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RESUMO

Foram analisadas alteragbes nos padrées de proteinas e compostos de fésforo e
carbono em folhas de pepino e tomate infectadas pelos virus do mosaico amarelo da abobrinha-
de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP), através de eletroforese e ressonéncia

magnética nuclear (RMN).

As extragbes de proteinas foram feitas 48 h e aos 5, 10, 15 e 20 dias apds a inoculagao
dos virus. Foi detectado aparecimento de proteina com PM 39.000 Da na fragdo microssomal de
pepino com VMAA e de tomate com VMP. Foi observado que a infecgo de pepino e tomate por

TMV nao induz aparecimento dessa proteina na fragdo microssomal.

A metodologia utilizada para caracterizagio parcial revelou que a proteina de PM
39.000 Da nao é glicosilada, é uma proteina periférica das membranas microssomais, nao esta
presente no fluido intercelular e na parede celular. A eletroforese bidimensional mostrou que a
proteina acumulada em pepino e tomate possui a mesma carga elétrica e 0 mesmo nimero de
isoformas. Assim, é possivel que esta seja uma proteina relacionada ao processo de patogénese
(protefna PR) e seu aparecimento reflete alteracées no metabolismo da planta hospedeira. Foi

ainda observado aumento de atividade peroxiddsica nas plantas infectadas.

Através dos estudos de RMN foi observado actmulo de éacarose, diminuicdo de
acucares fosfato e aumento de fosfato inorganico nas folhas infectadas. Isto indica uma provavel
alteracdo no metabolismo de carboidratos, devido a infecgdo virética. Foi, ainda, detectado
aumento de glicolato em pepino infectado sugerindo uma possivel interferéncia do processo
infeccioso sobre a atividade de oxigenase da ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase-oxigenase. Nos

tomateiros infectados foi observado aumento de compostos aromaticos.



ABSTRACT

The changes in the leaf protein pattern, phosphorus and carbon coumpounds from
cucumber and tomato infected with zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) and cucumber mosaic

virus (CMV) were analysed by gel electrophoresis and nuclear magnetic resonance (NMR).

The leaf proteins were extracted 48 hr and 5, 10, 15 and 20 days after virus inoculation.
A MW 39,000 Da protein was induced in the microsomal fraction from cucumber infected with

ZYMV and tomato with CMV.

The partial characterization of the MW 39,000 Da revealed that it was not glycoprotein,
but a peripheral protein from microsomal membranes and not present in the intercellular fluid and
cell wall. The bidimensional electrophoresis analysis revealed the same characteristics of the
protein induced in both infected plants. Thus, is possible that the protein is a pathogenesis
related (PR protein) and its accumulation in infected plants reflects changes in host plant

metabolism.

The NMR studies showed sucrose accumulation, sugar phosphate decrease and
inorganic phosphate increase. These findings indicate a probable change in host plant
carbohydrate metabolism. An increse was observed in glycolate level in infected cucumber. It
suggests a change on Rubisco oxigenase activity. An increase was detected in aromatic

compounds in infected tomato plants



ABREVIATURAS

BCIP: 5-bromo 4-cloroindoxil fostato

BSA: albumina de soro bovino

Da: dalton

DTT: ditiotreitol

EDTA: 4cido etilenodiamino tetracétco

MES: 4acido 2N-morfolino-etano sulfénico
MHz: mega Henz

NBT: azul de tetrazolium

PMSF: fluoreto de p-metil sulféxido

PVDF: fluoreto de polivinilideno

PVPP: polivinil polipirrolid;)na

RMN: ressondancia magnética nuclear

SDS: dodecil sulfato de s6dio

T: tesla

TCA: 4cido tricloro acético

TEMED: N,N,N’,N’ tetrametil etileno diamina
TMV: virus do mosaico do fumo

TRIS: triidréxi metil animo metano

VMAA: virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita

VMP: virus do mosaico do pepino



1.INTRODUGAO

Os processos de patogénese, em geral, induzem respostas especificas aos patégenos e
alteragbes metabdlicas caracteristicas em plantas infectadas. Algumas das respostas
observadas no hospedeiro decorrem da incompatibilidade com o agente patogénico seja ele

fungo, bactéria, virus ou nematéide.

As infecgbes por virus causam muitas moléstias de importancia econémica e provocam
alteragbes no metabolismo da planta infectada, especialmente ao nivel protéico, levando ao
aparecimento ou acimulo de proteinas induzidas pelo processo de patogénese ("pathogenesis
related proteins”, proteinas PR). As alteracgdes dos perfis proteicos tém sido estudadas por

técnicas de eletroforese e metodologias auxiliares que permitem a caracterizagéo de proteinas.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido utilizada nos estudos de fisiologia e
bioquimica vegetal, uma vez que permite observagoes diretas dos processos metabdlicos em
curso. Contudo ndo ha ainda citagdo da utilizagido desta técnica em fitopatologia. Esta foi a

primeira vez que aplicou-se RMN para estudos de fitovirologia.

No Brasil tém sido utilizadas uma ampla gama de metodologias para os estudos de
fitoviroses, porém, ndo hé relatos sobre andlise de proteinas PR e sobre a utilizagdo de RMN

para estudos de processos patogénicos ermn geral e em particular de fitovirologia.

Assim o presente trabalho teve como objetivo verificar as alteragbes nos padrbes de
proteinas e compostos de fésforo e carbono em folhas de pepino e tomate infectadas pelos virus
do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP), através de

eletroforese e ressonancia magnética nuclear.



2.REVISAO DA LITERATURA

Nas interagbes patégeno hospedeiro ocorrem, frequentemente, reagbes especificas do
hospedeiro em resposta ao agente patogénico. Em muitos casos as reagoes de
incompatibilidade frente a patégenos como fungos, bactérias, virus e_nematéides sd0 expressas
de modo geral, ocorrendo alteragdes fisiolégicas, morfolégicas e metabélicas nas plantas

afetadas (GOODMAN et al., 1986; BOWLES, 1990).

Numerosos virus fitopatogénicos, que afetam diversas espécies de plantas, levam a

modificag6es no metabolismo do hospedeiro, causando danos economicamente importantes.

O virus do mosaico do pepino (VMP, "cucumber mosaic virus"), descrito pela primeira
vez por DOOLITTLE (1916), tem sido identificado em ampla gama de hospedeiros, sobretudo em

culturas horticolas de cucurbitdceas e solanéiceas (FRANCKI et al., 1979).

O VMP, é o virus tipo do grupo Cucumovirus (FRANCKI et al, 1979), apresenta
particulas isodiamétricas com 28-30 nm de didmetro. A particula viral € um icosaedro formado
por grupos hexaméricos e pentaméricos de subunidades proteicas. O genoma € composto por 3
RNAs de fita simples (Tricorna virus), indispensaveis para ocorréncia da infecgdo, podendo ainda
apresentar RNAs satélites, determinantes da severidade da doenca, que pode variar desde a
auséncia de sintomas até a morte da planta. Os principais simtomas da virose s&o mosaico,
deformagéo foliar, nanismo e necrose. O virus pode ser transmitido de forma nao persistente por
mais de 60 espécies de afideos, por cuscuta, enxertia e inoculagdo mecénica (FRANCHI et al,

1979; WATERWORTH et al,, 1979; COSTA et al., 1987).



O VMP tem sido assinalado em vérios paises da Europa, Africa, Asia e América,
especialmente em regiées temperadas (FRANCKI et al, 1979). No Brasil ha indmeras
ocorréncias de VMP em vérias culturas incluindo alface, banana, baunitha,caupi, ervitha,
Euphorbia prostata, feijao, feijao lima, maracuja, maxixe, meldo milho, orquidea, pimenta-do-

reino, salvia, tomate além de outras (KITAJIMA, 1986; DUSI et al, 1 992).

O virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA, "zucchini yellow mosaic
virus") foi observado pela primeira vez erm 1973 no norte da Italia, sendo descrito posteriormente
no mesmo pais por LISA et al, (1981). E transmitido de forma nio persistente por afideos,
inoculagdo mecanica e enxertia. Membro do grupo Potyvirus (LISA et al, 1981), o VMAA
apresenta particulas alongadas e flexuosas com comprimento normal de 750 nm e genoma

constituido por RNA de fita simples (LISA et al.,, 1981).

Desde sua descricdo o VMAA tem sido detectado em vérios paises da Europa, Oriente
Médio, Asia, Africa, América do Norte e Australia onde causa mosaico, amarelecimento, clorose
seguida de necrose, deformagéo e enrolamento das folhas, engrossamento do caule, atrofia,
malformacao e distorgéo das flores, frutos e sementes (LISA & LECOQ, 1984; PROVVIDENTI et
al,, 1984; HSEU et al, 1985; DAVIS, 1986; GREBER ef al., 1987; AL-MUSA, 1979: HUANG et
al., 1989). No Brasil o primeiro relato da ocorréncia de VMAA foi feito por VEGA et al., (1992) em

melancia proveniente de Votuporanga, no estado de Sao Paulo.

A infecgao vir6tica é normalmente estabelecida ap6és a inoculagdo do virus {mecéanica ou
por vetor) na planta. O fato das particulas virais atingirem o espago intercelular nio garante que
a infecgao seja eficiente, pois a parede celular constitue uma barreira 4 penetragio dos virus. As
particulas virais nao possuem enzimas que degradam a parede celular, no entanto, alteracbes
desta e de varias membranas intercelulares, incluindo das organelas microssomais, so

frequentemente observadas em plantas infectadas po virus (MARTELLI, 1980). As alteracgGes



induzidas na parede celular, pela infecgdo virbtica, incluem actmulo de proteinas e
glicoproteinas, aumento de lignificagdo e deposicdo de substancias pécticas, que atuariam
evitando a penetragao celular dos virus e a disseminagio destes pela planta (GOODMAN et al.,

1986).

O mecanismo de especificidade da interagio planta/virus ndo é conhecido, contudo h4
evidéncias do envolvimento de glicoprotefnas nesse processo. Embora as evidéncias para o
reconhecimento do virus pela célula vegetal nao sejam substantivos, as glicoproteinas vegetais e

do capsideo viral teriam um papel fundamental nesse processo.

Em muitas plantas infectadas por virus tém sido detectadas alteracdes do padrio
protéico das folhas e, geralmente, o aparecimento de proteinas induzidas pelo processo de
patogénese ("pathogenesis related proteins”, proteinas PR) é mencionado (GIANINAZZI et al.,

1970; VAN LOON & VAN KAMEN, 1970; VAN LOON, 1985; BOWLES, 1990).

As proteinas relacionadas aos processos de patogénese foram primeiramente
detectadas em folhas de fumo com reagdo de hipersensibilidade ao virus do mosaico do fumo
("tobacco mosaic virus”, TMV) (GIANINAZZI, 1970; VAN LOON & VAN KAMEN, 1970) e tém
sido agora encontradas em inlimeras espécies de plantas sob agéio de fitopatégenos ou de
estimulos quimicos e ambientais (G!AN!NAZZI et al., 1980; AHL et al, 1981; GIANINAZZ| &
KASSANIS, 1974; WHITE, 1979; VAN LOON, 1977; FRASER, 1981; ANTONIW et al., 1981;
VAN LOON, 1985; BOWLES, 1990). Essas proteinas foram também encontradas no fluido
intercelular de plantas infectadas (PARENT & ASSELIN, 1984; CARR et al, 1987) e tém sido
relacionadas a defesa das plantas (KAUFFMAN et al, 1989; BOWLES, 1990). Segundo
PARENT & ASSELIN (1984) e BOWLES (1990) a presenga dessas proteinas indica alteragdes

no metabolismo do hospedeiro, em resposta & infecgéo.



Outras alteragdes celulares decorrem da infecgdo viral especialmente em fungdo da
severidade dos sintomas. O aumento da atividade peroxidasica tem sido verificado, apés a
infeccdo de plantas por virus. Isto ocorre tanto em tecidos resistentes como suscetiveis.

