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RESUMO

A partir de plantas de siratro, Macroptilium atropurpureum, naturalmente
infetadas no campo experimental de forrageiras do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal do Ceara, isolou-se um virus com o qual foram realizados estudos
visando a sua identificagdo e caracterizagdo. Estudos citologicos ao microscopio Otico
revelaram a presenga de inclusdes citoplasmaticas tipicas dos potyvirus, induzidas pelo
virus em estudo, o qual foi denominado de virus do mosaico do siratro ("siratro mosaic
virus", StMV). Testes de dupla difusdo em agar revelaram relacionamento sorologico
entre o STMV e o virus do mosaico do caupi "blackeye", o virus do mosaico da clitoria, o
virus do endurecimento dos frutos do maracujazeiro e isolados do virus do mosaico do
caupi transmitido por pulgdo. Por outro lado, o StMV mostrou-se sorologicamente
distinto do virus do mosaico comum do feijoeiro e do virus da mancha anelar do
mamoeiro.

Dentre as 23 espécies vegetais incluidas nos estudos de gama de hospedeiras,
o StMV foi capaz de infetar sete, sendo cinco delas pertencentes a familia Leguminosae.
Entre as espécies vegetais infetadas destacou-se Nicotiana benthamiana, como hospedeira
adequada para propagacdo e purificagdo do virus. Extrato vegetal contendo o virus foi
clarificado com uma combinagdo de cloroformio e tetracloreto de carbono, na etapa
inicial do processo de purificagdo, seguida pela precipitagdo do virus com polietilenoglicol

combinado com triton X-100. O virus precipitado e concentrado foi finalmente separado



dos constituintes celulares do hospedeiro por centrifugagdo em gradiente de cloreto de
césio, seguido de um ciclo de centrifugagdes diferenciais, com uma ultracentrifugagdo final
de 85.000g por 90 min. O rendimento final obtido na purificagdo do StMV, foi de 19,00
mg de virus por Kg de tecido infetado.

A analise eletroforética da preparagdo purificada do virus, revelou um
componente protéico principal de peso molecular igual a 36 k € uma proteina menor com
um peso molecular igual a 29 k de ocorréncia devida, provavelmente, a degradagdo
enzimatica da proteina capsidial, durante o processo de purificagdo e estocagem do virus.

O SrMV foi eficientemente transmitido pelo pulgdo Aphis craccivora, de
forma n3o persistente. A transmissibilidade do virus por sementes nao foi constatada.

O anti-soro obtido para o SrMV apresentou um titulo de 1:16 em dupla
difusdo em agar, alta especificidade e bom nivel de pureza, o que o torna adequado ao uso

em testes sorologicos de dupla difusdo em agar.



ABSTRACT

A virus isolated from naturally infected plants of siratro, Macroptilium
atropurpureum, grown on the Animal Science Department of the Federal University of
Ceara was partially characterized according to its biological, serological and physical
properties, and the cytopathological aspects of infected host. The cytopathological studies
under the light microscope of infected cells indicated the presence of cytoplasmic
inclusions similar to those described for the potyviruses. The virus was designated as
siratro mosaic virus (StMV).

Serological tests showed that the STMV is serologically related to blackeye
cowpea mosaic virus, clitoria mosaic virus, passionfruit woodiness virus and isolates of
cowpea aphid-borne mosaic virus, and serologically different from bean common mosaic
and papaya ringspot viruses.

The virus was able to infect systematically seven among 23 plant species
studied, five of which belong to the family Leguminosae. Nicotiana benthamiana was
selected for propagation and purification of the virus. In the purification procedure, a
combination of chloroform and carbon tetrachloride was used in the clarification process,
followed by precipitation with polyethylene glycol combined with triton X-100. The virus
was further separated from the plant cell constituents by an isopycnic centrifugation in
cesium chloride. Yelds of ac. 19,00 mg of virus was obtained per Kg of infected tissue.

Polyacrilamide gel electrophoresis with sodium dodecyl sulfate of purified

virus preparation revealed the presence of a main component protein with molecular
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weight of 36 kDa and a smaller protein component of 29 k, probably due to an enzymatic
degradation of the capsidial protein during the process of purification and storage of the
virus.

The STMV was transmitted efficiently by Aphis craccivora, in a non-persistent
manner. The virus was not transmitted by 738 seeds from infected siratro plants.

The obtained antiserum showed a titer of 1:16 for the virus, and a degree of

specificity and a level of purify adequated to be used in double immune diffusion tests.



1- INTRODUCAO

Siratro, Macroptilium atropurpureum (DC) Urb. (antes Phaseolus
atropurpureus D.C.), pertence a subfamilia Papilionoidae da familia Leguminosae. E
uma espécie forrageira originaria do México onde foi desenvolvida por um pesquisador
australiano, Dr. E. M. Hutton, através de cruzamentos reciprocos entre duas variedades.
Atualmente, o seu cultivo estende-se desde o sul do Texas (USA) a Argentina,
dispersando-se, provavelmente, por todos os paises tropicais e subtropicais da América
Latina (KRETSCHMER, 1972). Trata-se de uma leguminosa perene, estolonifera, de
raizes profundas, muito rustica, que se adapta as condigdes de clima tropical e
subtropical, com precipitagdes de 700 a 1.800 mm anuais. Proporciona forragem de bom
valor nutritivo e excelente palatabilidade, com rendimento em torno de 40 toneladas de
massa verde por hectare e um teor de 16,5 % de proteina bruta na matéria seca (PUPO,
1980). O rendimento anual por hectare, em forma de feno, em condi¢des de fertilizagdo
adequada € de cerca de 8t (PEDREIRA, 1972). Todavia, o siratro, a exemplo das plantas
cultivadas esta sujeito a incidéncia de doengas, as quais, em maior ou menor grau, na
dependéncia das condigdes de patogenicidade e ambiente, podem comprometer o seu
rendimento. Dentre os patogenos causadores de doengas em plantas incluem-se os virus,
cuja infe¢do pode reduzir severamente a produgdo. A ocorréncia de viroses em culturas
de subsisténcia concorre para agravar o problema da fome em varias partes do mundo,
especialmente nos paises desenvolvidos ou em desenvolvimento (KURSTAK, 1981). As
perdas resultantes da agdo de virus diferem, grandemente, entre e dentro de diferentes

paises e regides (MATTHEWS, 1991).



De todos os grupos de virus existentes, os potyvirus constituem o mais

numeroso, liderando, também, em quantidade de virus de importincia econdmica
(EDWARDSON & CHRISTIE, 1991). Os potyvirus infetam, assiduamente, uma larga
gama de plantas hospedeiras e existem na natureza na forma de estirpes ou patotipos que
se distinguem por propriedades biologicas diversas, tais como, gama de plantas
hospedeiras e severidade da doenga (MATTHEWS, 1991).

Entre as varias familias botanicas infetadas por potyvirus, destacam-se as
leguminosas. No Brasil, varias leguminosas de importancia econdmica, como o feijio
comum, Phaseolus vulgaris L., a soja, Glycine max (L.) Merr. e o caupi, Vigna
unguiculata (L.) Walp., sdo infetadas por virus deste grupo. Como exemplo, para cada
uma dessas leguminosas, no Brasil, merecem ser mencionados: o virus do mosaico
comum do feijoeiro ("bean common mosaic virus", BCMV), (COSTA, 1972), o virus do
mosaico da soja ("soybean mosaic virus", SoyMV), (COSTA et al., 1970) e o virus do
mosaico do caupi transmitido por pulgdo ("cowpea aphid-borne mosaic virus",
CpAMYV), (LIMA et al., 1979), todos de marcante importancia economica.

