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1. HESUMO

As particulas do virus do mosaico angular do feijoeiro
(VMAF) s2io zlongadas, ligeiramente flexiveis, com comprimento normal de
650 nm e 13 rm de diametro. BEm celulas infectadas de feijoeiro Jalo e so—
ja, o VMAF ocorre como feixes de particulas paralelas ou, de maneira carac-
teristica, na forma de feixes de part:iculas onde estas apresentan-se presas
em uma extremidade do feixe e soltas na outra. Aqul, elas se curvam  tor-
nando-se falcadas. © VMAF apresenta sua capa envoltoria constituida de um
s6 tipo de proteina de peso molecular 32600 D e uma concentragac de acido
nucleico ao redor de 7%.

Bassado na simllaridade da morfologia, comprimento normal
da particula, presenca de feixes de particulas falcadas, peso molecular da
proteina da capa, conteudo de acido rnucleico, alem de dados  anteriormente
corhecidos de patologia e serologie, ¢ concluido-que o VMAF é idéntico a0
virus do mosqueado fraco do caupi (VMAC), descrito em cutras partes do man
do.

A presenga dos feixes de particulas falcadas em tecidos in-

fectados € indicada como de valor para diagnostico do VMAF e VMFC.



Embora, como regra geral, o VMAF nao tenha induzido modifica
goes celulares significativas nem mostre associacao frequente com organelas
e nucleo celular, no cultivar Jalo do feijoeiroc o virus induz a presenca
de alta concentragac e amido e aglcares solUveis nas regices amarelas de fo
lhas infectadas. Entretanto, como o nivel de "desaparecimento” de amido e
aglcares soluveis, apos um periodo de escuro, é comparavel entre as re-
gices amarelas de folhas infectadas e folhas controle, e proposto a existép_
cia de um mecanismo de canalizagao de carboidratos para as regices amarelas
semelhantemente ao que ocorre na formagac de orgaos de reserva.

A metodologia utilizada no presente trabalho para purifica-
gao do VMAF produziu cerca de 4-5 mg de virus por Kg de tecido e pode ser
considerada boa, visto que a preparagéo final fol bastante pura. uando
inoculadas em feijoeiros sadios as preparagoes purificadas mostraram—se
infectivas reproduzindo os sintomas caracteristicos da doenga estando, pois,
de acordo com oS Postufaaﬁos de Koch, como splicados a fitovirologia, gquanto
a patogenicidade do VMAF,.

Tentativas de extragao de acido nucleico pelas teécnicas do
fenol-SDS, cloreto de litio e SDS~bentonite-aquecimento, tiveram sempre re
sultados negativos, provavelmente devido a degradacac do acido rmaclieico
durante © processo de extz*a{;éo, per tragos de nucleases da hospedeira ade~

ridas as particulas virais.



2. ABSTRACT

BEAN ANGULAR. MOSATC VIRUS: PURIFICATION, -PROTEIN MOLECULAR

WETIGHT, AND ULTRASTRUCTURE OF INFECTED TISSUES

The particles of bean angular mosaic virus (BAMV) are fi-
lamentous and slightly flexuous with 650 mm in normal length and 13 rm in
é;ameter. In Jalo bean and soybean infected cells, the BAMV occurs in
bundles of falcate particles or, more rarely, parallel particles. The BAMV
contains a single protein (M. Wt. 32,600) and 7% of nucleic acid.

Particle morphology, its occurrence in falcate bundles,
protein molecular weight, and rmacleic acld content, besides pathological
and serological characteristics indicate that bean angular mosaic  virus
and cowpea mild mottle virus {CpMMV}, are the same virus. The presence
of falcate bundles in infected tissues alone is considered of diagnostic
value for BAMV and CpMMV infections.

No obvious cytopathological effects were detected in BAMV-
infected cells nor any assocliation of the virus with the cell organelles
or nucleus. Nevertheless, in chiloroplasts of yellow areas of Jaio bean

infected leaf cells, the BAMV induces high concentration of starch and



soluble sSugars. Since the reduction of these carbohydrates, after a dark
period, is comparable 1in yellow areas of infected leaves and green areas
of the non-infected conircl, it is proposed the existence of =a carbo—
hydrate | trangport mechanism to yellow areas, similarly to that present
in the formation of storage cells and tissues.