(MISAGHI, 1982).

As peroxidases sdo enzimas que catalizam a oxidagdo de numerosos compostos,
participando da biossintese de etileno, oxidagdo do &cido indol acético e de compostos
arométicos. Estdo presentes no fluido intercelular e em vérios compartimentos celulares,

incluindo nucleo, mitocdndria, ribossomo, parede celular e membranas (MISAGHI, 1982). Estéao,

ainda envolvidas nos pro;:essos de aquisicao de resisténcia & infecgdo viral, através do aumento
da lignificagdo da parede celular (HOLDEN & ROHRINGER, 1985) e na defesa das plantas
através da oxidacdo de fen6is (BOWLES, 1990). Em geral a estimulagdo da atividade de
peroxidases citoplasmaticas soliveis e da parede celular, ocorre por aumento da atividade de

isoenzimas especificas ja presentes no tecido sadio (GOODMAN et al., 1986).

Nao foram encontradas citacbes de trabalhos brasileiros sobre a andlise de proteinas
PR induzidas por infec¢do virbtica. No Brasil os estudos de proteinas limitam-se a analise

de proteinas virais (GASPAR, 1987).

A maioria das metodologias utilizadas nos estudos de metabolismo vegetal envolvem a
destruicdo do tecido vegetal. Assim nos UGltimos énos tem-se buscado técnicas como a
ressonancia magnética nuclear (RMN), que permitem observagbes diretas dos processos
metabélicos em células vivas (ROBERTS, 1984; RATCLIFFE, 1987). A natureza nao-destrutiva e
nao-invasiva da RMN permite a utilizacdo de tecidos intactos da planta (GADIAN, 1982;

ABRAHAN et al., 1988).



A espectroscopia de ressonincia magnética nuclear é basicamente uma forma de
espectroscopia de absorgio como as de infravermelho e ultravioleta. Esta técnica foi
desenvolvida em meados desse século e baseia-se nas propriedades que certos nicleos tém de

absorver radiagao eletromagnética na regido de radiofrequéncias.

O fundamento fisico da espectroscopia de RMN estd associado as propriedades
magnéticas de nicleos atémicos. Os sinais de RMN s&do gerados apenas por nicleos que
possuem um momento magnético intrinseco, isto €, com um nimero quéntico de spin (I)
diferente de zero. E o caso de 31P, 13C, 15N, 1H, 19F (1=1/2), 2H (I=1), 23Na e 39K (1=3/2).
Nicleos como 12C e 160 (1=0) ndo geram sinais de RMN. O numero quéntico de spin é

determinado pelo nimero de massa e ndmero atémico.

Em espectrémetros modernos convencionais, a amostra contida num tubo de vidro (5-25
mm de diametro) é colocada na sonda do instrumento, situada num campo magnético muito
intenso e homogéneo de 1a 15 T (1 tesla = 104 gauss) gerado por um magneto supercondutor.
Nessas condigbes, os spins nucleares na amostra tendem a alinhar-se na diregao do campo
aplicado. No caso de ntcleos com |=1/2, 0 momento magnético de cada nicleo pode encontrar-
se em apenas uma de duas orientagdes relativamente ao campo magnético aplicado. Essas
duas orientagbes correspondem a estados de energia ligeiramente diferentes, sendo a diferenga
de energia proporcional a intensidade do campo magnético estatico e a razdo giromagnética do
nacleo. A irradiagdo da amostra com impulsos de radiagdo eletromagnética na faixa de
rédiofrequéncias (5 a 700 MHz) induz transigdes entre os dois estados energéticos, na condigao
de ressonéncia. Cada impulso dura apenas alguns microssegundos e excita simultaneamente
todo o espectro de radiofrequéncias numa dada gama, criando uma magnetiza¢do macroscépica
na amostra com valor diferente do de equilibrio. Terminado o impulso, a magnetizagao tende a
retornar a situagio de equilibrio, e é feito o monitoramento do decaimento da magnetizagao no

tempo. Os sinais assim adquiridos sdo posteriormente sujeitos a tratamento matematico por



transformacao de Fourier, para originar espectros no dominio das frequéncias. A um dado
campo magnético aplicado, ntcleos diferentes tém frequéncias de ressonancia muito diferentes,
e para um determinado ntcleo, a frequéncia de ressonéncia é dependente do seu ambiente
fisico-quimico. A posigdo de uma ressonancia num espectro de RMN pode indicar o tipo de
grupo quimico em que o nicleo se encontra inserido e refletir ainda outras caracteristicas, como
o estado de ionizagdo ou ligagio a outras espécies quimicas. As diferengas nas frequéncias de
ressonancia sdo normalmente consideradas em termos de desvios ou deslocamentos quimicos,
medidos em partes por milhdo (ppm) relativamente as ressonancias de compostos-referéncia, e
independentes da magnitude do campo magnético aplicado. Esses compostos-referéncia podem
ser internos (enddgenos a amostra) ou externos. Neste Gltimo caso sdo normalmente utilizadas
solugées em tubos capilares de vidro, colocados no tubo de RMN juntamente com a amostra

(HARRIS, 1983).

A ressonancia de um nicleo pode desdobrar-se em linhas multiplas (multipletos) como
resultado da interagbes com nicleos magnéticos vizinhos através de ligagbes quimicas
(acoplamento spin-spin). A multiplicidade do desdobramento dos sinais pode ser util na
identificacdo de ressondncias, e a magnitude do acoplamento, medida pela constante de
acoplamento, esta diretamente relacionada com as conformagdes moleculares. Além das
constantes de acoplamento, outros parametros, tais como a largura das linhas do espectro e os
parametros de relaxamento dos nicleos sdo fungdo da estrutura e dindmica molecular

(HARRIS, 1983).

A intensidade de uma ressonancia num espectro de RMN é, em determinadas
circunstancias, proporcional ao nimero de ntcleos que representa, e como tal, o valor de sua
area integrada pode ser usada para quantificar varios compostos. Além da concentragdo de
compostos na amostra, as &4reas dos sinais dependem da intensidade do impulso de

radiofrequéncias aplicado e da velocidade de repetigdo dos impulsos usada na experiéncia. A



repeticao rapida de impulsos, muitas v'ezes usada para conseguir espectros com melhor razao
sinal/ruido em periodos de tempos mais curios, pode impedir o relaxamento completo dos
nicleos e provocar a sua saturagdo, o que se reflete na intensidade dos sinais obtidos
invalidando medigbes para fins quantitativos. Os nlcleos em diferentes grupos quimicos tém
diferentes valores de relaxamento e a intensidade dos respectivos sinais pode ser afetada de
modo desigual. A saturagio pode ser evitada usando intervalos de tempo suficientemente longos

entre os impulsos para permitir relaxamento adequado dos ntcleos (HARRIS, 1983).

A RMN possibilita anélise da estrutura de compostos celulares, obtencido de dados
sobre concentracdo e distribuicido de metabdlitos na célula, pH intracelular e concentragéo de
fons, fornecendo também importantes informacgées sobre compartimentagao celular, processos
de transporte e caracteristicas fisicas do meio intracelular. A utilizagdo da técnica "in vivo"
permite, ainda, estudar mecanismos de regulagdo de processos metabdlicos, determinar
velocidades de reacdes enziméaticas e fluxo através de vias metabélicas especificas
(SCHAEFER, {975; KIME et al, 1982; KIME & RATCLIFFE, 1982; SKOKUT et al, 1982;
STIDHAN et al, 1983; ASHWORTH et al., 1987; NEEMAN et al, 1985; LINES et al, 1989;

ROLLINS et al., 1989; VIOLA et al., 1991).

Os estudos "in vivo" podem ser complementados pela andlise de extratos de células e

tecidos, o que permite identificar e quantificar varios metabélitos (RATCLIFFE, 1987).

Esse método possibilita a realizacdo de medigbes sucessivas na mesma amostra
biolégica sem interferéncias nos processos celulares em curso. A aquisigdo de dados é
geralmente mais répida e menos elaborada que por outras técnicas. Entretanto, a utilizagao do
método em sistemas biolégicos sobretudo "in vivo", tem a limitagdo de que metabdlitos de baixo

peso molecular sdo de dificil detecg@o. Para serem detectados os compostos devem apresentar



concentragdes de 0,1 mM ou superiores e ter elevado grau de mobilidade no meio intracelular

(RATCLIFFE, 1987; ABRAHAN et al., 1988).

A detecgio por RMN de nicleos biologicamente importantes como 31P, 13C, 1H, 15N,
23Na ou 39K permite estudar aspectos muito diversos do metabolismo celular. O ntcleo 31P é o
mais utilizado em estudos "in vivo" de sistémas biolégicos , devido a sensibilidade intrinseca
relativamente alta e a abundéancia natural do isétopo e ainda, pela importancia de compostos
fosforilados na bioenergética celular. A sua deteccdo permite observar diversos compostos

fosforilados e acompanhar o estado energético da célula, além de medir diretamente velocidade

de reagbes enziméticas ou determinar o pH de compartimentos intracelulares sem perturbar os

processos metabélicos em curso (ROBERTS & JARDETZKY, 1981; GADIAN, 1982).

ROBERTS et al. (1981; 1982) e MARTIN et al. (1982) estudando raizes de milho,
demonstraram que o pH intracelular pode variar na presenga de fons e que o pH vacuolar e
citoplasmatico séo regulados por mecanismos diferentes. Além disso, o contetido de fosfato
inorganico pode variar na auséncia ou presenca de varios fatores como oxigénio, luz, agtcar,
fosfato disponivel no meio (MARTIN et al., 1982; LEE & RATCLIFFE, 1983; WATERTON et al.,

1983; WRAY et al.,1983).

O nicleo 13C tem baixa sensibilidade intrinseca e reduzida abundéancia natural e, na
auséncia de enriquecimento isot6pico, torna-se necessério utilizar concentragbes de amostra
relativaménte elevadas e acumular os sinais durante longos periodos de tempo (ROBERTS E
JARDETZKY, 1981; GADIAN, 1982). A maiorié dos estudos envolvendo 13C recorre 2 utilizagzo
de substratos ou precursores metabdlicos enriquecidos isotopicamente, possibilitando a
observagdo direta de fluxos através de vias metabdlicas especificas. A cinética de passos

enziméaticos e a distribuicio da marca isotépica nos compostos formados nesses processos



também podem ser estudados sem a necessidade de técnicas de separagdo (S:TIDHAN et al.,

1983; NEEMAN et al., 1985; ASHWORTH et al., 1987; VIOLA et al,, 1991).

Apesar da crescente utilizagdo da RMN nos estudos com plantas, ndo ha citagbes da
utilizagao desta técnica na andlise da interagao planta-patégeno, em particular nas infecgdes por
virus. No Brasil a RMN tem sido utilizada na 4rea médica e para estudos de sistemas biolégicos

como hemacias, bacteriofagos, membranas e proteinas (SCHREIER, 1993).
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3.MATERIAIS E METODOS

Os virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA), do mosaico do pepino
(VMP) e do mosaico do fumo (TMV) existentes na cole¢do da Seg&o de Fitopatologia, Estagao
Agrondmica Nacional, Oeiras, Portugal, foram inoculados mecanicamente em plantas de pepino
(Cucumis sativus L.) cv. Inglés e de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) cv. Roma e
mantidas em camara climatizada com fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 +/- 30C. As
plantas inoculadas foram utilizadas para extragéo de proteinas e estudos de RMN. O controle foi

feito com plantas comparaveis inoculadas apenas com tampéo.