A correta identificagdo e completa caracterizagdo de um virus que, em
condigdes de campo, seja encontrado causando doenca em determinada planta é
essencial para que se possa encontrar medidas de controle adequadas para o mesmo
(WALKEY, 1985). Muitos métodos sdo largamente explorados nos processos de
identificagdo e caracterizagdo dos virus, tais como, propriedades morfologicas, fisicas,
biologicas e imunologicas (LIMA, 1979). Esta afirmagdo vem a propdsito de um

potyvirus que, recentemente, foi encontrado causando infeg¢do sistémica em plantas de



siratro, cultivadas no campus da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza, Estado
do Ceara, Brasil, (MARQUES & LIMA, 1992))

Neste trabalho de pesquisa procede-se ao estudo de caracterizagdo deste
novo potyvirus, mediante processos de purificagdo, produgdo de anti-soro especifico e
estudo de suas propriedades fisicas, quimicas, biologicas, sorologicas e de

transmissibilidade.



2 - REVISAO DE LITERATURA

A familia Leguminosae ¢ uma das maiores dentre as que pertencem as
dicotiledoneas, abrangendo mais de 750 géneros, distribuidos em mais de 18.000
espécies espalhadas em todo o mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais.
Sao plantas de habito e porte muito variados. Muitas delas vivem simbioticamente com
bactérias do género Rhizobium, presentes em nodulos radiculares e capazes de fixar o
nitrogénio do ar atmosférico. A tradicional divisio da familia Leguminosae em trés
subfamilias, Mimosoideae, Caesalpinoideae e Papilionoideae, ¢ clara e universalmente
aceita, ndo obstante algumas controvérsias quanto ao status taxondomico (ALLEN &
ALLEN, 1981).

As leguminosas forrageiras sio componentes importantes das pastagens,

inclusive fenadas e em silagens, uma vez que s3o capazes de aumentar a digestibilidade e

producdo de forragem, promoverem a fixagdo de nitrogénio e contribuirem para a
conservagdo do solo. Esta capacidade das leguminosas forrageiras de fixarem o
nitrogénio do ar, mediante simbiose com bactérias do género Rhizobium, é um fator
importante de fertilizagdo do solo, na medida em que representa uma forma biologica de
incorporagdo de quantidades apreciaveis de nitrogénio ao solo (VICENZI, 1986). O alto
custo dos fertilizantes, especialmente os nitrogenados, tem despertado o interesse de
agrostologistas pelo desenvolvimento de pastagens baseadas em leguminosas para os
tropicos (LENNE & SONODA, 1990).

O siratro, M. atropurpureum, nodula bem naturalmente, possuindo,

portanto, boa capacidade de enriquecer o solo com nitrogénio (PEDREIRA, 1972). Com



efeito, experimentos desenvolvidos na Australia demonstraram ser o siratro capaz de
incorporar ao solo mais de 125 Kg de nitrogénio/ha/ano segundo Bogdan (1977), apud
VICENZI (1986).

As pastagens, quando bem manejadas, exercem apreciaveis efeitos sobre o
solo, protegendo-o contra a erosio e, até mesmo, podendo recuperar glebas ja
degradadas. Varias plantas forrageiras estdo demonstrando capacidade de romper
camadas compactadas do solo, realizando verdadeira subsolagem biolégica, conforme os
resultados observados por DALLA ROSA et al. (1984), os quais verificaram que o
desmodio, Desmodium sp (Desv.), o siratro e a alfafa, Medicago sativa L., conseguiram
superar a resisténcia de solos bem compactados, chegando o siratro a exibir raizes a 2,20
m de profundidade. A proposito, as raizes das plantas forrageiras exercem grande
influéncia sobre a textura do solo, sobretudo como produtoras de humus, além de
funcionarem como agente granulador das particulas minerais. A énfase aos aspectos de
conservagdo e recuperagdo do solo justifica-se pela situagdo em que se encontra a
maioria das principais areas de cultivo do Brasil (VICENZI, 1986).

O siratro, segundo PEDREIRA (1972), € uma planta de sistema radicular
bastante ramificado, que se aprofunda muito no solo. Possui colmos pubescentes,
trepadores e prostrados, além de septantes e estoloniferos, quando no chdo. As folhas
sdo compostas de trés foliolos, cuja face superior, verde escura, apresenta leve
pubescéncia e, na inferior, de tonalidade prateada, ha uma pubescéncia mais acentuada.
A inflorescéncia € em racimo. A corola € vermelho-purpura, apresentando a quilha
roseo-escura e torcida em espiral. As vagens sdo cilindricas e deiscentes, com sementes
escuras, ovoides e achatadas, maiores que as de soja perene, Glycine clandestina

Wendl., e menores que as de centrosema, Centrosema spp. (Benth.). A produgdo de




sementes se verifica num periodo muito longo, criando, de certo modo, problema de
colheita.

Pela facilidade e rapidez de desenvolvimento, o siratro combina bem com a
maioria das gramineas, formando uma boa consorciag@o. Por ser trepador e de rapido
desenvolvimento inicial, pode ser consorciado mesmo com as gramineas mais agressivas.
Desenvolve-se bem na maioria dos solos, tolera baixos teores de aluminio e niveis
reduzidos de calcio, respondendo com eficiéncia a adubagdo fosfatada, embora os
métodos de plantio e os niveis de adubagdo devam ser estudados individualmente
(SANTOS FILHO, 1974). O siratro € bem aceito pelos animais domésticos e resiste,
plenamente, ao pastejo, continuo ou rotativo. A longevidade das plantas na pastagem ¢é
de 3 a 4 anos e sdo repostas, continuamente, por novas plantas, formadas a partir dos
estolhos, bem como da germinagdo das sementes que caem espontaneamente ao solo
(PEDREIRA, 1972).

O siratro mostra-se menos exigente que a soja perene € mais exigente que o
Stylosanthes gracilis Taub. Ensaios comparativos de produtividade entre siratro e soja
perene foram realizados no Instituto Agronomico de Campinas, S3o Paulo, Brasil,
durante seis anos, e os resultados revelaram que a produgdo de massa verde do siratro
foi superior (TIBAU, 1976).

O siratro foi introduzido no Brasil por volta de 1964 (PEDREIRA, 1972).
No Ceara, a introdugdo deu-se em 8 de setembro de 1964, a partir de material oriundo
de Nova Odessa, Sdo Paulo, pelo Professor Obed Jerénimo Viana, conforme documenta
a ficha, de namero 249, que se encontra no Arquivo do Setor de Forragicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara (Obed J. Viana,

comunicagio pessoal).



Entre as significantes limitagdes a produtividade das leguminosas forrageiras,
esta incluida a suscetibilidade a doengas. Segundo LENNE & SONODA (1990), a
Ferrugem causada por Uromyces appendiculatus Fries, reduziu, substancialmente, a
producdo de forragem, a digestibilidade e a producdo de sementes de siratro, na
Australia. A Queima das Folhas causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kuhn, doenga
que afeta culturas tropicais, como o feijao comum, P. vulgaris, o caupi, V. unguiculata,
a soja, G. max, e o feijao mungo, Vigna mungo (L.) Hepper, também afeta severamente
Macroptilium spp.

HUTTON (1962) relata a ocorréncia de Mildio afetando o siratro, no
“Agricultural Research Center”, Fort Pierce, na Flonida, USA. Segundo
KRETSCHMER (1972), em condigdes climaticas favoraveis, o desenvolvimento da
Ferrugem constitui-se num sério problema, induzindo o desfolhamento das plantas. Sob
condi¢des de crescimento denso e alta umidade, uma outra enfermidade fungica que
também provoca queda de folhas, causada por R. solani, foi observada por Van
Rensburg (1967), apud KRETSCHMER (1972) na Aftica, e por SONODA (1976), na
Florida. Além da Queima das Folhas, induzida por R. solani, também sio relatadas,
infetando siratro e outras espécies congéneres, na Florida, a Ferrugem, o Oidio (Qidium
sp.) e, a Cercosporiose (Cercospora sp.) (SONODA, 1976). PUPO (1977) assegura que
a queda de folhas induzida por espécies de Rhizoctonia, em condi¢cdes de alta
temperatura e umidade, ndo se constitui um sério problema para o siratro, pois as plantas
logo rebrotam. Em oposto, SONODA (1980) afirma que a alta incidéncia de queima
foliar induzida por R. solani, na maioria dos plantios de siratro na Florida, onde realizou

experimentos, pode provocar uma redug@o na produgao total de forragem de até 67%. A



Queima das Folhas, tem sido, também, relatada na Australia e em varios paises da
América do Sul (SONODA,1980).

