobilidades relativas. As setas indicam a

mobilidade das bandas da proteina capsidial do VLC. 1: banda superior (38 kDa), 2: banda
inferior (36 kDa); 3: banda da proteina degradada (26 kDa), 4 mescs apds purificagao.

Relagdo dos marcadores em ordem crescente de valores da mobilidade relativa (Rf): a,
albumina de soro bovino (66 kDa); b, albumina de ovo (45 kDa); c, gliceraldeido fosfato

desidrogenase (36 kDa); d, anidrase carbonica (29 kDa); ¢, inibidor de tripsina (20,1 kDa).
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Figura 9. "Western blotting" e reagdo imunoldgica com a proteina capsidial do VLC com

antissoros para membros do grupo dos carlavirus.
Antissoros testados: 1. anti-VLC; 2. anti-CMMYV; 3. anti-PVS; 4. anti-RCVMYV; 5. anti-CLV;

6. soro normal.
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Figura 10. "Dot blotting” ¢ reagdo imunoldgica com a proteina capsidial do VLC com
antissoros para membros do grupo dos carlavirus.
Antissoros testados: 1. anti-VLC; 2. anti-CMMYV; 3. anti-PVS; 4. anti-RCVMYV; 5. anti-CLV;

6. soro normal.
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Figura 11. Controle da reagdo. Impressdo de tecidos de peciolo de couve sadia e posterior

incubagdo com antissoro para o VLC.
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Figura 12. Impressdo de tecidos e imunolocalizagdo da proteina capsidial do VLC em peciolo

de planta de couve infectada, utilizando-se antissoro contra VLC. A reagio (coloragdo azul-

purpura) ¢ evidenciada na epiderme (ep), cortex (cx) e medula (m). A regido do tecido

vascular apresenta pouca ou nenhuma rea¢do. A insergdo (também corada com safranina)

mostra a auséncia de rea¢do na regido do xilema.
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Figura 13. Impressdo de tecidos e imunolocalizagdo da proteina capsidial do VLC em folha

de planta de couve infectada utilizando-se antissoro contra VLC. Notar a ampla distribui¢do

do VLC pelos tecidos (epiderme e mesofilo). E também evidente a desigualdade quanto a

distribui¢do do VLC nas células de um mesmo tecido. s, epiderme superior; i, epiderme

inferior; m, meséfilo; tv, tecido vascular.




Figura 14. Impressio de tecidos e imunolocalizagdo do virus do enrolamento da folha da

batata (VEFB) em peciolo de planta infectada, utilizando antissoro contra o VEFB. Notar a
especifica localizagdo (setas) do virus em células do floema. cx, cortex; e, epiderme; tv,

tecido vascular.
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5. DISCUSSAO

Até ha bem pouco tempo mencionava-sc o grupo dos carlavirus como um dos
maiores ¢ menos estudados grupos de fitovirus. Segundo FOSTER (1992), ao nome dos
carlavirus seguia-se frequentemente a observagdo " ...pouco ¢ conhecido sobre a biologia
molccular dessc grupo". A auséncia de graves doengas de repercussdo na produgio agricola
causadas por membros do grupo, assim como problemas na purificagdo de particulas virais
em quantidades satisfatorias vinham dificultando pesquisas mais detalhadas por parte dos
biologistas moleculares e, apesar de nos tltimos anos ter havido um significativo aumento no
interesse por estudos sobre este grupo de fitovirus, suas propriedades moleculares
permanecem ainda pouco esclarecidas.

Os carlavirus, com algumas poucas exceg¢des, ndo provocam doengas ou

sintomas severos, chegando a passar despercebidos, ¢ sendo muitas vezes identificados

dentro de um complexo infeccioso com outras viroses (WETTER & MILNE, 1981). Devido
a tal fato muitos dos membros do grupo levam o adjetivo "latente" em scu nome, citando-se,
como exemplo, o virus latente da couve ¢ o virus latente do cravo. Apcsar disso, replicam-sc
em quantidade suficiente para infectar suas hospedeiras local ou sistemicamente. KITAJIMA
et al. (1970) sugeriram que a auséncia de efeitos citopaticos nas células invadidas pelo virus
latente da couve scja devida a um tipo de "equilibrio entre 0 metabolismo normal da célula ¢
o mecanismo de sintese do virus".