3.1.Andlise de proteinas
3.1.1.Extracéo de proteinas totais

Proteinas totais foram extraidas de acordo com o método descrito por CAMACHO-
HENRIQUEZ & SANGER (1982). Folhas e cotilédones de pepino e de tomate (5 g) forém
triturados com N2 liquido e homogeneizados em 20 mi de tampao de extragéo Tris-HCI 50 mM,
pH 7.5, contendo EDTA 50 mM, KCI 0,1 M e sacarose 0,7 M e mantido, por 10 min,a40 C. A
seguir foi adicionado igual volume de fenol saturado em 4gua e mantido & temperatura ambiente
durante 5 min, sob agitagdo , apés o que a amostra foi centrifugada a 1.000xg, por 10 min, a
200C. A fase aquosa foi descartada e a fase fendlica foi lavada duas vezes com 0 mesmo
volume de tamp&o de extragio e centrifugada a 1.000xg, por 10 min, a 40C. O sobrenadante
(S1) foi eliminado e o precipitado (P{) foi lavado duas vezes com acetato de sé6dio 0,1 M em
metanol e centrifugado a 10.000xg, por 10 min, a 40C. O sobrenadante (S2) foi descartado e o
precipitado (P2) lavado duas vezes com acetona e centrifugado a 10.000xg, por 10 min, a 40C.

O sobrenadante (S3) foi descartado e para melhor dissolugdo do precipitado (P3), este foi

11
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dissolvido em pequeno volume de tampao UKSM pH 8,2, constituido por uréia 9,5 M, K,COg 7
mM, SDS a 1,25% (p/v) e 2-mercaptoetanol (2 ME) a 5% (v/v). Depois de dissolvido foi
adicionado igual volume de tampao amostra contendo Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8, DTT 0,1 M,
SDS a 2% (p/v), glicerol a 15% (p/v) e azul de bromofenol a 0,006% (p/v). A amostra foi fervida
em banho-maria, por 3 min, centrifugada a 6.700xg, por 3 min e utilizada para eletroforese em

gel de poliacrilamida-SDS (Esquema 1).



ESQUEMA 1.Extracéo de proteinas totais de pepino e tomate

desc.

tecido vegetal

20 mi tamp&o extragao
10 min, 40C
20 ml fenol

1.000xg, 10 min, 200C

f
fase aquosa

fase fenélica

5 min agitagdo, 250C .
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20 mi tampao extracio
1.000xg, 10 min 200C

]
fase aquosa

fase fenélica

acetato de sédio 0,1M
12 h, -200C
10.000xg, 10 min, 40C

Sq P1
2x acetato de sédio
10.000xg, 10 min, 40C
-
S2 P2
2x acetona
10.000xg, 10 min, 40C
r
S3 P3

tampdo UKSM
tamp&ao amostra
banho-maria, 3 min
6.700xg, 3 min

eletroforese



3.1.2.Extracdo de proteinas soluveis e obtengéo da fragdo microssomal

A extragdo de proteinas soliveis foi feita segundo metodologia descrita por HURKMAN
& TANAKA (1986). As folhas (5 g) de pepino e tomate sadias e infectadas com virus foram
trituradas com N2 liquido e homogeneizadas em 20 mi de tamp&o de homogeneizagao, Tris-HCI
30 mM, pH 8,7, contendo EDTA 1 mM, sacarose 0,25 M, PVPP a 5% (p/v), 2 ME a 2% (p/v),
BSA a 0,1% (p/v) e PMSF 0,5 mM. O homogeneizado foi fitrado em rede de nylon (poro de 200

um) e centrifugado a 10.000xg, por 20 min, a 40 C. O precipitado (P1) foi descartado e o

14

sobrenadante (S{1) foi centrifugado a 10.000xg, por 20 min, a 40 C. O precipitado (FP2) 1ol
desprezado e o sobrenadante (S2) foi centrifugado a 50.000xg, por 1 h, a 40 C. O precipitado
(P3) obtido foi utilizado para extragéé da fragao microssomal (FM). Ao sobrenadante (S3), que
continha a fragao soldvel, foi adicionado acetona. A amostra ficou armazenada a -200 C, durante
12 h e centrifugada a 10.000xg, por 10 min, a 40 C. O sobrenadante (S4) foi descartado e o
precipitado (P4) foi lavado duas vezes com acetona e centrifugado a 10.000xg, durante 10 min, a
40 C. O sobrenadante (S5) foi descartado e o precipitado (P5) foi dissolvido em tampao amostra,
fervida em banho-maria, por 3 min, centrifugado a 6.700xg, por 3 min e utilizado para

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (Esquema 2).
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Esquema 2.Extracdo de proteinas soltiveis e obtencéo da fracdo microssomal de folhas e

cotilédones de pepino e de tomate.

folhas

trituracao
homogeneizagdo, .-
filtragdo

10.000xg, 20 min, 40 C

f
P1{ desc. Sq

| 10.000xg, 20 min, 40 C

1
P2 desc. S2

50.000xg, 1 h, 40 C

|

P3 (fracdo S3 (proteinas soltveis)
microssomal)

acetona, 12 h,-200C

extragao 10.000xg, 10 min, 40 C
fenélica
desc. |
4 P4
2x acetona
10.000xg, 10 min, 40 C
— ‘
S5 Ps5

tamp&o amostra
banho-maria, 3 min
6.700xg, 3 min

eletroforese
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3.1.3.Extrac&o fendlica das proteinas da fracdo microssomal

A fragao microssomal, obtida como referido em 3.1.2., foi lavada com tamp&o Tris-HCI
50 mM, pH 7,2 contendo Triton X-100 a 0,08% (v/v) e centrifugada a 80.000xg, por 1 h,a40 C. A
seguir foi ressuspensa em 1,5 ml de tampao de extragéo, Tris-MES 10 mM, pH 7,3, contendo
sacarose 0,25 M e EDTA 1 mM e mantido, por 10 min, a 40 C. Decorrido o tempo foi adicionado
igual volume de fenol saturado em &4gua, mantido & temperatura_ambiente, sob agitacdo |,
durante 1 min e centrifugado a 1.000xé, por 10 min, a 200 C. A fase aquosa foi descartada e a

fase fenélica foilavada duas vezes com 1,5 ml de tampao de extragdo e centrifugada a 1.000xg,

por 10 min, a 200 C. A fase aquosa foi descartada e a fase fendlica foi adicionado 7,5 ml de
acetato de s6&dio 0,1 M em metanol. A amostra foi mantida a -200 C durante 12 h. Decorrido
esse tempo foi centrifugada a 10.000xg, por 10 min, a 40 C. O sobrenadante (S{) foi descartado
e o precipitado (P{) foi lavado duas vezes com acetato de sédio 0,1 M em metanol e
centrifugado a 10.000xg, por 10 min, a 40 C. O sobrenadante (Sp) foi descartado e o precipitado
(P2) lavado duas vezes com acetona e centrifugado a 10.000xg, por 10 min, a 40 C. O
sobrenadante (S3) foi eliminado e o precipitado (P3) dissolvido em tampao amostra, fervido em

banho-maria, por 3 min, centrifugado a 6.700xg e utilizado para eletroforese (Esquema 3).



Esquema 3.Extracédo fendlica das proteinas da fracéo microssomal

fragdo microssomal

desc.

Triton X-100 0,08%
80.000xg, 1 h,40C
extragdo, 10 min, 40 C
fenol, 5 min, 250 C

fase aquosa

fase fendlica

2x tampao extragio
1.000xg, 10 min, 200 C

s
fase aquosa

fase fenclica

acetato de sédio 0,1 M
12 h, -200C
10.000xg, 10 min, 40 C

S1 P1
2x acetato de sédio
10.000xg, 10 min, 40 C
[
S2 P2
2x acetona
10.000xg, 10 min, 40 C
|
S3 P3

tampao amostra
banho-maria, 3 min
6.700xg, 3 min

eletroforese

1.000xg, 10 min, 200 C
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3.1.4.Deteccéo de glicoproteinas

Proteinas da fragdo microssomal foram submetidas a deteccdo de glicoproteinas
segundo descrito por FAYE & CHRISPEELS (1985). As proteinas separadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS, foram transferidas, utilizando-se aparelho de transferéncia LKB, para
membrana de nitrocelulose, a 80 V, durante 1 h, a 40 C, em tampdo Tris 0,025 M, contendo
glicina 0,20 M e metanol a 10% (v/v). ApSs a transferéncia as proteinas foram fixadas por 5 min,
a temperatura ambiente, em solugio fixadora de 4cido acético : isopropanol : 4gua destilada (10

: 25 165 v/v/v) e a seguir lavadas trés vezes com &gua destilada e com tamp&o Tris-HCI 20 mM,

pH 7,4 contendo NaCl 0,5 M (TBS). A membrana de nitrocelulose foi, entdo, incubada por 1 h a
temperatura ambiente, em solugdo (TTBS) de TBS contendo Tween 20 a 0,1% (v/v). A seguir foi

armazenada a 40 C ou processada para visualizagdo de glicoproteinas.

Para visualizagdo de glicoproteinas, inicialmente a membrana foi incubada por 1 h, a
temperatura ambiente em tamp&o TTBS contendo 1 mM de CaCl2 e de MgCl2 (TTBS/sais). A
seguir a membrana foi incubado & temperatura ambiente em tamp&o TTBS/sais contendo
concanavalina A (Con A), na concentragao final de 25ug/ml. Apés 1h a membrana foi lavada por
4 periodos de 15 min com TTBS/sais e incubada por 1 h, a 370 C em tamp&@o TTBS/sais
contendo peroxidase ("horse heart", Sigma), na concentragdo final de 50 ug/ml. A seguir o
membrana foi lavado com TTBS/sais e com TBS e, entdo, imerso em solucdo reveladora
contendo 60 mg de 4-cloro-1-naftol e 60 ul de H202 30 vol em 100 ml de TBS/sais (Esquema
4). As glicoproteinas apareceram como bandas escuras. O controle da transferéncia foi feito por
coloragdo do gel, por azul de Coomassie, ap6s a transferéncia e por coloragdo da membrana,

por Ponceau S, para visualizagdo de proteinas totais (bandas vermelhas).
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Esquema 4.Detecgéo de glicoprotefnas em membranas de nitrocelulose

protefnas no gel

transferéncia (80 V, 1 h,40C)

membrana

fixacao (5 min, 250 C)
3x Agua dest.
BS

membrana com proteinas fixadas

TTrBS,1h250C

TTBS/sais/Con A, 1h, 250 C
4x TTBS/sais, 15 min, 250 C
TTBS/sais/peroxidase, 1h,370C

membrana tratada

2x TTBS/sais
BS
revelagao
Ponceau S

glicoproteinas e prot. totais visualizadas
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3.1.5.Extragédo de fluldo intercelular

O fluido intercelular de folhas de pepino e tomate sadios e 15 dias ap6s a inoculagao
com virus foi extraido de acordo com 0 método de PARENT & ASSELIN (1984). Folhas recém-
coletadas tiveram a nervura central retirada e foram cortadas com auxilio de uma lamina, em
pequenos pedagos, 0os quais foram mantidos a aproximadamente 40 C. Os pedacos de folhas (8
g) foram infiltrados sob vécuo, com agitagdo suave, por 5 periodos de 30 s, em &gua destilada,
a 40 C. A seguir foram cuidadosamente lavados e secos com papel absorvente, colocados
numa seringa desprovida de émbolo, em cuja extremidade foi adaptado um filtro de acetato de
celulose (poro 0,2 um), o qual foi direcionado para um tubo de microcentrifuga. Este sistema foi
introduzido num tubo de centrifuga e centrifugado duas vezes a 1.000xg, por 10 min, a 80 C. As
amostras de fluido intercelular coletadas no tubo de microcentrifuga foram concentradas por
ultrafiltracao, foi adicionado tampao amostra, fervido em banho-maria por 3 min, centrifugado a

6.700xg, por 3 min e utilizado para eletroforese  (Esquema 5).
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Esquema 5.Extragdo de fluido intercelular de folhas de pepino e tomate.