Experimentos desenvolvidos por MINTON (1967), com cinco diferentes
espécies de nematoides fitoparasitas, mostraram que o siratro ndo foi severamente
afetado por nenhum deles.

Sintomas de virose em siratro foram observados na India, em 1967, e
relatados por MOSES & NARIANI (1975). Em 1975, um virus similar - a época, ndo
identificado - foi detectado produzindo sintomas de mosqueado e distorgdo foliar em
plantas de siratro cultivadas no "Agricultural Research Center", na Florida (SONODA,
1976). Segundo Hutton, em comunicagdo pessoal feita a SONODA (1977a), este virus
ndo foi observado na Australia, onde sdo encontrados, infetando naturalmente o siratro,
o virus do mosaico amarelo do feijoeiro ("bean yellow mosaic virus", BYMV) e o virus
do endurecimento dos frutos do maracujazeiro ("passionfruit woodiness virus", PWV).
Trabalhos desenvolvidos com o objetivo de determinar os efeitos produzidos pelo virus
detectado na Florida sobre a producdo e qualidade da forragem, constataram que o
mesmo ndo afetou o conteudo de proteina e a digestibilidade da matéria organica, mas
reduziu, drasticamente, a produgdo de matéria seca de sementes, evidenciando, assim, a
necessidade do desenvolvimento de estudos com vista ao seu controle (SONODA,
1977a, 1977b). Este virus foi identificado, posteriormente, como sendo uma estirpe do
virus do mosaico comum do feijoeiro ("bean common mosaic virus", BCMV), (LIMA et
al., 1977).

Os potyvirus representam o grupo de virus mais numeroso, abrangendo um
total de 47 membros e de 65 possiveis membros (EDWARDSON & CHRISTIE, 1991).

De acordo com HOLLINGS & BRUNT (1981), os potyvirus apresentam particulas



alongadas e filamentosas, medindo 11 x 680-900 nm, constituidas de 5% de acido
nucleico do tipo RNA, de hélice simples, de peso molecular aproximadamente igual a
3.500 k e com 95% de proteina, cuja subunidade tem peso molecular igual a 32-34 k. O
coeficiente de sedimentagdo da particula varia de 150 a 160 S. A maioria dos potyvirus é
transmitida mecanicamente e disseminada na natureza por afideos, de forma ndo
persistente. Muitos s3o, também, transmitidos por sementes e/ou outros propagulos
vegetais (EDWARDSON & CHRISTIE, 1991). Todos os potyvirus induzem, nas células
de suas plantas hospedeiras, a formagdo de inclusGes citoplasmaticas, constituidas de
proteina de peso molecular aproximadamente igual a 70 k, a qual ndo € sorologicamente
relacionada com a proteina capsidial (PURCIFULL et al.,, 1973; LIMA et al., 1979,
EDWARDSON & CHRISTIE, 1986). As inclusdes citoplasmaticas representam
importante caracteristica dos potyvirus (HOLLINGS & BRUNT, 1981). Tais inclusdes
sdo denominadas de "inclusdes em catavento", visto que, ao serem examinadas ao
microscopio eletronico, apresentam-se em forma de catavento compostos de espirais e
agregados-laminados retos e curvos, presos a um cilindro central. Com base nas
variagdes morfologicas apresentadas pelos "cataventos”, os potyvirus foram agrupados,
por EDWARDSON & CHRISTIE (1986) em 4 subdivisdes.

Os potyvirus apresentam, com algumas excegdes, as seguintes caracteristicas
de estabilidade em seiva: ponto de inativagdo térmica entre 55 a 56°C, longevidade "in
vitro" de 2 a 4 dias e ponto maximo de dilui¢io da ordem de 10° a 10™* (HOLLINGS &
BRUNT, 1981).

Os potyvirus tém sido relatados como capazes de infetar 2026 espécies
vegetais, distribuidas em 556 géneros de 81 distintas familias botanicas (EDWARDSON

& CHRISTIE, 1991). Entre os virus considerados como responsaveis por importantes



10

efeitos sobre as leguminosas forrageiras, EDWARDSON & CHRISTIE (1986)
relacionam 12 potyvirus, entre os quais o BCMV e o virus do mosaico do caupi
transmitido por pulgdo ("cowpea afthid-borne mosaic virus", CpAMV), com capacidade
de infetar o siratro.

PROVVIDENTI & BRAVERMAN (1976) citam o siratro como fonte de
resisténcia a0 BCMV. Eles observaram que nenhuma das plantas inoculadas foi
sistemicamente infetada pelo mencionado virus. Porém, dois dos trés isolados utilizados,
foram recuperados a partir de folhas inoculadas que ndo apresentavam sintomas. Uma
estirpe de BCMV, designada como BCMV-R, isolada a partir de Rynchosia minima (L.)
DC., foi constatada em siratro por MEINERS et al. (1978), causando infecgdo latente.
Um potyvirus estreitamente relacionado com o BCMV, encontrado nos Estados do
Ceara e do Rio Grande do Norte, infetando naturalmente a cunha, Cliforia ternatea L.,
importante leguminosa forrageira, foi citado por FLORINDO (1983), como capaz de

causar infecgdo sistémica em siratro.



3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Fonte de Virus e Purificacio Bioldgica

O potyvirus motivo deste estudo foi isolado de plantas de siratro exibindo
mosaico, estabelecidas no Campo Experimental de Forrageiras do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza. Extrato obtido a partir da
maceragdo de folhas dessas plantas, foi inoculado mecanicamente, em plantas sadias de
siratro, mantidas em casa-de-vegetagdo. As plantas que expressaram sintomas
semelhantes aqueles observados em condigdes de campo foram, entdo, utilizadas como
fonte inicial do virus em estudo. Visando sua purificagdo biologica, o virus foi
mecanicamente inoculado em folhas de Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn, que
respondeu as infecgdes com reagdes de hipersensibilidade, exibindo sintomas de lesdes
necroticas localizadas, a partir das quais efetuou-se o seu reisolamento em siratro,
mediante o método de lesdo unica, conforme metodologia descrita por WALKEY
(1985).

Nas inoculagdes mecanicas, os inoculos foram preparados mediante a
macerag¢do de tecido foliar infetado pelo virus, na presenca de solugdo tampao de fosfato
de potassio 0,05M, pH 7.5, na propor¢do de 1 g de tecido para 2 ml de solugdo. O
extrato obtido foi submetido a filtragdo em gaze dupla e a parte liquida, coletada em
becher, foi adicionada pequena quantidade do abrasivo "carborundum". Em seguida,
procederam-se as inoculagdes, friccionando-se pedagos de gaze embebidos na solugdo de

inoculos nas superficies adaxiais das folhas.