Sendo a disseminagdo do VLC bastante facil devido ao meio de propagagio
da cultura da couve dar-sc por mudas, aliado ao fato dessa virose ndo prejudicar
ccondmicamente a comercializagdo da couve como produto alimenticio, ¢ consequentemente
ndo ser cfetivamente combatida hd, provavelmente, uma distribuigdo bastante ampla dessa
virose pelo nosso pais.

Os trabalhos realizados anteriormente (COSTA, A. S., dados ndo publicados;

KITAJIMA et al, 1970 ¢ MELLO, 1981) forneceram dados sobre a patologia, meios de
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transmissdo, caracteristicas morfologicas, ultraestrutura dos tecidos infectados ¢ algumas
caracteristicas fisicas ¢ quimicas do VLC.

No presente trabalho foram obtidos dados que se somam aos anteriores
fornecendo maior base a cstudos subsequentes que certamentc poderdo levar a um
conhecimento mais abrangente sobre o VLC e o grupo dos carlavirus em relagdo as suas
caracteristicas, inclusive genomicas. Sdo relatados os resultados referentes a purificagdo da
particula viral, algumas propricdades da proteina capsidial, relagdes serologicas com outros
carlavirus ¢ a imunolocalizag¢do do virus em tecidos infectados.

Em relagdo a produtividade do método de purificagdo empregado, a produgio
de virus de 7 mg/Kg de tecido infectado, pode ser considerada satisfatoria ¢ dentro dos
valores descritos para outros carlavirus, os quais variam de 2-5 mg/Kg de tecido (por

exemplo: BRUNT & KENTEN, 1973; GASPAR & COSTA, 1993) a 85 mg/Kg de tecido

(por exemplo: LUISONI et al., 1976; HSU et al., 1995). A concentragdo do VLC na planta

deve ser, entretanto, bem maior do que essa, em razdo da perda por agrega¢do que ocorre
durante o processo de purificagdo de potyvirus (grupo do virus Y da batata) ¢ carlavirus
(GIBBS & HARRISON, 1976; VEERISETTY & BRAKKE, 1978; GASPAR & COSTA,
1993). Nas primeiras purificagdes efctuadas verificou-se o aparecimento de contaminantes,
os quais foram reduzidos com a utilizagdo de duas precipitagdes com polietilenoglicol 8000,
incluidas no protocolo de todas as demais purificagdes. A observagdo da preparagio
purificada ao microscdpio cletronico (Figura 1), a curva tipica de nucleoproteinas (Figura 2)
¢ a relagdo Apg / Apgp ao redor de 1,5 confirmam a natureza ¢ a pureza da preparagdes
obtidas.

As preparagdes purificadas do VLC quando inoculadas em couve obtidas por
semente mostraram-se¢ altamente infectivas (Figura 3) reproduzindo a caracteristica de
laténcia do virus.

Nos experimentos iniciais de determinagdo da massa molecular da protcina

capsidial em gel de SDS-PAGE, verificou-sc¢ quc além da banda csperada havia o
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aparccimento de outras bandas coradas com diferentes intensidades, indicando diferentes
concentragdes dos polipeptidios. Em experimentos subsequentes verificou-se que essas
diferengas estavam relacionadas com as diferentes preparagdes ¢ com tempo de estocagem
das amostras em geladeira (Figura 5). Através de "Western blotting" ¢ reagdo com antissoro
homologo, verificou-se que esses polipeptidios eram relacionados com a proteina capsidial
do VLC (Figura 4). Através do grafico das distincias dc migragdo versus o logaritmo dos
marcadores de massas moleculares utilizados no gel (Figura 8) foram determinadas as massas
moleculares referentes as duas bandas principais ¢ que ocorrcram em todas as amostras
analisadas (38 kDa e 36 kDa) ¢ uma terceira (26 kDa), observada em uma amostra estocada
por 4 meses ¢ totalmente destituida dos outros peptideos de maior massa molecular.