folhas cortadas (8 g)

Agua dest., 40 C
5x vacuo, 30 s

fragmentos de folhas infiltrados

lavagem
secagem )
2x 1.000xg, 10 min, 80 C

fluido intercelular

concentragio
tamp&o amostra
banho-maria, 3 min
6.700xg, 3 min

eletroforese
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3.1.6.Extracéao de proteinas da parede celular

Folhas de pepino e tomate sadios e infectados por VMAA e VMP (5 g) foram trituradas
com N2 liquido e homogeneizadas em 20 ml de tampao de homogeneizagao Tris-HCI 50 mM, pH
7,2 contendo inibidor de proteases PMSF 0,5 mM. O homogeneizado foi filtrado em rede de
nylon (poro de 200 um) e centrifugado a 4.500xg, por 10 min, a 40 C. O sobrenadante (S1) foi
descartado e o precipitado (P1) foi ressuspenso em tampdo de homogeneizagdo contendo
Triton X-100 a 1% (v/v). A seguir a suspenséo foi centrifugada a 4.500xg, por 10 min, a 40 C. O
sobrenadante (S2) foi desprezado e o precipitado (P2) foi lavado por trés vezes com tampéao de
lavagem Tris-HCI 50 mM, pH 7,2 e centrifugado a 4.500xg, por 10 min, a 40 C. O sobrenadante
(S3) foi eliminado e o precipitado (P3) foi ressuspenso em KCI 1 M e mantido por 40 min, a 40 C.
A seguir a amostra foi centrifugada a 4.500xg, por 10 min, a 40 C. O precipitado (P4) foi
descartado e o sobrenadante (S4) foi dessalinizado com tampao Tris-HCI 5 mM, pH 7,2 e
concentrado em por ultrafiltragdo. A seguir foi adicionado tamp&o amostra e fervido por 3 min em
banho-maria, centrifugado a 6.700xg, por 3 min e utilizado para eletroforese em gel de

poliacrilamida-SDS (Esquema 6).
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Esquema 6.Extracdo de protefnas da parede celular.

desc.

tecido vegetal (5 g)

trituragao
homogeneizacio,
filtracao

4.500xg, 10 min, 40 C

S1

P1

ressuspensao
4.500xg, 10 min, 40 C

P2

3x lavagem .
4.500xg, 10 min, 40 C

P3

KCI1 M, 40 min, 40 C
4.500xg, 10 min, 40 C

S4 (prot. parede celular)

dessalinizacao
concentragao
tampado amostra
banho-maria, 3 min
6.700xg, 3 min

eletroforese
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3.1.7.Fracionamento de proteinas externas e Integrais da fragdo microssomal.

3.1.7.1.Fracionamento por Triton X-114

A fracdo microssomal obtida como descrito no procedimento 3.1.2. foi fracionada

segundo o método de KJELBON et al. (1989), utilizando-se Triton X-114 (BORDIER, 1981).

A FM foi ressuspensa em tampao de fracionamento Tri-HCI 10 mM, pH 7,6, contendo

Triton X-114 a 1% (v/v), NaCl 150 mM e EDTA 1 mM. A mistura resultante foi incubada por 10
min, a 00 C, agitada e deixada repousar por mais 5 min, a 00 C. A seguir foi novamente agitada
e transferida para 370 C, por 15 min e centrifugada a 10.00xg, por 1 min. A fase superior aquosa
foi transferida para outro tubo e adicionado igual volume de tamp&o de fracionamento contendo
Triton X-114 (concentragao final 1% v/v). A fase inferior contendo Triton foi adicionado igual
volume de tamp3&o de fracionamento sem Triton X-114. As amostras foram incubadas novamente
a 00 C e a 370 C como descrito anteriormente e apds a centrifugagdo as fases aquosa e com

detergente foram separadas e o fracionamento repetido.

As proteinas da fase aquosa (proteinas externas) foram precipitadas com TCA a 10%
(vv) e centrifugadas a 10.000xg, ‘por 10 min, a 40 C. O sobrenadante (S1) foi descartado e o
precipitado (P1) obtido foi lavado trés vezes com acetona e centrifugado a 10.00xg, por 10 min, a
40 C. A seguir o precipitado (P2) foi dissolvido em tamp&o amostra e o sobrenadante (S2) foi

descartado.

A fragdo com detergente foi adicionado igual volume de tamp&o de extragao Tris-MES

10 mM, pH 7,3, contendo sacarose 0,25 M e EDTA 1 mM e seguida da extrag&o por fenol como
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descrito no procedimento 3.1.3. As proteinas (proteinas integrais) obtidas foram dissolvidas em
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tampao amostra, fervidas em banho-maria, por 3 min, centrifugadas a 6.700xg, por 3 min e

utilizadas para eletroforese (Esquema 7).



Esquema 7.Fracionamento por Triton X-114 de proteinas externas e integrals da fracdo

microssomal.

fragao microssomal

tampao fracionamento
10 min, 00 C

agitagao

5mingoC
agitagao

15 min, 370 C

10.000xg, 1 min, 370 C

l 1
fase aquosa fase com detergente

2x fracionamento
10.000xg, 1 min, 370 C!

fase aquosa fase com detergente

TCA 10% (V) extragdo fendlica
10.000xg, 10min
40C

proteinas integrais

desc.
—
81 P1

3x acetona
10.000xg, 10 min, 40C

—
S2 P2 (proteinas externas)

eletroforese
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3.1.7.2.Fracionamento por KCI

A fracio microssomal obtida em 3.1.2. foi ressuspensa em tampao de ressuspenséo
Tris-HCI 10 mM, pH 7,3 contendo KCI 1 M e EDTA 1 mM. A suspensao foi mantida por 40 min, a
40 C e a seguir centrifugada a 100.000xg, por 45 min, a 40 C. Esse procedimento foi repetido 3
vezes. O sobrenadante (S1) contendo as proteinas externas foi concentrado e dessalinizado em
tampao de ressuspenséo sem KCl, po;r ultrafitragéo. O precipitado (P1), contendo as proteinas
integrais, foi utilizado para extragéo fenSlica de proteinas de acordo com o procedimento 3.1.3.
As fragbes contendo proteinas externas e integrais foi adicionado tampdo amostra, foram

fervidas por 3 min em banho-maria, centrifugadas a 6.700xg, durante 3 min (Esquema 8).

27



Esquema 8.Fracionamento por KCI de proteinas externas e integrals da fracédo

microssomal.

fragao microssomal

]

P1

extacao fendlica

prot. integrais

3x ressuspensao
40 min, 40 C
100.000xg, 45 min, 40 C

S1

concentragao
dessalinizacdo

prot. periféricas

tampdo amostra
banho-maria, 3 min
6.700xg, 3 min

eletroforese
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Esquema 9.Isolamento de proteinas do gel de poliacrilamida-SDS.

s

proteinas microssomais

SDS-PAGE

gel de poliacrilamida
Agua dest., 5 min
CuCl2 0,3 M, 5 min
4gua dest., 3 min

gel corado

isolamento de bandas
proteicas

fragmentos de gel

3x eluigdo, 1 h, 250 C
7.000xg, 3 min

desc.
P S

dessalinizagéo
concentracao

eletroforese e microssequenciamento proteina
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3.1.9."Immunoblotting™”

Proteinas da fragdo microssomal de pepino e tomate sadios e infectados com VMAA
obtidas no procedimento 3.1.3. e as proteinas de 39.000 Da de pepino e tomate obtidas no
procedimento 3.1.8. foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e a seguir
transferidas para membrana de PVDF, segundo metodologia descrita por SWERDLOW et al.

(1986). L

Antes da transferéncia a membrana foi imersa por 2 min em metanol e a seguir
hidratada, por 1 h, a temperatura ambi'ente, sob agitagdo, em tampé&o Tris- HCI 50 mM, pH 8,0,
contendo NaCl 0,15 M. A seguir a membrana e o gel foram .incubados em tampao de
transferéncia Tris-HCI 25 mM, pH 8,8 contendo glicina 0,19 M e metanol a 20% (v/v), durante 15
min, 3 temperatura ambiente, sob agitacdo. A transferéncia foi feita por 1 h, a 80 V a 40C. Ap6s
a transferéncia o gel foi corado por azul de Coomassie, como controle. Em seguida a membrana
foi autoclavada a 1200C, por 30 min, entre duas folhas de papel de filtro, em &gua desionizada.
Entao, foi seca e processada de acordo com a metodologia de FERREIRA & SHAW (1989). A
seguir, a membrana foi tratada com tamp&o fosfato-salina 0,1 M, pH 7,4 (PBS), contendo BSA a
3% (p/v) e leite em p6 a 2% (p/v), durante 1 h, & temperatura ambiente, sob agitagao. A seguir foi
lavada por 10 min com PBS contendo Tween 20 a 1% (p/v) (PBST). Foi, entéo, incubada com
antissoro anti-VMAA, dilufdo 1:2.000, em solugio incubadora de PBS contendo Tween 20 a
0,05% (p/v) e BSA a 3% (p/v), durante 1 h. A seguir, a membrana foi lavada com PBST, por duas
vezes durante 5 min, depois com solugdo salina contendo NaCl 1M, NagHPO4 0,01 M e Tween
20 a 0,5% (p/v) e, entdo, com solugao incubadora durante 15 min. Decorrido o tempo a
membrana foi incubada com antissoro anti-IGG de coelho conjugado com fosfatase alcalina
(Sigma), durante 1 h, sob agitagio. A seguir a membrana foi lavada com PBST, por duas vezes,

durante 5 min, depois com solugdo salina, por 10 min e com PBST por trés vezes, durante 5 min
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e, entdo, com PBS por 1 min. A seguir a membrana foi incubada em tamp&o Veronal-acetato
0,15 M, pH 9,6 e revelada como descrito por BLAKE - et al., (1 983).
A membrana foi revelada por 12 h, no escuro, a 370C, em solugio contendo BCIP a 0,05

mg/ml em dimetilformamida, NBT a 0,1 mg/ml em tampé&o veronal e MgCl2 4 mM.



3.1.10.Extracéao de peroxidases

3.1.10.1.Extracdo de peroxidases soluveis e obtencdo da fracdo para extracdo de

peroxidases da parede celular.

Peroxidases soldveis e da parede celular foram obtidas de -acordo com a metodologia

descrita por JACKSON & RICARDO (1992). Folhas recém-coletadas foram trituradas em
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almofariz com areia, em 2 ml/g (peso fresco) de tampado de extragdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,2

contendo inibidores de proteases (aprotenina 0,5 mM, leupeptina 0,5 mM e antipaina 0,5 mM). O
homogeneizado foi filtrado em rede de nylon (poro 200 um) e centrifugado a 4.500xg, por 10 min,
a 40 C. O precipitado (P1) foi utilizado para extragio de peroxidases da parede celular e o
sobrenadante (S1) foi centrifugado a 20.000xg, por 20 min, a 40 C. A seguir o precipitado (P2) foi
descartado e o sobrenadante (S2), contendo as peroxidases sollveis, foi concentrado até 2,5 mi
por ultrafiltragdo e, entdo, passado por coluna de Sephadex G-25 PD-10 (Pharmacia),
equilibrada com CaCl2 2 M e eluido com a mesma solugfo. A fragdo coletada foi concentrada
por ultrafiltragdo e dessalinizada corﬁ tamp&do B-alanina-4cido acético 3,5 mM, pH 4,5. A

dessalinizagao foi feita em Por ultrafitracio ou por didlise.’