11
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3.2 - Gama Parcial de Plantas Hospedeiras do Virus

Plantas-teste pertencentes a 23 espécies vegetais de oito familias botanicas
foram inoculadas mecanicamente, com o virus em estudo, no sentido de determinar-se a
sua gama parcial de plantas hospedeiras. As plantas foram cultivadas em casa-de-
vegetac¢do, usando-se trés vasos, contendo cada um destes, trés a quatro plantas de cada
espécie, sendo um vaso - com igual numero de plantas - mantido sem inoculagdo, para
servir como testemunha. Foram inoculadas com o virus as seguintes espécies vegetais:
Canavalia ensiformes (L.) DC, Cassia occidentalis L., C. tora L.; Centrosema
brasilianum (L.) Benth;, C. pascuorum Mart, Chenopodium amaranticolor Coste &
Reyn; C. quinoa Willd, Clitoria ternatea L., Crotalaria incana L.; Cucumis melo L.,
Galactia striata (Jacq.) Urb; Glycine max (L.) Merr.; Gomphrena globosa L., Hibiscus
esculentus L., Macroptilium lathyroides (L.) Urb, Mimosa caesalpiniaefolia Benth,
Nicotiana benthamiana Domin.; Phaseolus lunatus L. cvs. "15', "20', "27' e ‘30
Phaseolus vulgaris L. cvs. "Carioca', 'Engopa 202', "ESAL 508', 'Gorgotuba', '[PA-3',
'IPA-6', "Lajes’, ‘Mineiro Precoce’, ‘Mulatdo Ramador' e 'Rico 23-SP'; Phyllanthus
acidus Skeels, Sesamum orientale L., Vigna mungo (L.) Hepper e V. unguiculata (L.)
Walp cvs. ‘Campedo’, 'CE-69', 'CE-86', 'CE-208', 'CE-315', 'CE-372', 'CE-490', 'CE-
491', 'CNC-0434', "Cowpea 535', 'Jodao Paulo II' 'Otilia’, "Macaibo', 'Pitiuba’,
"Potomac', "Setentdo’, 'TVu 390", 'TVu 456' e "TVu 2896'. Plantas inoculadas e
testemunhas foram mantidas em casa-de-vegetacdo, durante 40 dias, visando-se
determinar a infecgdo viral mediante o aparecimento de sintomas e a efetuagio de testes

sorologicos.
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3.3 - Efeitos Citopaticos em Plantas Infetadas

Plantas infetadas, exibindo os sintomas caracteristicos do virus, foram
submetidas a exames citopatologicos através de estudos ao microscopio 6tico, visando-
se detectar a presenga de inclusdes, como forma complementar de diagnose e
caracterizagdo do virus em estudo. De acordo com a técnica descrita por CHRISTIE &
EDWARDSON (1977), camadas de células da epiderme foliar foram retiradas e coradas
com uma combinag¢do de calcomina laranja e luxol verde brilhante, por um periodo de 5 a
10 min, ap6s o que o excesso de corante foi removido do material foliar pela imersdo em
alcool absoluto a 95%. Em seguida, procederam-se a montagem em lamina microscopica

com "euparal" e a0 exame a0 microscopio otico.

3.4 - Estabilidade do Virus em Seiva

Como forma de obter-se uma indicagdo da estabilidade do virus e sua
concentragdo, trés testes foram executados com seiva bruta extraida de plantas de siratro
infetadas com o virus e, como planta-teste, uma hospedeira de lesdo necrotica local, no
caso C. amaranticolor, de acordo com os processos descritos por NOORDAN (1973).
O ponto de inativagdo térmica (PIT), utilizado para definir a temperatura sob a qual o
virus € inativado, foi determinado pela submissdo do virus a diferentes temperaturas, em
"banho-maria", ao longo de 10 min. Amostras obtidas pela maceragio de folhas de
plantas de siratro infetadas pelo virus, diluidas no dobro do seu peso em agua destilada,
foram submetidas as temperaturas de 45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75°C, durante 10 min, apos
0 que foram resfriadas em gelo e inoculadas, mecanicamente, nas folhas das plantas-

teste. A longevidade do virus "in vitro" (LIV) foi determinada estocando-se extrato




14

foliar de plantas de siratro infetadas pelo virus, em condigdes de laboratorio (24-28°C),
por periodos de 0, 24, 48 e 72 h e, em seguida, inoculando-os em diferentes folhas de C.
amaranticolor. O ponto maximo de diluigio (PMD) foi determinado diluindo-se, em
agua destilada, a seiva bruta extraida de plantas de siratro com sintomas de virus, para
107, 107 103, 10®, 10° e 10° e, em seguida, inoculando-se cada dilui¢do em duas
folhas de C. amaranticolor.

As trés propriedades (PIT, LIV e PMD) do virus foram, finalmente,
avaliadas em fungdo do aparecimento de lesdes necroticas nas folhas de C.

amaranticolor inoculadas.

3.5 - Transmissibilidade do Virus por Pulgiao

Testes de transmissdo do virus de plantas de siratro infetadas para plantas
sadias foram realizados por meio do afideo Aphis craccivora Koch (identificado pelo
Prof. Dr. José Higino Ribeiro dos Santos, Universidade Federal do Ceara). Usaram-se
quatro plantas-teste e, para cada planta, utilizaram-se trés pulgdes, os quais apos um
periodo de jejum de aproximadamente uma hora, foram colocados para se alimentar, nas
plantas infetadas, durante 30 a 60 seg e, em seguida, transferidos para as plantas sadias e
ai mantidos por 24 h. As plantas inoculadas pelos pulgdes foram mantidas em condi¢des
de casa-de-vegetagdo (26-31°C) por um periodo minimo de 20 dias, na expectativa do
aparecimento de sintomas tipicos induzidos pelo virus e, neste caso, procedeu-se a

confirmagio feita mediante sorologia, com anti-soro especifico para o virus.
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3.6 - Transmissibilidade do Virus por Sementes

Um total de 738 sementes produzidas por plantas de siratro,
experimentalmente inoculadas com o virus, foram semeadas em bandejas de madeira,
distribuidas em lotes de aproximadamente 200 sementes por bandeja. As plantas
resultantes eram diariamente observadas e aquelas que apresentaram suspeita de
sintomas de natureza viral, bem como 10% das ndo suspeitas, foram testadas

sorologicamente.

3.7 - Purificacio do Virus

O virus foi multiplicado em plantas de N. benthamiana e suas folhas, entdo
sistemicamente infetadas, foram coletadas 25 dias apés a inoculagio mecdnica e
utilizadas no processo de purificagdo. Todas as etapas deste processo foram realizadas
sob temperaturas de 4 a 6°C. As centrifugag¢des de baixa rotagido foram efetuadas na
centrifuga SORVALL, modelo RC-5B, e as centrifugagdes acima de 50.000g, o foram
em ultracentrifuga BECKMAN, modelo L7-55, no Laboratério de Virologia Vegetal do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza. No
processo de extragdo viral utilizou-se o tampdo de fosfato de potassio 0,5M, pH 7.5,
contendo 1,0% de sulfito de sodio. O tamp@o de ressuspensdo usado foi o de fosfato de
potassio 0,02M, pH 8,2, acrescido de 0,1% de 2-mercaptoetanol.

As folhas foram maceradas em liquidificador comum, juntamente com o
tampdo de extragdo, na propor¢do de 1:2 (p/v).Em seguida, o extrato obtido foi filtrado
em gaze dupla. A parte liquida adicionaram-se 50% de cloroféormio (CHCl;) e 50% de

tetracloreto de carbono (CCly). Esta mistura foi homogeneizada em liquidificador de ago,



por 2 min e, em seguida, submetida a uma baixa centrifugacdo de 3.000g, durante 10

min. Ao sobrenadante clarificado, entdo obtido, foram adicionados 8% de polietileno
glicol (PEG, PM = 6.000), e a mistura contendo o virus foi agitada durante uma hora,
sendo, em seguida, centrifugada a 8.000g, por 10 min. O precipitado foi ressuspendido
em 50 ml de tampdo, acrescido de 1% de triton X-100, e deixado em agitagdo durante
30 min. Em seguida, efetuou-se uma centrifugacdo de 12.000g, por 10 min, e ao
sobrenadante coletado, uma ultracentrifugagio de 85.000g, durante 90 min. O
precipitado foi ressuspendido em 5ml de tampdo e submetido a centrifugagio em
gradiente de CsCl (d = 1,28), preparado no tamp@o de ressuspensdo, a 120.000g,
durante 17 h. A banda viral, localizada a, aproximadamente, 2,5 cm do fundo do tubo,
foi coletada, diluida em tampdo de ressuspensio e submetida a um ciclo de
centrifugagdes diferenciais, com uma ultracentrifuga¢do final de 85.000g, durante 90
min, para efeito de precipitagdo e concentragdo das particulas virais, as quais foram
ressuspendidas em tampao de fosfato de potassio 0,02M, pH 8,2. Todas as preparagdes
virais obtidas foram analisadas ao espectrofotometro de luz ultra-violeta VARIAN,
modelo DMS-70, usando-se uma faixa de comprimento de onda variando de 220 a 340
nm, visando-se avaliar seus graus de pureza e estimar as concentragdes virais. Para o
calculo da concentrag@o de virus, utilizou-se o coeficiente de extinsdo (E = 2,8), obtido
por STACE-SMITH & TREMAINE (1970) para o virus Y da batatinha ("potato virus
Y", PVY), justo o virus padrdo do grupo potyvirus. Todas as preparagdes virais foram
testadas sorologicamente e, também, quanto a infectividade, mediante a inoculagdo em

plantas sadias de siratro.
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3.8 - Eletroforese da Proteina Capsidial do Virus