Pelo menos trés hipoteses podem scr propostas para explicar o aparccimento
das bandas adicionais a protcina capsidial do VLC:

1) as bandas adicionais poderiam ser contaminantes originados da planta hospedeira e
ndo separadas das particulas virais durante o processo de purificagdo. Entretanto, as
observagdes de que esses polipeptidios adicionais reagem com o antissoro para a protcina
capsidial do VLC ¢ o fato de que apds quatro meses de estocagem apenas um polipeptidio
(26 kDa) ¢ encontrado na preparagdo, descartam essa hipotese.

2) uma outra hipdtese é baseada no trabalho de BOCCARDO & MILNE (1976) que

verificaram um comportamento anémalo da proteina capsidial do PopMV cm gel de

poliacrilamida, dependente dos agentes redutores ¢ desnaturantes utilizados. Assim, quando o

virus era solubilizado em guanidina 6 M ou tratado com SDS 1% ¢ mercaptoctanol 1%
seguido de fervura, duas bandas aparcciam em SDS-PAGE. Entretanto, quando o virus era
tratado com SDS 1%, mercaptoetanol 1% e uréia 8 M somente uma banda aparecia em SDS-
PAGE. Quando essas ¢ outras condigdes foram utilizadas para preparar a proteina capsidial
do VLC, o resultado foi idéntico para todas as condigdes havendo o aparccimento de duas ou
mais bandas (Figura 7). Assim, o aparecimento das bandas adicionais ndo ¢ devido ao

método de preparo das amostras para SDS-PAGE.
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3) os polipeptidios adicionais com massas moleculares inferiorcs a 38 kDa
corresponderiam a produtos de degradagdo da proteina capsidial do VLC induzida por
protcases da hospedeira. As obscrvagoes de que os polipeptidios adicionais foram
aparecendo progressivamente em uma amostra inicial de virus purificado, aliadas ao fato de
que a adigdo de PMSF 10 mM em todos os tampdes usados durantc o processo de
purificagdo inibiu em larga escala o aparccimento de polipeptidios adicionais (Figura 6),
corroboram esta hipétese. Sendo o PMSF um inibidor de enzimas que possuem serina em scu
centro ativo, pode-sc inferir que pelo menos uma protease que atua sobre a proteina capsidial
do VLC scja uma serino-protcase. A participagdo de serino-proteases na produgdo dc
polipeptidios adicionais a proteina capsidial foi também sugerida por KOENIG et al. (1978) ¢
TREMAINE & AGRAWAL (1972) para o PVX, por FOSTER & MILLS (1991a) para o
PVS e por CHU & FRANCKI (1983) para os sobemovirus VTMoV ¢ SNMV.

Constitui sugestio da autora, que em purificagdes de carlavirus scja

adicionado PMSF em todas as fases do processo, em concentragdo quc devera scr
preliminarmente determinada.

O VLC purificado, quando usado como antigeno, apresentou reagdo
serolégica positiva apenas para o antissoro homodlogo, ndo reagindo com antissoros para
outros carlavirus testados (CMMV, RCVMYV, PVS ¢ CLV). Os resultados foram idénticos
quando sc utilizou a técnica de "Dot blotting", que emprega proteina capsidial em estado
nativo, ¢ a técnica de "Western blotting" que emprega proteina capsidial desnaturada. Parte
destes resultados diverge daqueles descritos por MELLO (1981) que verificou, em testes de
imunodifusdo dupla, a formagao de linha de precipitagdo fraca quando se utilizou como
antigeno extrato de couve infectada pelo VLC c antissoro para o PVS. Essa divergéncia pode
ser devida a diferengas entre isolados do VLC e/ou antissoros para o PVS utilizados ou,
ainda, a diferengas nas técnicas utilizadas. De qualquer forma, se alguma relagio de
parentesco houver entre 0 VLC ¢ os outros carlavirus, cujos antissoros foram aqui utilizados,

cla pode ser bastantc distante. Levando-se em consideragdo que o gene codificador da
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proteina capsidial corresponde a uma pequena porcentagem do genoma viral, estudos
utilizando sondas moleculares para 0 RNA gendémico poderdo csclarecer as relagdes de
parentesco entre os carlavirus.