A atividade de guaiacol-peroxidases foi medida por monitoramento a 250C, em &cido
succinico 0,1 M, pH 5,0 contendo guaiacol 1 mM e H202 1 mM. Uma unidade de atividade de
peroxidase foi deﬁnida'como sendo equivalente a mudanga de 0,1 unidades de absorbancia a
450 nm por minuto (JACKSON & RICARDO, 1992) e logo apés foram analisadas em gel de

poliacrilamida, em sistema nativo (Esquema 10).
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Esquema 10.Extracéo de peroxidases soluvels de folhas sadias e infectadas de pepino e

tomate.
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3.1.10.2.Extracéo de peroxidases da parede celular.

A fracao contendo as paredes celulares, obtida como descrito no método 3.1.9.1., foi
utiizada para extragdo de peroxidases. A fragio foi ressuspensa em tampao de extragio
contendo Triton X-100 a 1% (v/v) e centrifugada a 4.500xg, por 10 min, a 40 C. O sobrenadante
(S1) foi desprezado e o precipitado (P1) foi lavado trés vezes com tampao Tris-HCI 50 mM, pH
7,2 e centrifugado a 4.500xg, por 10 min, a 40 C. O sobrenadante (S2) foi descartado e o
precipitado (P2) foi ressuspenso em KCI 1 M (1ml/g de tecido inicial) e mantido por 40 min, a 40
C. A seguir a mostra foi centrifugada a 4.500xg, por 10 min, a 40 C. O precipitado (P3) foi
descartado e o sobrenadante (S3) contendo as peroxidases da parede celular foi processado

como descrito em 3.1.9.1,, para as peroxidases sollveis (Esquema 11).
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Esquema 11.Extracéo de peroxidases da parede celular.
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3.1.11.Técnicas eletroforéticas
3.1.11.1.Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

As amostras de proteinas obtidas nos procedimentos 3.1.1., 3.1.2,,3.1.3,,3.1.5,, 3.1.6,,
3.1.7.1., 3.1.7.2. foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS em sistema
descontinuo-desnaturante, com sistema tampZo de LAEMMLI (1970). A eletroforese foi feita a
temperatura ambiente, com tamp&o do eletrodo Tris-glicina-SDS, em placa vertical de 18 x 16
cm (4h a 100 V) ou 7 x 8 cm (45 min a 50 V). Os géis foram preparados com espessurade 1,5 ¢
0,75 mm, respectivamente, utilizando g‘el de concentragdo com 4% e gel de resolugéo com 12%
de acrilamida. As proteinas aplicadas no gel (20 ou 40 ug) foram dosadas pelo método de Lowry
modificado (BENNETT, 1982). Os pesos moleculares das proteinas separadas no gel foram
estimadas por comparagido com padrdo de peso molecular corrido no mesmo gel, contendo:
BSA (66.000 Da), ovoalbumina (45.000 Da), pepsina (34.700 Da), tripsinogénio (24.000 Da), B-
lactoglobulina (18.400 Da) e lisozima (14.300 Da) ou contendo BSA (66.000 Da), ovoalbumina
(45.000. Da), glicose-3-fosfato desidrogenase (36.000 Da), anidrase carbbnica (29.000 Da),

tripsinogénio (24.000), inibidor da tripsina (20.100 Da) e alfa lactoglobulina (14.200 Da).

Decorridas as eletroforeses os géis foram corados por 30 min em solugdo de azul de
Coomassie R-250 a 0,1% (p/v), dissolvido em &acido acético : metanol : 4gua (1 : 5 : 4 viviv) e
descorados por solugdo contendo 4cido acético : metanol : 4gua (2 : 1 : 17 viv/v). Em alguns

casos os géis foram corados por nitrato de prata segundo descrito por BLUMM et al. (1987).



3.1.11.2.Eletroforese bidimensional.

Para eletroforese bidimensional foram utilizadas protefnas da fragdo microssomal de
pepino com VMAA e de tomate com VMP isoladas do gel unidimensional como descrito no
método 3.1.8. A primeira dimensdo NEPHGE ("nonequilibrium pH gradient electrophoresis”) foi
efetuada em tubos de vidro (150 x 3 mm), seguhdo descrito por O'FARRELL et al. (1977). Os
tubos selados com "parafilm" foram preenchidos com gel constituido por acrilamida 6,5% (v/v),
uréia 1g/ml, Nonidet P-40 (NP-40) a 3,45% (v/v), mistura de anfélitos a 8,6% (v/v) e persulfato de

aménio a 0,01 (p/v). Antes de ser colocada nos tubos, a solugao foi desgaseificada e a seguir

adicionado TEMED a 0,12% (v/v). A mistura de gel foi introduzida nos tubos com auxilio de uma
seringa com agulha longa. O gel foi coberto com 20 ul de solugdo de uréia 8 M e deixado
polimerizar durante 12 h. Decorrido o tempo a solugéo de uréia 8 M foi retirada e 100ug de
proteina de cada amostra foi aplicada por tubo. A amostra de proteina em tampé&o Tris-MES 10
mM, pH 7,2, contendo EDTA 1 mM foi dissolvida em tamp&o amostra uréia contendo uréia 9 M,
NP-40 a 8% (v/v), anf6litos a 4% (v/v) e 2-mercaptoetanol a 4% (v/v). A amostra foi recoberta
com 20 ul de solugdo contendo uréié 9 M e mistura de anfélitos a 1% (v/v) Em seguida foi
acrescentado 20 ul de tampao do &nodo, previamente desaerado. Os tubos foram colocados na

cuba de eletroforese e o "parafilm” dos tubos foi perfurado.

A eletroforese foi efetuada a 400 V por um periodo de 4:30 h, em diregao ao catodo. O
tampao catédico foi constituido por NaOH 0,02 N e o anddico por H3PO4 0,01 M. Decorrida a
eletroforese da primeira dimensdo, o gel foi cuidadosamente removido dos tubos e equilibrado
durante 30 min em tamp&o amostra-SDS, constituido por Tris-HCI 65 mM, pH 6,8, contendo
glicerol a 10% (v/v), 2-mercaptoetanol a 5% (v/v), SDS a 2,3% (p/v) e azul de bromofenol a

0,006% (p/v).
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A segunda dimens3o foi realizada segundo descrito por O'FARRELL (1975), em sistema
descontinuo-desnaturante, em placa vertical de 18 x 16 cm, utilizando sistema tamp&o de
LAEMMLI (1970), . Os géis de concentragdo e de resolucao foram preparados com 4 e 12% de
acrilamida, respectivamente. O gel da primeira dimens&o, depois de equilibraao, foi colocado
sobre o gel da segunda dimens&o e selado com agarose 1% (p/v) em tampao amostra-SDS. A

eletroforese decorreu a 70 V por 14 h. A seguir os géis foram corados por Coomassie ou por

prata.

3.1.11.3.Eletroforese em gel de poliacrilamida

As peroxidases extraidas de pepino e tomate obtidas nos procedimentos 3.1.9.1 e
3.1.9.2. foram submetidas a eletroforese catédica, ndo desnaturante, em gel de poliacrilamida,
segundo descrito por JACKSON & RICARDO (1992). No gel de eletroforese foram aplicadas 10
unidades de peroxidases soliveis e 20 unidades de peroxidases de parede celular. A
eletroforese foi efetuada em placa vertical de 18 x 16 cm em gel de 1,5 mm de espessura,
contendo 7,5% de acrilamida, preparada em tampdo de eletroforese B-alanina 35 mM - 4cido

acético 14 mM, pH 4,5 e polimerizado com persulfato de aménio 17,5 mM e TEMED 2,7 mM.

As amostras de peroxidase foram aplicadas no gel em tamp&o de eletroforese diluido 10
vezes, contendo glicerol a 10% (v/v) e fucsina bdsica, como marcador de migragao.
imediatamente antes ‘da aplicagdo das amostras no gel foi adicionado Citocromo ¢ ("horse
heart”, Sigma). Decorrida a eletroforese o gel foi corado para isoperoxidases por imersdo em
tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 5,0, contendo guaiacol 1 mM e H202 1 mM, durante 2ha

temperatura ambiente.
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3.2.Estudos de ressonéancia magnética nuclear

3.2.1.Anélise "in vivo" de compostos de 31P e 13C.

Folhas de pepino e tomate com 1,5 cm de comprimento foram utilizadas para estudos "in
vivo" de RMN de compostos de f6sforo e carbono. As folhas recém-coletadas foram cortadas em
discos de 0,7 cm de didmetro e infiltradas com 4gua, sob vacuo, durante 30 s. A seguir os discos
foram colocados em tubo de RMN de 10 mm de didmetro interno e mantidos em condigdes
aerébias por intermédio de um sistema de circulagdo de liquido, mantendo um fluxo de 6,0
ml/min. Os espectros foram obtidos em espectrémetro Brucker CXP 300, a 250 C, na frequéncia
de 121,49 MHz para fésforo e na frequéncia de 75,46 MHz para carbono, com desacoplamento
de prétons. As acumulagbes foram feitas durante 30 min, com tempo de irradiagio de 6 us e
intervalo entre os pulsos de 0,6 s. Os desvios quimicos foram obtidos em relagéo a referéncia

externa de acido metileno difosfénico 0,5 M para fésforo e de metanol para carbono.

3.2.2.Andlise de compostos de 31P em extratos.

Folhas de pepino e tomate foram utilizadas para preparo de extratos, de acordo com
metodologia descrita por RICARDO & SANTOS (1990). Foram utilizadas 2,5 g de folhas, as
quais foram congeladas com N2 liquido e desintegradas, em almofariz, com 4cido perclérico a
70% (v/v). A mistura foi mantida em banho de gelo, durante 10 min. A seguir foi centrifugada a
10.000xg, durante 10 min, a 40 C. O precipitado (P1) foi descartado e o sobrenadante (S1) foi
neutralizado com KOH 5 M até pH 7,8, em banho de gelo. A seguir foi centrifugado a 10.000xg,
por 10 min, a 40 C. O precipitado (P2) foi descartado e o sobrenadante (S2) foi liofilizado. Para o
preparo de extratos também foram utilizados 2,5 g de cotilédones e 10, 5 e 2,5 g de folhas aos 5,

10 e 15 dias ap6s a inoculagdo com VMAA e VMP.
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Para anélise por RMN, o extrato liofilizado foi dissolvido em 3 ml de 4gua destilada,
contendo EDTA 10 mM (concentragdo final). O pH foi elevado para 8,0 com pequenas
quantidades de NaOH e a seguir centrifugado a 10.000xg, por 10 min, a 40 C. O precipitado (P3)
foi descartado e o sobrenadante (S3) foi transferido par tubo de RMN de 10 mm e adicionado
250 ul de 4gua deuterada. Os espectros de 31P foram obtidos em espectrémetro Brucker CXP
300, na frequéncia de 121,49 MHz, a temperatura de 250 C, com pulso de irradiagdo de 5 us e
intervalo entre os pulsos de 1,5 s, num total de 5000 acumulagdes. Os desvios quimicos foram

obtidos utilizando como referéncia externa o 4cido metileno difosfénico 0,5 M (Esquema 12).




Esquema 12.Preparo de extratos para analise de RMN de compostos de
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3.2.3.Analise de compostos de 13C em extratos.

Os extratos de compostos de carbono de pepino e tomate foram preparados segundo
descrito por LINES et al. (1989). Foram preparados extratos com 5 g de folhas, as quais foram
maceradas por trés vezes em etanol a 80% (v/v), a700 C e centrifugadas a 10.000xg, por 10

min, a 200 C. O precipitado (P{) foi descartado e o sobrenadante (S2) foi liofilizado.

Para determinagbes de RMN o extrato liofilizado foi dissolvido em 3 ml de agua destilada

sob agitagé@o por 30 min. A seguir foi adicionado EDTA na concentragao final de 1 mM. O pH foi

ajustado para 8,0 com pequenas quantidades de NaOH. O extrato dissolvido foi centrifugado a
10.000xg, por 10 min, a 200 C. O precipitado (P2) foi descartado e o sobrenadante (S2) foi
transferido para tubos de RMN de 10 mm e adicionado 250 ul de 4gua deuterada. Os

espectros de carbono foram obtidos em espectrémetro Brucker CXP 300, a 270 C, na frequéncia
de 75,46 MHz com desacoplamento de prétons. As acumulagdes (10.000) foram feitas utilizando
pulso de irradiagao de 10 us e intervalo entre os pulsos de 0,6 s. Os desvios quimicos foram

determinados em relagio ao metanol, como referéncia externa (Esquema 13).