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS) foi efetuada de acordo com o método desenvolvido por LAEMMLI (1980). A
polimerizagdo ocorreu a temperatura ambiente. Ao virus purificado, mantido em solugio
de fosfato de potassio 0,02M, pH 8,2, na concentragdo de, aproximadamente, 1mg de

-virus por ml de solugdo, foram adicionados 2% de SDS. Aliquotas de Sul, 10ul e 15ul
da solugd@o viral foram depositadas nas cavidades da placa de gel e a eletroforese foi
desenvolvida a temperatura ambiente, com corrente constante e igual a 10 mA, por placa
de gel, durante, aproximadamente, 4h. As proteinas albumina bovina (PM = 66k),
albumina de ovo (PM = 45k), gliceraldeido-3-fosfato (PM = 36k), anidrase carbonica
(PM = 29Kk), tripsinogénio (PM = 24k) e inibidor de tripsina (PM = 20k) foram utilizadas
como padrbes para estimar o valor do peso molecular da proteina capsidial do virus.
Apos a eletroforese as bandas de proteinas foram localizadas através da coloragdo da
placa de gel, em solugdo corante, constituida de "Coomosie" Azul Brilhante G a 0,25%,
em metanol a 50% e acido acético glacial. A remogdo do excesso de corante foi feita
pela imersdo da placa em solugdo de acido acético a 10%.

O peso molecular do capsideo do virus foi estimado, mediante representagio
num grafico, no eixo dos "Y", dos pesos moleculares das proteinas padrdes e, no eixo
dos "X", das distancias percorridas apds o término da eletroforese. No mesmo grafico,
marcou-se, também, a distdncia percorrida pela proteina do virus e conforme a sua
posi¢do na reta padrdo, estimou-se o peso molecular, segundo sua correspondéncia no

eixo "Y".
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3.9 - Produgiio de Anti-soro Especifico para o Virus

Na produg¢do de anti-soro policlonal especifico para o virus em estudo, foi
utilizado um coelho da raga Nova Zelandia Branca, de 6 meses de idade. Inicialmente, foi
coletada uma amostra de sangue do animal para obteng@o de soro normal. A preparagido
purificada do virus, com uma concentragdo de 1mg de nucleoproteina por ml da solug3o,
foi emulsificada com igual volume do Adjuvante Incompleto de Freund e inoculada nas
patas traseiras e na coxa do animal, na quantidade de, aproximadamente, 2,0ml da
solu¢do contendo o virus, distribuidos em 4 aplicagdes. A primeira coleta de sangue foi
feita 25 dias ap6s a primeira imunizagdo do animal e, posteriormente, com frequéncia
semanal, mediante cortes efetuados na veia marginal da orelha do coelho imunizado. As
amostras de sangue entdo coletadas foram colocadas para coagular em "banho-maria", a
37-39 C, durante 60min. Apés a remogdo do coagulo formado, o soro foi submetido a
uma centrifugagdo de 3.000g, por 10min, na centrifuga JANETZKI, modelo T32c e o
soro coletado, foi novamente centrifugado a 10.000g, por 10min, na centrifuga
SORVALL, modelo RC-5B, para a sua clarificacio. O anti-soro, assim obtido, foi
acondicionado em recipiente de vidro, etiquetado e armazenado em "freezer". O titulo do
anti-soro foi determinado em teste de dupla difusdo em agar, diluindo-se o anti-soro em

soro normal nas seguintes propor¢des: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64.

3.10 - Relacionamento Sorolégico com outros Potyvirus

Com o anti-soro obtido para o virus em estudo, foram realizados testes de
dupla difusdo em agar, objetivando-se determinar seu relacionamento sorologico com os

seguintes potyvirus: virus do mosaico comum do feijoeiro ("bean common mosaic
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virus",BCMV), isolado de Vigna mungo, virus do mosaico do caupi "blackeye"
("blackeye cowpea mosaic virus", BICMV); virus do mosaico da clitoria ("clitoria mosaic
virus", CIMV); virus do mosaico do caupi transmitido por pulgéo ("cowpea aphid-borne
mosaic virus", CpAMYV), isolados obtidos de caupi nas seguintes localidades: Aracoiaba
(CpAMV-AR), Mauriti (CpAMV-MA), Morada Nova (CpAMV-MN), Pentecoste
(CpAMV-PT), Piaui (CpAMV-PI), Quixada (CpAMV-QX) e Rio Grande do
Norte(CpAMV-RN); virus da mancha anelar do mamoeiro, estirpe papaya ("papaya
ringspot virus-P", PRSV-P ); virus da mancha anelar do mamoeiro, estirpe melancia
("papaya ringspot virus-W", PRSV-W); virus do endurecimento dos frutos do
maracujazeiro ("passionfruit woodness virus", PWV) e os potyvirus ndo caracterizados
isolados de : Canavalia ensiformis (POTY-CE), Cassia occidentalis (POTY-CO),
Clitoria ternatea (VMC)), Glycine max (POTY-Soja), e Sesamum orientale (POTY-
SO).

Nos testes de dupla difusdo em agar foram utilizados anti-soros concentrados
e diluidos com soro normal, na propor¢do de 1:2, colocados no orificio central. Os
orificios da periferia foram preenchidos com o antigeno homoélogo e com os antigenos
heterologos (potyvirus com os quais se pretendia pesquisar a existéncia de

relacionamento sorologico), mediante a observagcdo de espordes.



4 - RESULTADOS

4.1 - Purificacdo Biologica e Gama Parcial de Plantas Hospedeiras do Virus

O virus isolado de plantas de siratro, estabelecidas no Campo Experimental
de Forrageiras do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara, em
Fortaleza, quando inoculado, mecanicamente, em plantas de C. amaranticolor, em
regime de casa-de-vegeta¢do, produziu lesdes necroticas locais. A partir de uma unica
lesdo, o virus foi reisolado em siratro e ocasionou o aparecimento de sintomas de
infecgdo sistémica (FIGURA 1).

No estudo da gama parcial de hospedeiras, o virus foi capaz de infetar sete
das 23 espécies vegetais, artificialmente inoculadas, sendo cinco delas pertencentes a
familia Leguminosae. O virus produziu infecgdo sistémica nas seguintes espécies
vegetais: C. occidentalis, G. max;, M. lathyroides, M. caesalpiniaefolia;, N. benthamiana
e V. unguiculata (TABELA 1). Dos 18 cultivares de V. unguiculata testados, nove
('CE-372', 'CE-490', 'CE-491', 'CNC-0434', 'Macaibo', 'Potomac', 'TVu 390, "TVu
456' e 'TVu 2896') foram infetados pelo virus e somente quatro destes exibiram sintomas
mais severos, tais como bolhosidade, deformacdo foliar e comprometimento no
desenvolvimento da planta (TABELA 1). A espécie vegetal N. benthamiana, além dos
sintomas de mosaico e deformagdo foliar, apresentou anéis cloroticos concéntricos, nas

folhas inoculadas (FIGURA 2).
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FIGURA 1: Folhas de siratro, Macroptilium atropurpureum, exibindo sintomas

ocasionados pelo potyvirus em estudo.
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TABELA 1- Reagdes sintomatologicas e resultados sorologicos de espécies vegetais e
cultivares inoculadas com o potyvirus isolado de Macroptilium

atropurpureum.