A técnica de impressdo de tecidos ("tissue printing") foi primeiro descrita por
CASSAB & VARNER (1987) para a imunolocalizagdo da proteina extensina em sementes
de soja. Posteriormente, LIN es al. (1990) utilizaram csse técnica para a detecgdo
imunologica de virus ¢ micoplasmas cm plantas, sugerindo a sua utilizagdo como um réapido ¢
sensivel método para diagnostico. No presente trabalho, a utilizagdo da técnica de impressdo
de tecidos associada a imunodetecgdo da proteina capsidial com antissoro homologo
possibilitou, ndo s6 o diagnostico, como também o estudo da localizagdo do VLC nos tecidos
de plantas de couve infectadas. A presenga do VLC, tanto em peciolo como em folhas ¢
nervuras, foi detectada em praticamente todos os tecidos excetuando-se os tecidos dos vasos
condutores onde praticamente ndo houve rcagdo com o antissoro. Apesar de haver uma
ampla distribui¢do entre os tecidos, ndo sc verificou uma distribuigdo regular ¢ homogéneca

entre as células destes tecidos nas plantas infectadas. A presenga do VLC nas duas epidermes

(adaxial ¢ abaxial) ¢ parénquima (pali¢ddico ¢ lacunoso) ¢ sua auséncia nos vasos condutores

pode ser observada nas Figuras 12 e 13. Estes rcsultados estio em concordancia com
CHRISTIE & EDWARDSON (1977) que, através de microscopia cletronica, verificaram a
presenga de varios carlavirus em células epidérmicas ¢ do mesofilo. KITAJIMA et al. (1970)
observaram, ao microscopio cletronico, a presenga de agregados de particulas do VLC com
maior frequéncia no parénquima lacunoso ¢ paligddico do que na epiderme ¢ no parénquima
vascular. Esta pequena divergéncia quanto a distribuigio do VLC na cpiderme pode ser
devido ao fato de que, em microscopia cletronica, a arca que ¢ observada ¢ muito menor do
que aquela vista na impressdo de tecidos. Esses autores também ndo observaram particulas
do VLC no interior dos vasos crivados ou lenhosos o que demonstra a sensibilidade da
técnica de impressio de tecidos para a imunolocalizagdo de virus em diferentes 6rgdos da

planta. Para uma inequivoca demonstragdo da validade da técnica de imunolocalizagdo
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associada ao método de impressio de tecidos, foram utilizados os resultados dc uma

imunolocalizagdo do virus do enrolamento da folha da batata em peciolos de planta infectada
com antissoro homologo. Estc virus ¢ sabidamente restrito ao floema (ROCHOW &
DUFFUS, 1981). Na Figura 14, pode-se verificar a especificidade da reagdo scrologica que

evidencia marcagdo apcnas sobre células associadas ao floema.
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. CONCLUSOES

. O método de purificagdo utilizado permitiu a purificagdo do virus latente da couve em
concentragdes satisfatorias para estudos bioquimicos ¢ moleculares.
A utilizagdo de precipitagio dupla com polietilenoglicol reduziu a presenga de
contaminantes na preparagdo purificada.

. A massa molecular da proteina capsidial do virus latente da couve, determinada em SDS-
PAGE, ¢ 38 kDa.

. A presenga de polipeptidios adicionais na preparagdo purificada e estocada em geladeira ¢
devida a degradagdo da proteina capsidial do virus latente da couve por, pclo menos, uma
serino-protease.

. A adi¢do de Fluoreto de fenilmetil sulfonila (PMSF) 10 mM em todos os tampdes

utilizados durante o processo de purificagio do VLC inibiu, em larga escala, a atividade

de proteases contaminantes.

. O virus latente da couve ndo ¢ serologicamente relacionado aos carlavirus: "cowpea mild
mottle virus", "red clover vein mosaic virus", "potato S virus" ¢ "carnation latent virus".