Esquema 13.Preparo de extratos pavra analise de compostos de 13¢,
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Anélise de proteinas

Alteragbes especificas no padrio proteico de folhas de vérias plantas, infectadas por
diferentes patégenos, tém sido relatadas por diversos autores (VAN LOON, 1985; BOWLES,
1990). O sistema mais estudado é o de fumo infectado com TMV e outros patégenos que
provocam lesdes necréticas localizadas como resposta tipica do hospedeiro. Nesse ‘caso sdo
produzidas novas proteinas, caracteristicas da espécie de fumo (GIANINAZZI et al., 1969; VAN
LOON & VAN KAMMEN, 1970). Essas proteinas foram chamadas de proteinas relacionadas ao
processo de patogénese (proteinas PR) ou proteinas b (ANTONIW et al., 1980) e a quantidade
de proteina sintetizada tem sido correlacionada com a intensidade da resposta do hospedeiro
(GIANINAZZI et al., 1980). A fungdo das proteinas é ainda desconhecida (JOOSTEN et al., 1990;

KAUFFMAN et al., 1990).

Outro sistema bem estudado, ao nivel de proteinas sintetizadas em resposta a infecgéao,
é o de folhas e cotilédones de pepino, onde a proteina E é acumulada ap6s a infecgdo com
virus, bactérias e fungos (TAS & PETERS, 1977; ANDEBRHAN et al, 1980). A sintese dessa
proteina é uma resposta geral das plantas e comum a todas as variedades testadas por

GESSLER & KUC (1982).

Em tomate foi descrito o aparecimento da proteina P14, especifica do hospedeiro, como
a principal alteragao no padrao proteico de folhas infectadas com viréides, VMP e Cladosporium

fulvum (CAMACHO-HENRIQUEZ et al., 1982 a; b).



No presente trabalho foi detectado aparecimento de proteina com PM 39.000 Da na
fragdo de proteinas totais de folhas de pepino com VMAA e de tomate com VMP aos 5 dias

ap6s a inoculagéo. Essas protefnas ndo foram detectadas nos controles sadios (Fig. 1).

O padrao eletroforético de proteinas totais de cotilédones de pepino e tomate nao

evidenciou diferengas entre plantas sadias e infectadas (Fig. 2).
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Figura 1.Padréo eletroforético de protefnas totals de folhas de pepino (PE) e tomate (TO)
sadios (S) e Infectados com o0s virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA)

e do mosaico do pepino (VMP) mostrando o aparecimento da protefné de 39.000 Da.
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TO-VMAA
TO-VMP
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Figura 2.Padréo eletroforético de proteinas totals de cotilédones de pepino (PE) e tomate
(TO) sadios (s) e Infectados com os virus do mosalco amarelo da abobrinha-de-moita

(VMAA) e do mosaico do pepino (VMP) mostrando que n&o houve diferengas entre plantas

sadias e infectadas.
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Apds a detecgdo do aparecimento de protefnas nas folhas foram feitas extracbes de

proteinas soldveis e da fragdo microssomal e obtidos os perfis eletroforéticos (Fig. 3 a 5).

A fragao solivel ndo apresentou diferengas entre os padres proteicos de plantas
sadias e infectadas. Na fragdo microssomal foi detectado aparecimento de proteina com PM
39.000 Da em pepino com VMAA e em tomate com VMP. Essa proteina foi detectada 48 h

ap6és a inoculagdo e o padrao eletroforético manteve-se constante ao longd do tempo.
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Figura 3.Padréo eletroforético de proteinas soltiveis (PS) e da fragdo microssomal (FM) de
folhas de pepino (PE) sadio (S) e Infectado com os virus do mosaico amarelo da
abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP) mostrando o aparecimento da

proteina de 39.000 Da. Proteinas extraidas aos 5 (A) e 10 (B) dias apés a inoculagéo.
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Figura 4.Padrdo eletroforético de protefnas soluveis (PS) e da fragdo microssomal (FM) de
folhas de tomate (TO) sadio (S) e iInfectado com os virus do mosaico amarelo da
abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP) mostrando o aparecimento da

proteina de 39.000 Da. Proteinas extrafdas aos 5 (A) e 10 (B) dias apés a inoculaggo.
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Figura 5.Padrio eletroforético de protefnas da fracdo microssomal de folhas de pepino
(PE) e tomate (TO) sadios (S) e infectados com os virus do mosaico amarelo da
abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP) mostrando o aparecimento da

proteina de 39.000 Da. Protefnas extraidas 48 h (A), 15 (B) e 20 (C) dias ap6s a Inoculacao.
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Nas plantas de pepino e tomate infectadas por TMV o perfil proteico da fragao
microssomal ndo apresentou diferengas entre plantas infectadas e sadias. Na fragdo solivel foi
verificado aparecimento de proteinas com PM 31.500, 42.500 e 50.500 Da em pepino e com PM

43.500 e 10.300 Da emtomate (Fig.6e 7).

Esses resultados indicam que o aparecimento da proteina de PM 39.000 Da em pepino
com VMAA e em tomate com VMP estd relacionado ao processo de patogénese. O
aparecimento dessa proteina ndo parece ser uma resposta geral ao processo infeccioso, uma

vez que 0 mesmo nao foi observado em plantas com TMV.
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Figura 6.Padréo eletroforético de proteinas solivels (PS) e da fracdo microssomal (FM) de
folhas de pepino sadio (S) e infectado com os virus do mosaico do fumo (TMV) e do

mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) mostrando que a proteina de 39.000 Da

ndo aparece nas plantas com TMV.
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Figura 7.Padréo eletroforético de proteinas soluvels (PS) e da fragdo microssomal (FM) de
folhas de tomate (TO) sadio (S) e infectado com os virus do mosaico do fumo (TMV) e do

mosaico do pepino (VMP) mostrando que a proteina de 39.000 Da néo aparece nas plantas

com TMV.
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De acordo com a metodologia utilizada foi estabelecido que a proteina de 39.000 Da,
que aparece nas plantas infectadas, é proveniente da fragéo microssomal. Assim, foram feitos
alguns testes para uma caracterizaggo preliminar das proteinas acumuladas em pepino com

VMAA e em tomate com VMP.

E conhecido que as células vegetais contém muitas proteinas glicosiladas presentes na
membrana celular (GRIMES & BREIDENBACH, 1987), parede celular (CASSAB & VARNER,
1989; VARNER & LIN, 1989; BOWLES, 1990) e em vérias organelas como o vacudolo (BOWLES,

1990). A expressio génica de glicoproteinas da parede celular é regulada pelo desenvolvimento

e responde a estimulos exégenos como injiria, infecgdo por patégeno e tratamentos com
fitorménios (CHEN & VARNER, 1985; SHOWALTER et al,, 1985; CORBIN et al., 1987; ECKER
& DAVIS, 1987; HONG et al., 1990). Assim verificou-se a possibilidade da proteina acumulada

em pepino e tomate ser uma glicoproteina.

O método utilizado para deteccdo de glicoproteinas baseia-se na localizagao destas em
membrana de nitrocelulose, deppis de terem sido transferidas do gel de eletroforese. A detecgao
da cadeia de oligossacarideos ligada a proteinas, apés eletroforese, é normalmente feita com-o
uso de lectinas, sendo a Concanavalina-A (Con-A) a mais comumente usada. Através do
procedimento usado, apds a incubagéé sequencial da membrana com Con-A e peroxidase, as
glicoproteinas s#o visualizadas como um produto de reagdo insoltvel da peroxidase. Segundo
FAYE & CHRISPEELS (1985) esse método mostra alta sensibilidade (detecta 1,2 ug de
proteina) e especificidade para glicoproteinas de plantas. Os resultados obtidos, com a
metodologia utilizada, mostraram que na fragdo microssomal de pepino e tomate sadios e
infectados com VMAA e VMP apenas as proteinas com PM acima de 45.000 Da apresentam
reagdo para glicoproteinas. Sendo assim é provével que a proteina de PM 39.000 Da que

aparece nas plantas infectadas n&o seja glicosilada (Fig. 8).
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Figura 8.Glicoproteinas da fragdo microssomal de folhas de pepino (PE) e tomate (TO)
sadios (S) e infectados com os virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA)

e do mosaico do pepino (VMP).
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Outra hipétese testada foi da proteina acumulada estar presente no fluido intercelular,
uma vez que o apoplasto representa o local comum de ataque da planta por véarios patégenos
(PARENT & ASSELIN, 1984; HOLDEN & ROHRINGER, 1985; ROGGERO & PENNAZIO, 1989;
BOWLES, 1990). As substancias do espaco intercelular das folhas tém sido alvo de estudo em
vérios campos da biologia vegetal, especialmente para pesquisar a atividade de sintese da
parede celular e as interagbes compativeis e incompativeis entre patégenos foliares e o
hospedeiro (ROHRINGER et al., 1983). As substancias dissolvidas na agua livre nssses espagos
ou aquelas ligadas fracamente & parede celular podem ser obtidas em preparazdes do fluido
intercelular, sem a contaminagdo de substancias de outros compartimentos foliares. Os
resultados obtidos mostram que a proteina acumulada em pepino com VMAA e em tomate com

VMP nao esta no fluido intercelular (Fig. 9).
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Figura 9.Padréo eletroforético de protefnas do fluido Intercelular de folhas de pepino (PE)
sadio (S) e infectado com o virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e

tomate (TO) sadio (S) e infectado com o virus do mosaico do pepino (VMP) mostrando

que a proteina de 39.000 Da néo esta presente no fluido Intercelular.
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A seguir foram analisadas as proteinas da parede celular (Fig. 10). Através do padré&o
proteico obtido nao foram verificadas diferencas - entre plantas sadias e infectadas. Nao foi
observado aparecimento da proteina de PM 39.000 Da. Assim pode-se inferir que a proteina
acumulada em pepino com VMAA e em tomate com VMP néo participa da formagao, bem como
nao representa um produto de exportagdo da parede celular. ModificagGes proteicas na parede
celular poderiam ter sido obtidas, pois alteragdes desta sdo os primeiros fenémenos que devem
ocorrer na interagdo planta-patégeno e foi demonstrado que essas alteragbes ocorrem apés
indugdo de lesées locais (PARENT & ASSELIN, 1984) e estao relacionadas com a resposta de

aquisicio de resisténcia (HAMMERSCHMIDT et al, 1985), além de seu provavel papel na

detengio de patégenos e na intera¢ao célula-célula (PEARCE & RIDE, 1980).
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Figura 10.Padréo eletroforético de protefnas da parede celular de folhas de pepino (PE) e
tomate (TO) sadios (S) e infectados com os virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-

moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP) mostrando que a proteina de 39.000 Da ndo

esta nessa fracéo.
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Através do fracionamento das proteinas da fragdo microssomal por KCI 1 M (Fig. 11) e
por Triton X-114 (Fig. 12) foi verificado que a proteina de 39.000 Da, que aparece em pepino
com VMAA e tomate com VMP é uma proteina externa das membranas microssomais, sendo

provavelmente hidrofilica.

65



66

Figura 11.Padréo eletroforético de proteinas extraidas por KCI 1 M da fragdo microssomal

de pepino (PE) e tomate (TO) sadios (S) e infectados com os virus do mosaico amarelo da

abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP).'
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Figura 12.Padréo eletroforético de proteinas externas, obtidas por Triton X-114, da fracdo
microssomal de folhas de pepino (PE) e tomate (TO) sadios (S) e infectados com os virus

do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP).
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Verificou-se a possibilidade da proteina de PM 39.000 Da , que aparece na fragéo

microssomal de pepino e tomate, ser uma peroxidase.