ESPECIES VEGETAIS REACOES SINTOMATOLOGICAS* RESULTADOS

-CULTIVARES LOCAIS SISTEMICAS ~ SOROLOGICOS**
Canavalia ensiformis - - Nt
Cassia occidentalis - ML )
C. tora = = )
Centrosema brasilianum - = )
C. pascuorum - - -)
Chenopodium amaranticolor LNe - Nt
C. quinoa - - Nt
Clitoria ternatea = - )
Crotalaria incana - M ()
Cucumis melo - - )
Galactia striata = - )
Glycine max - ML ()
Gomphrena globosa - - Nt
Hibiscus esculentus - - )
Macroptilium lathyroides - ML ()
Mimosa caesalpiniaefolia - o )
Nicotiana benthamiana - M, DF (+)

Phaseolus lunatus
15 - - )

20° - - )
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TABELA 1 - CONTINUACAO

ESPECIES VEGETAIS  REACOES SINTOMATOLOGICAS* RESULTADOS

-CULTIVARES LOCAIS SISTEMICAS ~ SOROLOGICOS**
27 - - 0
30° - = )

P. vulgaris
“Carioca’ - = )
‘Engopa 202’ . - )
‘ESAL 508’ - - )
‘Gorgotuba’ - - )
‘IPA-3 - - )
‘IPA-6’ - - )
‘Lajes’ . = )
“‘Mineiro Precoce’ - - )
“‘Mulatio Ramador’ . - ()
‘Rico 23-SP’ - s )
Phyllantus acidus - - Nt
Sesamum orientale - - (-)
Vigna mungo = = )

V. unguiculata

‘Campedo’ - - )
‘CE-69’ - - )
‘CE-86’ - - i
‘CE-208’ - - )

‘CE-315 - - )




24

TABELA 1 - CONTINUACAO
ESPECIES VEGETAIS = REACOES SINTOMATOLOGICAS* RESULTADOS

-CULTIVARES LOCAIS SISTEMICAS ~ SOROLOGICOS**
‘CE-372’ - ML ()
‘CE-490’ - M ()
‘CE-491’ - RD, M ()
‘CNC-0434° . ML ()
‘Cowpea 535’ - - )
‘Otilia’ E - )
‘Macaibo’ - ML G
‘Pitiuba’ - - -)
‘Potomac’ - ML (")
‘Setentio’ - - (-)
“TVu 390’ - ML +)
“TVu 456’ - M ()
‘TVu 2896 - M, B ()

* B = Bolhosidade; DF = Deformagdo Foliar; LNe = Lesdes Necroticas, M = Mosaico;
ML = Mosaico Leve; RD = Redugdo no Desenvolvimento e - = Sem Sintomas.

** (+) = Reagdo sorologica em teste de dupla difusdo em agar; (-) = Auséncia de

reacdo;, Nt = Nio testada.
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4.2 - Efeitos Citopaticos e Estabilidade do Virus em Seiva

Através de observagdes efetuadas ao microscopio Otico, inclusdes
citoplasmaticas de natureza proteica, semelhantes as descritas para os potyvirus, foram
visualizadas em células da epiderme de plantas de V. unguiculata "TVu 2896 ' (FIGURA
3) e N. benthamiana (FIGURA 2).

Os resultados dos estudos sobre a estabilidade do virus em seiva revelaram
que o mesmo possui um PIT situado entre 50 a 55° C, uma vez que nas folhas de C.
amaranticolor inoculadas com o extrato foliar submetido a temperaturas acima de 50°C
ndo houve formagdo de nenhuma lesdo necrotica. Apdés um periodo de 12 h, em
condi¢des de laboratorio, o virus contido em seiva bruta de plantas infetadas tornou-se
ndo infetivo, uma vez que nenhuma lesdo necrdtica foi formada em folhas de C.
amaranticolor entdo inoculadas com o respectivo extrato, indicando uma LIV situada
entre 8 e 12 h. O PMD do virus contido no extrato foliar bruto de planta infetada ficou
entre 10” e 10°. Com efeito, numerosas lesdes formaram-se nas folhas inoculadas com o
extrato foliar nas dilui¢des de 10, 102 ¢ 10°, menor numero de lesdes foi observado nas
diluigdes 10 e 10”° (FIGURA 4), mas nenhum tipo de sintoma foi observado nas folhas

inoculadas com o extrato diluido ao nivel de 10®

4.3 - Transmissibilidade do Virus por Pulgio e por Sementes.

Plantas-teste de siratro, inoculadas através de pulgdes exibiram sintomas
caracteristicos do virus em estudo, evidenciando a sua transmissibilidade por Aphis
craccivora, de forma nio persistente. A infecg¢@o foi confirmada mediante a realizagio de

teste de dupla difusdo em agar.
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FIGURA 2: Sintomas em Nicotiana benthamiana induzidos pelo potyvirus isolado de

Macroptilium atropurpureum.
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FIGURA 3: Folhas de Vigna unguiculata “TVu 2896’ exibindo sintomas de mosaico e

bolhosidade, induzidos pelo potyvirus isolado de Macroptilium

atropurpureum.
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FIGURA 4:

Lesdes necroticas locais em folhas de Chenopodium amaranticolor
inoculadas com o potyvirus isolado de Macroptilium atropurpureum,

quando o extrato foliar extraido de plantas infetadas foi diluido com agua

destilada para 10™
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Nio se constatou a transmissibilidade do virus por sementes colhidas de
plantas de siratro infetadas, em nenhuma das 738 sementes testadas. Com efeito, as
plantas geradas dessas sementes ndo apresentaram sintomas de infecgdo viral e os testes

sorologicos envolvendo as poucas plantas tidas como suspeitas foram negativos.

4.4 - Purificacio do Virus e Eletroforese da Proteina Capsidial

Apos um total de oito tentativas de purificagdo, constatou-se ser a espécie
vegetal N. benthamiana uma hospedeira adequada para a propagac¢do do virus, visando
sua purificagdo. O melhor método de clarificagdo consistiu no tratamento quimico do
extrato foliar com uma combinagdo de cloroférmio e tetracloreto de carbono, seguido de
uma baixa centrifugacdo de 3.000g, por 10 min. O roteiro utilizado, diagramado na
FIGURA 5, mostrou-se eficiente e permitiu a obten¢do de uma preparag¢do purificada
com bom nivel de pureza. Avaliadas por meio de espectrofotometria, as preparagdes
virais purificadas, apos centrifugacdo isopicnica, apresentaram espectros de absor¢do
tipicos de potyvirus (FIGURA 6), com absor¢do minima em 245 nm e maxima em 260
nm. Os valores obtidos para as relagdes de absorgdo nos comprimentos de onda de 260
e 280 nm (Ax0/Azs0) € de absor¢do maxima e minima (Ams/Amin), foram 1,29 e 1,18,
respectivamente, ap0s a corregdo para a dispersdo de luz. A concentrag@o final maxima
obtida foi de 19,11 mg de virus por Kg de tecido infetado. Todas as preparagdes virais
obtidas mostraram-se infetivas quando inoculadas em plantas de siratro.

A analise eletroforética em gel de poliacrilamida contendo SDS, da
preparagdo purificada do virus mostrou um componente protéico de peso molecular

estimado em 36 k e outro menor, com peso molecular estimado em 29 k (FIGURA 7),
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KHPO, - 0,02M; pH 8,2 +0,1% 2 -ME
Gradiente de CsC1:|120.000g -17h

Randaviral: 2,2 - 2,5 cm da base do tubo
Diluigdo: KHPO, - 0,02M, pH 8,2
Centnfugagéo: 12.000g - 10 min

Precipitado
(descartado)

Sobrenadante
Centnfugagdo: 85.000g - 90 min

Sobrenadante | l
(descartado) |

Precipitado
+

KHPO, - 0,02M; pH 8,2
(Virus Purificad o)

FIGURA 5 - Diagrama do processo usado na purificagdo do potyvirus isolado de

Macroptilium atropurpureum multiplicado em Nicotiana benthamiana.
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FIGURA 6: Espectro de absorgdo ultravioleta da preparagdo purificada do potyvirus

isolado de Macroptilium atropurpureum.
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resultante de uma possivel degradagdo enzimatica do componente de 36 k, no decorrer
do processo de purificagdo, contingéncia a que também se referem HIEBERT &

McDONALD (1976) e LIMA et al. (1979).