. O virus latente da couve possui ampla distribuigdo pelos tecidos do peciolo ¢ folha de

couve infectada, excetuando-se o tecido xilematico.
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7. RESUMO

O virus latente da couve (VLC) foi purificado a partir de folhas infcctadas de
couve (Brassica oleracea L. var acephala) produzindo preparagdes de bom grau de pureza ¢
concentragdes de 7 mg/Kg de tecido de planta infectada.

Através do método de cletroforesc SDS-PAGE foi possivel determinar a
massa molccular da proteina capsidial (38 kDa) assim como de scus principais produtos de
degradagdo (36 kDa e 26 kDa). Observou-se que as preparagdes do virus purificado quando
submetidas a estocagem a 49C sofrem degradagdo progressiva, originando peptideos de
menor massa molecular que sdo serologicamente relacionados a proteina capsidial. Essa
degradagdo provavelmente ocorre pela agdao de proteases, que possivelmente atuam sobre as

subunidades proteicas constituintes de particulas virais inteiras. A utilizagdo de fluoreto de

fenilmetil sulfonila (PMSF) 10 mM (inibidor de serino-protcases) durante todas as ctapas de

purificagdo ¢ estocagem inibiu o aparecimento de produtos de degradagao, indicando que as
proteases responsaveis pela degradagdo provavelmente sdo serino-protcases.

Diferentes concentragdes de SDS ¢ 2-ME assim como a presenga de uréia,
ndo alteraram o comportamento dc migrag¢do da proteina capsidial no gel de poliacrilamida,
tanto para purificagdes obtidas com o uso de PMSF como as obtidas sem o uso desse inibidor
de protecase.

O VLC, quando usado como antigeno, apresentou reagdo scrologica positiva
apenas para o antissoro homologo, ndo reagindo com antissoros para outros carlavirus
testados (virus do mosqueado fraco do caupi, virus do mosaico da nervura do trevo
vermelho, virus S da batata e virus latente do cravo) independente do estado conformacional
da proteina capsidial seja nativo ou desnaturado.

Através de técnica de imunolocalizagdo aliada a impressdo de tecidos foi
possivel detectar a presen¢a de VLC em varios tecidos de peciolo ¢ folha demonstrando sua

ampla distribuicdo nos tecidos de planta infectada excetuando-se os tecidos dos vasos
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condutores onde ndo foi verificada reagdo seroldgica. Verificou-se que o VLC ndo apresenta

distribuigdo regular entre as células dos diversos tecidos infectados.
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8. SUMMARY

Cole latent virus (CoLV) was purified from infected cole leaves (Brassica
oleracea L. var acephala) and yielded preparations with a good degree of purity and
concentration of 7 mg/Kg of infected tissue.

Using the SDS-PAGE elcctrophoresis mcthod, it was possible to determine
the molecular mass of the coat protein (38 kDa) as well as its principal degradation products
(36 kDa e 26 kDa). It was observed that purified viral preparations undergo progressive
degradation when stored at 4° C, which results in peptides of lower molecular mass which are
scrologically related to the coat protein. This degradation probably occurs through the action
of proteases which possibly act on protcic subunits which make up the virus. The usc of 10

mM Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) (scrine-protcases inhibitor) during all steps of

purification and storage inhibited the appearance of degradation products. This is an

indication that the protcascs responsible for the degradation products arc probably serine
proteases.

Different concentrations of SDS ¢ 2-ME, as well as the presence of urea, did
not alter the migration behavior of the coat protein, in polyacrylamide gel, for both
purification obtained with and without the use of PMSF.

The CoLV, when used as antigen, showed a positive scrological reaction only
for the homologous antiscrum, not reacting with antiscra for the other carlavirus tested
(cowpea mild mottle virus, red clover vein mosaic virus, potato S virus and carnation latent
virus) independent of the conformation state of the protein, whether native or denatured.

By the usc of the technique of immunolocalization allied with tissue printing,
it was possible to detect the presence of CoLV in several tissues of the petiole and leaf blade.
The virus was widely distributed in the tissues of the infected plant with the exception of the
vascular tissue where no serological reaction was detected. It was determined that CoLV

does not show a regular distribution in the cells of the different infected tissues.
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