As peroxidases sdo enzimas que utilizam HoO2 e estdo envolvidas em processos
fisiolégicos de oxidaggo. Tém sido muito estudadas em plantas superiores e sua atividade e
padrao de isoenzimas estao corrélacionados com varios processos de crescimento,
desenvolvimento e defesa. Em relagdo aos mecanismos de defesa as peroxidases participam da
depuragio de H202, sintese de suberina e lignina e formagao de ligagbes intermoleculares. E
provavel que as peroxidases estejam também envolvidas em outros processos como a
inativagdo de enzimas do hospedeiro e do patégeno , por oxidagdo de fen6is (VAN HUYSTEE,

1987; BOWLES, 1990).

As informagcbes disponiveis sobre alteragdes da expressao dos genes da peroxidase sao
indiretas e envolvem alteragdes no padrdo de isoenzimas. A abundancia. de isoenzimas
especificas varia em infecgdes sistémicas e locais e nao est4 limitada ao local da infecgdo, mas
pode ocorrer a distancia, como no caso de batata com raizes infectadas por nematbides dos
cistos. Nessas plantas muitas proteinas PR aparecem nas folhas e algumas foram identificadas

como tendo atividade peroxidasica (PARENT et al., 1985).

No presente trabalho foram analisads, por eletroforese nativa, as peroxidases, de pepino
e tomate, soldveis e da parede celular que utilizam guaiacol como substrato. O padréo
eletroforético ndo mostrou isoenzimas diferentes (Fig. 13 e 14). Esses resultados mostram que
provavelmente a proteina de 39.000 Da nao é guaiacol peroxidase, pois se assim fosse, tanto
pepino com VMAA como tomate com VMP deveriam apresentar uma ou mais isoenzimas

diferentes dos controles
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Foi observado, pela intensidade das bandas, que muito embora ndo tenham ocorrido
isoenzimas diferentes , houve aumento de atividade de isoenzimas especificas tanto na fragao

solivel como da parede celular em pepino e tomate infectados.

Aumento da atividade peroxidasica tem sido detectado em vérias plantas infectadas com
virus, fungos e sob acdo de horménios vegetais (MATILE, 1980; ROHRINGER et al., 1983;
HAMMERSCHMIDT et al,1985; YAMAUCHE & MINAMIDE, 1985; LAGRIMINI & ROTHSTEIN,
1987; SMITH & HAMMERSCHMIDT, 1988). Nos processos patogénicos as peroxidases

certamente sdo importantes para o reforco da parede celular apés a penetragdo do patégeno,

podendo atuar na contengdo deste (LAGRIMINI & ROTHSTEIN, 1987). HAMMERSCHMIDT et
al. (1985) apresentaram evidéncias da lignificagdo das células epidérmicas e aumento da
atividade de peroxidases como resposta comum em cucurbiticeas infectadas por fungos.
PARENT et al (1985) também demonstraram o envolvimento das peroxidases no

restabelecimento de lesdes e na resisténcia do fumo a viroses.

No presente trabalho fica também evidenciado que as peroxidases estdo sendo
afetadas pelo processo patogénico. Assim é possivel que o aumento da atividade peroxidasica
da parede celular esteja envolvido com a penetragdo do patégeno e o aumento da atividade da
fragdo solivel pode estar envolvido no catabolismo de vérias substancias. Segundo alguns
pesquisadores (MATILE, 1980; YAMAUCH & MINAMIDE, 1985; ABELES et al, 1988) ocorre
aumento da atividade das peroxidases nos processos de senescéncia e estas enzimas estao
envolvidas nos processos de degradagdo da clorofila. E possivel que as peroxidases participem
do processo de clorose induzido nas plantas pelos virus estudados. E também possivel que
essas enzimas participem da remogdo de substancias indesejaveis ou como oxidases gerais,

catabolizando clorofilas e outros componentes celulares de modo ndo especifico.
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Figura 13.Padrdo eletroforético de peroxidases soliveis (SO) e da parede celular (PC) de

folhas de pepino sadio (S) e 15 dias ap6s a inoculagio com os virus do mosaico amarelo

da abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP).
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14.Padrao eletroforético de peroxidases soluvels (SO) e da parede celular (PC) de folhas

de tomate sadio (S) e 15 dias ap6és a inoculacdo com os virus do mosalcq amarelo da

abobrinha-de-moita (VMAA) do mosaico do pepino (VMP).
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Com base nos resultados obtidos no presente trabalho fica excluida a possibilidade da
protefna com PM 39.000 Da ser originada pela injdria da planta, pois esta proteina nao foi

detectada em plantas sadias, em plantas com TMV, em pepino com VMP e tomate com VMAA.

A hip6tese de ser uma proteina viral também fica excluida, pois ocorre em pepino com
VMAA e tomate com VMP, sendo portanto, induzidas por dois virus diferentes. Esses virus além
de pertencerem a grupos distintos, apresentam forma e genoma. diferentes e n&o sdo
serologicamente relacionados. Além desses fatos, o anticorpo contra o VMAA nao reagiu com a

proteina de 39.000 Da que aparece em pepino e tomate, mas apresentou reagdo com o extrato

de plantas infectadas por este virus (Fig. 15). Nos testes realizados nesse trabalho, as proteinas
induzidas em pepino com VMAA e em tomate com VMP apresentaram sempre as mesmas
caracteristicas e mais conclusivamente na eletroforese bidimensional (Fig. 16). Nesse caso foi
demonstrado que ambas proteinas apresentam a mesma carga elétrica e 0 mesmo numero de
isoformas, aparecendo como uma mancha Unica, quando corridas no mesmo gel. Esses
resultados indicam que as proteinas de pepino e tomate apresentam as mesmas caracteristicas,

muito embora pequenas variagdes possam ocorrer.
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Figura 15."Immunoblotting” das proteinas de 39.000 Da (39) e da fracdo microssomal de
pepino (PE) e tomate (TO) infectados com o virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-

moita (VMAA) tratadas com anticorpo anti-VMAA.
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Figura 16.Padrdo eletroforético bidimensional da proteina de PM 39.000 Da da fracdo
microssomal de pepino com virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (PE-VMAA)

e tomate com virus do mosaico do pepino (TO-VMP). A seta horizontal indica a primeira

dimenséo e a seta vertical indica a segunda dimensé&o.
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Assim é provével que a proteina de PM 39.000 Da seja codificada pelo hospedeiro.
Pode ser postulado que seu aparecimento em pepino com VMAA e em tomate com VMP seja
uma reagdo geral da planta, baseada na ativagao patogénica nao-especifica do gene que
codifica esta proteina. Esse gene poderia estar sob controle estrito no tecido sadio. Resultados
similares foram obtidos em vérios trabalhos com o salicilato, um composto fenélico conhecido
por induzir resiténcia em plantas contra infecgao por virus. As bases moleculares do fenémeno
ndo sio conhecidas. Em algumas plantas o salicilato induz o aparecimento de proteinas PR,

como aquelas geralmente obtidas por infecgGes virticas que causam necrose (HOOF VAN
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HUIJSDUIJNEN et al., 1986; PENNAZIO et al., 1987; VERA & CONEJERO, 1989), enquanto que
em outras plantas as proteinas PR ndo sao induzidas pelo salicilato (PENNAZIO & REDOLFI,

1980; CHRIST & MOSINGER, 1989; FISCHER et al.,, 1989; ROGGERO & PENNAZIO, 1990).

A proteina de PM 39.000 Da pode ser um componente estrutural da célula hospedeira,
na qual os sintomas da doenga sd0 expressos como aparecimento de proteina. Os processos
infecciosos e de senescéncia sdo acompanhados por disttrbios da permeabilidade da parede
celular e alteragbes de organelas celulares (WAHN et al., 1980 a). Este fenémeno geral e o fato
da proteina acumulada em pepino com VMAA e em tomate com VMP ser uma proteina da
fragcdo microssomal, indica que ela pode estar sendo liberada pelo microssoma, em fukngéo da
alteragio causada pelo processo infeccioso nessas organelas. As alteragbes pronunciadas da
membrana de organelas e celular, detectadas péla andlise citopatol6gica de vérios tecidos
infectados (WAHN et al., 1980 a; b; ROSEMBERG DE GOMEZ et al., .1982), dariam suporte a

esta hipétese.

Finalmente & ainda possivel que a proteina de PM 39.000 Da seja sintetizada "de novo”
durante o desenvolvimento da doenga, como uma resposta ativa da planta hospedeira a

infecgao, segundo proposto por GIANINAZZ & MARTIN (1975) e VAN LOON (1981).
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Trabalhos posteriores como purificagdo, obtengio de anticorpos contra a proteina e
sequenciamento serao necessérios para estabelecer o local e o provavel mecanismo pelo qual

essas proteinas sao acumuladas em pepino com VMAA e em tomate com VMP.




4.2.Ressonéncia magnética nuclear

Na literatura sdo encontradas referéncias sobre os valores dos desvios quimicos em
espectros de RMN 31P, caracteristicos de compostos contendo f6sforo (Fig. 17). Os valores dos
desvios quimicos podem variar de acordo com as condigbes experimentais estabelecidas,

porém, ndo ocoirre variacdo em fungdo do campo magnético aplicado.

A andlise "in vivo" de folhas de pepino com 1,5 cm de comprimento permitiu detectar a

presenca de glicose-6-fosfato, actcares fosfato, fosfato vacuolar e fostato citoplasmético. Nas
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plantas infectadas com virus ocorreu aparecimento de fosfato no vactolo e no crioplasma. Houve
diminuigdo do contetido de agticares-fosfato, sobretudo nas plantas com VMP (Fig. 18). Né&o foi
observado variagdo do pH intracelular, uma vez que os picos de fosfato citoplasmatico e
vacuolar apresentaram a mesma frequéncia de ressonancia tanto nas plantas de pepino sadio
como infectados com VMAA e VMP. Tendo em vista que os compartimentos celulares
permanecem intactos durante a andlise "in vivo", a distingao entre fosfato citoplasmatico e
vacuolar é possivel devido a diferenga de pH que ocorre naturalmente entre esses dois

compartimentos celulares.’

Os espectros de extratos de folhas de pepino preparados 5 dias apés a inoculagao dos
virus apresentaram alguns picos. Das mesma forma que a anélise "in vivo", a andlise de extratos
revelou que ocorre aparecimento de fosfato e diminuigdo de aglcares-fosfato nas plantas
infectadas (Fig. 19). A identifiéagéo dos picos foi feita com a utilizagdo de compostos-padréo, os

quais foram adicionados as amostras analisadas por RMN.