4.5 - Producio de Anti-soro Especifico e Relacionamento Sorolégico com outros

Potyvirus.

O anti-soro obtido a partir da imunizagdo do coelho com preparagdo viral
purificada, mostrou-se bastante especifico, ndo reagindo com o extrato de plantas sadias
em testes de dupla difusio em agar com SDS (FIGURA 8). Logo apds a primeira
sangria, efetuada aos sete dias depois da ultima inje¢do do virus no coelho, passou-se a
observar, em teste de dupla difusdo em agar, uma boa reagédo do anti-soro testado contra
o antigeno homologo, entdo preparado a partir de plantas de siratro e de N. benthamiana
infetadas. O titulo do anti-soro especifico para o virus, determinado em teste de dupla
difusdo em agar, ficou em torno de 1:16.

Os estudos de relacionamento sorologico com outros potyvirus, mediante a
realizagdo de testes de dupla difusdo em agar, utilizando o anti-soro obtido, indicaram
ser o virus em estudo, distinto, porém, sorologicamente relacionado com os seguintes
potyvirus. BICMV, CpAMV, CIMV, POTY-CE, POTY-CO, POTY-PL, POTY-SO,
POTY-Soja, PWV e VMCI, os quais reagiram com o anti-soro do virus isolado de
siratro, mediante a formagdo de espordo, resultante do prolongamento da reagdo
homologa sobre a heterologa. Nenhuma reagdo sorologica foi observada nos testes onde
foram incluidos os potyvirus: BCMV, PRSV-P e PRSV-W, evidenciando serem estes
sorologicamente distintos do potyvirus isolado de siratro (FIGURA 9).

RIZZc54¢ .
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FIGURA 7: Analise da proteina capsidial do potyvirus isolado de Macroptilium
atropurpureum, em eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS.
A) Fotografia da placa preparada com a solugdo viral, em diferentes
concentragdes e as proteinas padrdes.

B) Grafico da determinag@o do peso molecular da proteina capsidial do
virus. Os pontos escuros representam, de cima para baixo, as seguintes
proteinas padrdes: 1- albumina bovina (PM=66kDa), 2- albumina de ovo
(PM=45kDa), 3- gliceraldeido-3-fosfato (PM=36kDa), 4- anidrase
~ carbonica (PM=29kDa), 5- tripsinogénio (PM=24kDa) e 6- inibidor de
tripsina (PM=20kDa). As setas indicam a posi¢do dos componentes
protéicos do virus, na curva padrao: V,;=36kDa e V,=2%Da. O eixo X
representa a distancia, em cm, percorrida pelas proteinas € o eixo Y, os

pesos moleculares (x 10%).
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FIGURA 8: Teste sorolégico de dupla difusdo em agar contendo dodecil sulfato de
sodio (SDS), para mostrar a especificidade do anti-soro produzido para o
potyvirus isolado de Macroptilium atropurpureum. As - anti-soro
produzido para o virus, V - extrato de planta infetada pelo virus e S -

extrato de planta sadia.
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FIGURA 9 - Resultados de estudos de relacionamento soroldgico entre o potyvirus isolado

de Macroptilium atropurpureum e outros potyvirus.



5 - DISCUSSAO

As caracteristicas biologicas e sorologicas do virus isolado de siratro, bem
como o tipo de inclusdes formadas em células de suas plantas hospedeiras, indicam
tratar-se de um novo membro do grupo potyvirus, aqui designado de virus do mosaico
do siratro ("siratro mosaic virus", STMV).

O SrMV difere, em caracteristicas bioldgicas e sorologicas, dos demais
virus até entdo encontrados infetando naturalmente o siratro e daqueles capazes de
infeta-lo em estudos experimentais (MOSES & NARIANI, 1975; PROVVIDENTI &
BRAVERMAN, 1976; SONODA, 1976, 1977a, 1977b, MEINERS et al., 1978; LIMA
et al., 1977, FLORINDO, 1983; EDWARDSON & CHRISTIE, 1986). O mesmo
mostrou-se sorologicamente distinto do BCMV, que possui estirpe capaz de infetar
siratro (MEINERS et al., 1978), e ao qual estdo estreitamente relacionados os virus
encontrados causando infecgdo natural em siratro na India e na Florida (MOSES &
NARIANI, 1975, SONODA, 1976, 1977a, 1977b, LIMA et al, 1977). Os
relacionamentos sorologicos de StMV com outros potyvirus, detectados mediante a
formagdo de espordo em testes de dupla difusdo em agar (FIGURA 9), indicam serem os
mesmos distintos, porém sorologicamente relacionados. Tais resultados confirmam,
outrossim, a inclusdo do StMV no grupo dos potyvirus. De acordo com PURCIFULL &
BATCHELOR (1977) e LIMA (1978), o relacionamento soroldgico entre virus
pertencentes ao grupo potyvirus € bastante comum, o que ndo se verifica entre virus

pertencentes a grupos distintos.
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A presen¢a de inclusdes citoplasmaticas tipicas dos potyvirus, constatada,

mediante microscopia Otica, nas células da epiderme de plantas de V. unguiculata "TVu
2896' e N. benthamiana infetadas pelo virus, mostra a importancia desta técnica na
diagnose de viroses ocasionadas por potyvirus. De acordo com CHRISTIE &
EDWARDSON (1986), LIMA et al. (1979) e LIMA (1980), o uso da microscopia oOtica
se constitui num método eficiente e relativamente barato que pode proporcionar uma
rapida diagnose de infecdes causadas por potyvirus.

As determinagdes feitas em relagdo as propriedades fisicas "in vitro" para o
StMV resultaram em dados que sdo compativeis com os referidos para o grupo
potyvirus (HOLLINGS & BRUNT, 1981, EDWARDSON & CHRISTIE, 1986, 1991).
Pequenas alteragdes nas medidas das propriedades dos virus podem ser devidas a fatores
diversos, tais como mudangas de pH, flutuagdes de temperatura, inibidores presentes na
planta hospedeira utilizada como fonte de virus e/ou na planta-teste, comprimento do
dia, agrega¢do de particulas e niveis de concentragio viral (EDWARDSON &
CHRISTIE, 1986).

Os resultados do estudo da gama de plantas hospedeiras do STMV diferem
dos apresentados nos trabalhos encontrados sobre ocorréncia de virus em siratro
(MOSES & NARIANI, 1975; PROVVIDENTI & BRAVERMAN, 1976; SONODA,
1976, 1977a, 1977b, MEINERS et al., 1978; LIMA et al., 1977, FLORINDO, 1983,
EDWARDSON & CHRISTIE, 1986). O virus relatado por SONODA (1976, 1977a,
1977b) e caracterizado por LIMA et al. (1977), € capaz de causar apenas sintomas locais
em C. ccidentalis e G. max, enquanto STMV ocasiona sintomas de infecgdo sistémica nas

referidas espécies. De outra parte, o virus encontrado infetando siratro, na India
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(MOSES & NARIANI, 1975) causa infecgdo em C. fernatea e infecgdo sistémica em V.
mungo, as quais ndo sdo hospedeiras do STMV (TABELA 1). Também ¢€ distinto do
StMV o potyvirus estudado por FLORINDO (1983) e isolado de C. fernatea. Com
efeito, embora sendo capaz de causar infec¢do sistémica em siratro, pode, também,
infetar C. ensiformis, G. globosa, P. vulgaris "Rico 23-SP' e V. unguiculata 'Pitiuba',
plantas que ndo exibiram nenhum sintoma quando inoculadas com o StMV. Por outro
lado, a espécie vegetal C. occidentalis, suscetivel ao STMV, ndo € hospedeira do virus
estudado por FLORINDO (1983).