Figura 17.Alguns compostos presentes em espectros de RMN-31p.
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COMPOSTOS DESVIO QUIMICO (ppm)
comp. contendo P -5a20
comp. contendo &cido fosfonico -10a-30
agtcares fosfato 3a4
fosfodiéster ‘ -06a -q,4
4cido nucleico, fosfolipideos -0,5a0,5
pirofosfato 4,8
polifosfato 23




Figura 18.Espectro de RMN-31P "in vivo" de folhas de pepino (PE) sadio (S) e Infectado
com os virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino

(VMP). 1.glicose-6-fosfato; 2.aclicares fosfato; 3.fosfato citoplasmatico; 4.fosfato vacuolar.
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Figura 19.Espectro de RMN-31p de extratos de folhas de pepino (PE) sadio (S) e 5 dias
ap6s a inoculagdo com os virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e do

mosaico do pepino (VMP). 1.glicose-6-fosfato; 2.agticares fosfato; 3.fosfato inorgénico.

g+

PS-VMAA

1
5 [} -5 -1
PPM



81

Foram obtidos espectros bem resolvidos apenas para extratos preparados com folhas e
cotilédones de pepino aos 5 dias ap6s a inoculagio dos virus. O espectro de extratos de folhas
com 10 dias apés a inoculagso (Fig. 20) apresentou picos sobrepostos e alargados tendo sido
determinados  fosfomonoésteres, ndo observados nos extratos com 5 dias. Os espectros de
extratos de folhas aos 15 dias ap6s a inoculagio apresentaram uma resolugdo muito ruim, tendo

sido identificados apenas dois picos muito alargados a 3,67 ppm e -0,67 ppm (Fig. 20).
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Figura 20.Espectro de RMN-31p de extratos de folhas de pepino aos 5 (A), 10 (B) e 15 (C)

dias apés a inoculagso com o virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA).
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Nao foi possivel fazer um estudo de RMN-31P a0 longo do tempo, pois foram obtidos
espectros bem resolvidos apenas com extratos de cotilédones e folhas de pepino e folhas de
tomate aos 5 dias apés a inoculagdo de VMAA e VMP. Também nao foi possivel obter espectros
"in vivo" de folhas de tomate e de cotilédones de pepino e tomate. Nesses casos o espectro
obtido continha um Unico sinal extremamente alargado. Esses resultados podem estar
relacionados ao aparecimento de fons, os quais se comportam como espécies paramagnéticas,

provocando alargamento dos picos.

Os efeitos de sobreposigdo e alargamento dos picos também foram observados quando

o extrato foi preparado com quantidades maiores que 2,5 g de folha ou cotilédone (Fig. 21 e 22).
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Figura 21.Espectros de RMN-31P de extratos preparados com 5g de cotilédones de

pepino (PE) sadio (S) e aos 5 dias ap6s a inoculagéo com os virus do mosaico amarelo da

abobrinha-de-moita (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP).
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Figura 22.Espectros de RMN-3'P de extratos preparados com 10g de cotilédones de
pepino (PE) sadlo (S) e aos 5 dias ap6s a Inoculagdo com os virus do mosaico amarelo da

abobrinha-de-molta (VMAA) e do mosaico do pepino (VMP).
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As preparagées com 2,5 g de folhas ou cotilédones de pepino resultaram em espectros
bem resolvidos como mostrado na Fig. 19. Os espectros de extratos preparados com 5 g de
cotilédones de pepino mostraram trés.regides predominantes com frequéncias de ressonancia
de 4,40 ppm, 3,85 ppm e 3,51 ppm. Os espectros de extratos preparados com 10 g de
cotilédones de pepino apresentaram-se muito alargados, sendo identificado um tnico pico com

frequéncia de ressonancia de 3,88 ppm.

Esses resultados podem estar relacionados com a quantidade de espécies
paramagnéticas na amostra. Assim, tanto a idade da planta como a quantidade detecido
utilizado para o preparo do extrato s&o importantes para a obtencdo de espectros bem

resolvidos.

O espectro de cotilédones de pepino mostrou a presenga de glicose-6-fosfato, agticares
fosfato, fosfato inorgénico e fosfodiésteres (Fig. 23). Os resultados mostram que nos cotilédones
h& menor teor de aglcar e a relagdo entre fosfato e aglicares é maior do que nas folhas. Nos
cotilédones infectados também ocorre aparecimento de fosfato e diminuicdo dos agtcares-

fosfato.

Nas preparagbes com 50 mM de EDTA foram obtidos picos com melhor resolugao,

porém, houve diminui¢ao do teor de aglcares-fosfato e aumento de fosfato inorganico (Fig. 24).
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Figura 23.Espectro de RMN-31p de extratos de cotilédones de pepino (PE) sadio (S) e 5
dias ap6s a inoculac&o com os virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e
do mosaico do pepino (VMP). Os extratos contém 10 mM de EDTA. 1.glicose-6-fosfato;

2.acucares fdsfato, 3.fosfato inorgénico; 4.fosfodiésteres.




Figura 24.Espectro de RMN-31p de extratos de cotilédones de pepino (PE) sadio (S) e 5
dias ap6s a Inoculagio com os virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e
do mosalco do pepino (VMP). Os extratos contém 50 mM de EDTA. 1.glicose-6-fostfato;

2.agtcares fosfato; 3. fosfato inorganico; 4.fosfodiésteres.
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O efeito do EDTA, melhorando a resolugdo dos picos foi também observado por
RICARDO & SANTOS (1990), em preparagdes de cotilédones de leguminosas. E provavel que o
efeito quelante do EDTA atue na remogao de fons em solugdo, contribuindo para melhorar a

resolugido do espectro.

A andlise de extratos de folnas de tomate (Fig. 25) revelou as mesmas alteragbes
observadas em folhas de pepino infectado com virus. Assim, foi observado aparecimento de
fosfato e diminuicio de agticares-fosfato nas plantas infectadas. No espectro de extrato de folhas

de tomate foram identificados glicose-6-fosfato, aglicares fosfato, fosfato inorganico e
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Figura 25.Espectro de RMN-31p de extrato de folhas de tomate (TO) sadio (S) e 5 dias
ap6s a Inoculacdo dos virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e do

mosaico do pepino (VMP). 1.glicose-6-fosfato; 2.agucares fosfato; 3.fosfato Inorganico;

4 fosfodiésteres).
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A andlise de RMN-13C de extratos de folhas de pepino sadio e 5 dias ap6s a inoculagao
com virus revelou que as plantas infectadas apresentam maior nimero de sinais e aparecimento

de alguns compostos (Fig. 26).

Nas plantas de pepino infectadas foi observado aumento de glicolato e acimulo de
sacarose. Além disso, 0s picos com ressonancia de 92,53; 81,76; 74,30; 64,20; 44,59 e 42,42
ppm apresentaram aumento nas plantas infectadas e talvez possam ser considerados como
indicadores de infecgdo. Nao foi possivel a identificagdo desses picos . O aumento de glicolato

pode ter ocorrido por um aumento da atividade de oxigenase da enzima ribulose 1,5 bisfosfato
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O espectrode 13C de extratos de folhas de tomate apresentou diminui¢do da intensidade e
nimero de picos na regido de carboxilatos (184,00 a 144,00 ppm). A regido de compostos
aromaticos (148,00 a 144,00 ppm) apresentou sinais mais intensos e aparecimento de aglicares

(80,00 a 60,00 ppm) nas plantas com virus (Fig. 27).

O aumento de compostos aromaticos tem sido verificado em vérias plantas com fungos,
bactérias, e outros patégenos (KOSUGE, 1969). Nas interagbes compativeis e incompativeis
muitos compostos aromaticos, especialmente fendis, sdo acumulados no vacutolo na forma de
glicosideos. A glicosilagdo mantém a reatividade baixa dos fenéis (BARUAH & SWAIN, 1959),
confere maior solubilidade e consequente facilidade de translocagdo na planta (KENNEDY &
MITTLER, 1953; ROBERTS, 1960), além de evitar que esses compostos permanegam livres na
célula (PRIDHAN, 1965). Os compostos aromaticos podem ser liberados para o meio celular por
acado de enzinas oxidativas, tanto do patégeno quanto do hospedeiro, tornando as condigdes
desfavordveis para o desenvolvimento ou inibindo o crescimento do patégeno. Tais compostos
estdo diretamente envolvidos na protecdo do hospedeiro (MACLEAN et al., 1974). E possivel que
haja correlagado entre aumento de compostos aromaticos e aumento da atividade peroxidasica

nas plantas infectadas.
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Figura 27.Espectro de RMN-13C de extratos de folhas de tomate (TO) sadio (S) e aos 5
dias ap6s a inoculagdo com os virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (VMAA) e
do mosaico do pepino (VMP). 1.4cidos carboxilicos; 2.aromaéticos; 3.carbono anomérico;

4.acucares; 5.aminoacidos e acidos carboxilicos .

TO-VMP,

FRIIAN ™ S

TO-VMAA,




A diminuigdo da da glicose-6-fosfato pode ser atribuida a aceleragéo da glicélise, como
observada classicamente durante a transigio do estado aerébio para anaerébio (TURNER &
TURNER, 1980). A fosfofrutoquinase e piruvato quinase s&o as principais enzimas reguladoras
da glic6lise e sido fortemente inibidas por varios constituintes celulares, especiaimente ATP. O
controle dessas enzimas é dado pela raz&o ATP/ADP citossélico (TURNER & TURNER, 1980).
Além disso, a concentragdo de ATP citossolico regula a distribuigdo do Pj celular. Quando a
concentracdo de ATP citossélico é substancial, o fosfato inorgénico derivado do "pool” de
glicose-6-fosfato é preferencialmente sequestrado pelo vactiolo (REBEILLE et al., 1983). Quando

a concentragdo de ATP é baixa, isto €, durante a transigio das condigdes aerébias para

anaerébias, o fosfato inorgénico  derivado do "pool" de glicose-6-fosfato permanece no

compartimento citossélico (MARTIN et al., 1982).

Outra razio possivel para a diminuigdo dos niveis de glicose-6-fosfato seria a
estimulacdo da via das pentoses-fosfato. MAKOVCOVA et al. (1980) observaram aumento da
atividade das desidrogenases da glicose-6-fosfato e do 6—fosfogluconat¢; e aumento dos
intermedidrios da via das pentoses. Esses autores demonstraram que o aumento da atividade

enzimatica ocorre em fung&o da reprodugdo viral.

ROBY et al. (1987) observaram que ap6s longo periodo de privagéo de sadamse, as
células de sicomoro passaram a utilizar &cidos graxos para fins respiratérios. Eles demonstraram
que a diminuigdo da sacarose intracelular é acompanhada pela diminuicdo de vérios acidos
graxos esterificados e os peroxissomos apresentaram alta atividade enzimética. E possivel que o
aumento da atividade peroxidésica observado nas plantas infectadas, analisadas neste trabalho,
esteja relacionado ao metabolismo de lipideos. Considerando que a sacarose ndo estd sendo
catabolizada devidamente nas plantas doentes, o metabolismo de lipideos poderia fornecer acetil
CoA necessdria para movimentar o ciclo de Krebs e em ultima instancia a fosforilagao oxidativa.

Estudos posteriores para identificagdo- de intermedidrios do metabolismo de lipideos, das vias
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das pentoses-fosfato e determinagéo dos niveis de ATP e ADP celulares serdo necessarios para
determinar as interrelagdes metabdlicas e o mecanismo responsédvel pela alteragdo do

metabolismo de carboidratos observada nas plantas viréticas.
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4.CONCLUSOES
As condigbes experimentais definidas nesse trabalho permitiram'concluir que:

1.Nas folhas de pepino infectado com VMAA e tomate com VMP ocorre aparecimento de uma

proteina da frag@o microssomal, com PM 39.000 Da.

2.As proteinas de 39.000 Da induzidas em pepino e tomate nado apresentaram reagao para
glicoproteinas, ndo estdo presentes no fluido intercelular e na parade celular. Estas s&o
protefnas externas das membranas microssomais e nao séo induzidas por TMV. As proteinas

apresentam a mesma carga e nimero de isoformas.

4 Nas plantas doentes a atividade peroxidasica aumentou e ndo houve indugdo do

aparecimento de novas isoenzimas, mas apenas aumento de atividade de isoenzimas

especificas.

5.A virose levou a diminuigio de aglicares fosfato, aumento de fosfato inorganico e acimulo de

sacarose.

6.No pepino infectado ocorre acimulo de glicolato, por um provavel aumento de atividade de

oxigenase da Rubisco e no tomate ocorre actimulo de compostos aromaticos.
7.A infecgdo viral ndo modifica o pH intracelular.

8.Tanto a idade da planta como a quantidade de tecido e de EDTA utilizados no preparo de

extratos interferem na resolucio de espectros de RMN.
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