Os bons graus de pureza e concentragio das preparagdes purificadas, obtidas
para o STMV, servem para confirmar a eficiéncia do método descrito por LIMA et al.
(1979), ora usado com algumas modificagdes (FIGURA 5). Os insucessos nas tentativas
de purificagdo do virus, a partir de plantas de siratro e de V. unguiculata CE-491' e
"TVu 2896', a par das excelentes preparagdes virais obtidas de N. benthamiana,
demonstram a necessidade da escolha de um hospedeiro adequado para a propagagdo do
virus, como fator de fundamental importancia para sua purificagio (MATTHEWS,
1991). Segundo LIMA (1978), um dos aspectos criticos na purificagdo de potyvirus para
se obter um rendimento maximo € o hospedeiro usado na sua multiplicagdo. De acordo
com WALKEY (1985), o hospedeiro ideal para multiplicagdo viral, visando sua
purificagdo, deve ser isento de inibidores e outros compostos que possam inativar ou
interferir com o virus durante a purificagdo e permitir sua multiplicacdo em altas
concentragdes. Neste trabalho, as tentativas de purificagdo, utilizando cultivares de caupi
como hospedeiras de multiplicagdo, produziram um baixo rendimento final,

provavelmente devido a baixa concentragdo do virus nos tecidos das plantas infetadas.
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Utilizando-se siratro, hospedeira original do SrMV, ocorreram inconvenientes
relacionados ao ciclo vegetativo da planta, além do fato de as folhas apresentarem
tamanho diminuto. Finalmente, N. benthamiana, quando infetada pelo virus, apresentou
folhas de bom tamanho exibindo bons sintomas, revelando-se como excelente hospedeira
de multiplicagdo, permitindo a obtengdo de uma preparagdo final purificada com elevada
concentrago viral, além da vantagem proveniente da facilidade de manuseio do material
foliar na etapa inicial de extracdo do virus. Diversas espécies de Nicotiana tém sido
utilizadas, com sucesso, na purificagdo de varios potyvirus (HIEBERT & McDONALD,
1973; LIMA, 1978; MEISSNER FILHO et al, 1990). LIMA (1978), ao usar M.
benthamiana, conseguiu excelente resultado na purificagdo de inclusées de BICMV.
Outro problema que deve ser sempre levado em consideragdo na purificagdo
de potyvirus esta ligado a elevada capacidade de agregacdo de suas particulas (LIMA,
1978). Segundo CHOI et al. (1977), a purificagdo de potyvirus torna-se dificil, devido a
essa capacidade de agregacdo de particulas e sua instabilidade durante o processo de
purificagdo. A agregagdo tem sido um sério problema frequentemente encontrado na
purificagdo de potyvirus (DELGADO-SANCHEZ & GROGAN, 1966, DAMIRDAGH
& SHEPERD, 1970; BARNETT & ALPER, 1977, CHOI et al., 1977, LIMA et al.,
1979; TAIWO et al., 1982; FUIISAWA et al., 1983; MARINHO & KITAJIMA, 1989).
De acordo com MARINHO & KITAJIMA (1989), a agrega¢do de particulas em
potyvirus constitui problema, principalmente nas fases iniciais de extragdo e clarificagdo
do virus. Conforme FUJISAWA et al. (1983), além da selegdo do hospedeiro adequado
para a purificagdo, a escolha do tampdo e do método de clarificagdo sio muito

importantes na preven¢ao de perdas e obten¢do de um maximo rendimento. Visando
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evitar problemas de agrega¢do, usou-se, no presente trabalho, triton X-100, em
combinagdo com PEG, na precipitagio do virus. A precipitagdo de particulas de
potyvirus com PEG, empregada na purificagdo e concentragdo do SrMV, tem sido
eficazmente aplicada na purificagdo de muitos virus, inclusive de potyvirus. Em alguns
casos, no entanto, a precipitagio com PEG tem acarretado perdas por agregag¢do de
particulas, umas com as outras ou com materiais do hospedeiro, o que tem sido
solucionado com a combinagdo de PEG e triton X-100 (CHOI et al., 1977, SEQUEIRA,
1982). Conforme FUJISAWA et al. (1983), o uso de tampdo de extracdo de alta
molaridade, aliada a utilizagdo de PEG com triton X-100, solucionou os problemas de
agregagdo deparados na purificagdo do virus do mosaico da cenoura ("beet mosaic
virus"). A utilizagdo da mistura dos solventes organicos cloroformio e tetracloreto de
carbono, para a clarificagdo de extrato vegetal contendo virus, foi também adotada com
sucesso por diversos autores na purificagdo de outros potyvirus: BICMV (LIMA, 1978);
isolados de PRSV-P (PURCIFULL & HIEBERT, 1979; GONSALVES & ISHII, 1980)
e virus do mosaico amarelo do zucchini ("zucchini yellow mosaic virus") (PURCIFULL
et al., 1984; NAMETH et al., 1985).

O rendimento final, obtido na purificagdo do STMV, com aproximadamente
19,00 mg de virus por Kg de tecido infetado, encontra-se dentro da faixa dos valores
considerados satisfatorios para os potyvirus (MARINHO & KITAJIMA, 1989).

O peso molecular estimado para a proteina capsidial do STMV, determinado
eletroforeticamente, encontra-se proximo aos valores descritos para os potyvirus: 32-34
k, (HOLLINGS & BRUNT, 1981). As duas bandas de proteinas detectadas, relativas ao

capsideo do SrMV purificado (FIGURA 7) correspondem a unidade quimica do seu
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capsideo (36 k) e sua possivel degradagio enzimatica, durante o processo de purificagdo
e estocagem em refrigerador. A degradagdo enzimatica da capa proteica € um fendmeno
comum entre potyvirus (HIEBERT & McDONALD, 1973, 1976, LIMA, 1978; LIMA et
al., 1979). TAIWO et al. (1982) sugerem uma segunda centrifugacdo em gradiente de
cloreto de césio, antes da estocagem, para evitar ou minimizar a degradagdo proteolitica
da proteina capsidial.

O método "foot pad" de imunizagido de coelho, adotado na obtengdo do
anti-soro especifico para o SrMV, mostrou-se eficiente, permitindo, inclusive, a
economia de antigeno. LIMA (1978) obteve anti-soro para o BICMV com boa
concentragdo de anti-corpo, a custa de pequena quantidade de antigeno, usando o
mesmo meétodo. O anti-soro obtido para o StMV, nas condigdes em que foram
realizados os trabalhos, apresentou um titulo satisfatorio e grau de pureza adequado para
teste de dupla difusdo em agar. A inexisténcia de reagdo do anti-soro com extrato de
planta sadia, desde o inicio da coleta, evidencia a auséncia ou baixa concentra¢do de anti-
corpos para as proteinas da planta. O elevado grau de especificidade do anti-soro serve,

outrossim, para confirmar a eficiéncia do processo de purificagio viral.




6 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados e discutidos no presente trabalho,
pode-se evidenciar as seguintes conclusdes:

- As caracteristicas biologicas, citologicas, sorologicas, de transmissibilidade
por inseto (afideo), de estabilidade em seiva e peso molecular da proteina capsidial do
virus isolado de siratro, Macroptilium atropurpureum, indicam ser 0 mesmo um novo
membro do grupo potyvirus, ora descrito com o nome de virus do mosaico do siratro
("siratro mosaic virus", STMV);

- A espécie vegetal Nicotiana benthamiana mostrou-se excelente para
multiplicagdo e purificagdo do STMV;

- O método adotado para a purificagdo do STMV mostra-se eficiente e a boa
especificidade do anti-soro produzido, evidenciou o bom nivel de pureza da preparagdo
viral purificada;

- O StMV atinge elevadas concentragdes tanto em siratro, uma vez que
foram desenvolvidos sintomas em plantas-teste com diluigdes de até 10°, como em N.
benthamiana que permitiu a obtengdo de uma preparagdo purificada de bom nivel de

pure€za € COIICCIItI’&(;ﬁO.
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