About 4-5 mg of purified virus was obtained from 1 kg of
leaf tissue and the purification method used (chloroform:carbon tetra-
chloride/PEG/cesium sulfate)can be considered good, since the final prep—
aration was reasonably pure. When inoculated into healthy bean plants
the purified preparations were infective, reproducing the disease and
the virus was again purified; from the inoculated plants. These results
conform to Koch's Postulates as applied te virus diseases,

Attenpts to obtain free, intact BAMV nucleic acid by the
fenol-SDS, 1ithium chloride and SDS-bentonite-heating methods were nega-
‘tive. This is attributed to degradation of the rucleic acid after extrac

tion due to traces of host nucleases associated with the virus particles.



3. INTRODUCAOD

Em 1979, trabalhos desenvolvidos na Segao de Virologia  do
Instituto Agmnamico de Campinas levaram a descoberta de uma nova virose
do feijoeiro (COSTA et al., 1980) a qual foi denominada mosaico angular

do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.} Jalo e o agente causal virus do mo-

saico angular do feijoeiro (VMAF). Estudos da patologia, bem como  dados
preliminares sobre morfologia desse virus, permitiram sua inclusao no gru-
po do virus latente do cravo ("carlavirus group'). O virus do mosaico an-

gular do feijoeiro possul particula alongada ligeiramente flexivel, &

transmitido mecanicamente e tarbem pela mosca branca Bemisia tabaci Gemn.,

tendo sido esta a primeira descricao de um "carlavirus" transmitido — por
esse vetor.

No presente trabalho sa0 relatados estudos referentes a pu-
rificagao e infectividade das particulas, determinagao do peso molecular
da proteina da capa € microscopia eletronica do virus na celula hospedeira
como evidencias adicionais para a caracterizagao do virus do mosaico angu

lar do feijoeiro.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Grupo do virus latente do cravo ("carlavirus group")

4.1.1, Patologia

A primeira descrigao de uma doenga causada por um 'carlavi-
rus' parece ser a de SCHULTZ & FOLSOM (1823) .que descreveram una anomalia -an
batata caracterizada por mosaico e enrclamento das folhas, posteriormente
atribuida como tendo sido causads pelo virus M da batata (BAGNALL et al.,
1956). Hoje, sao  conhecidas algumas dezenas de virus pertencentes a este
grupo causando doengas em varias familias de mono e dicotiledoneas, tais
COmo, liliéceas, solanéceas, leguminosas, cucurbitéceas, compostas, etc.
(WETTER & MILNE, 1981; KOENIG, 1982).

Em geral, os 'carlavirus" causam sintomas muito fracos che
gando mesmo a ser latentes emmiitas hospedeiras e, com algumas excecoes,
nao causam doencas de importancia economica (WETTER & MILNE, 1981).

Os "carlavirus" sZo transmitidos mecanicanicamente e, al-
guns, transmitidos de maneira nao persistente por afideos (HAGEDORN &
HANSON, 1951; KASSANIS, 1955; HOLLINGS, 1957; BRUNT, 1977; ADAMS & BARBARA,

1980; VAN LENT et al., 1980; JOHNS, 1982; KOENIG et al., 1983). Mais



recentemente, foi demonstrado que tanto © virus do mosaico angular do fei-
joeiro  {COSTA et al., 1980) como o virus do mosqueado fraco do caupi
(IVAKI et al., 1982), sgo transmitidos mecanicamente e tambem pela  mosca

branca Bemisia tabaci.

Transmissao pela semente nao € comum para virus deste grupo
e, guando positiva, ocorre em baixa porcentagen, excecao feita ao virus
do mosgueado fraco do caupl que foi transmitido por 2 a 90% das  sementes

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

4.1.2. Morfologia e propriedades fisico_quimicas

Os virus pertencentes ao grupo dos soariavirus" sao particg_
las ligeiramente flexiveis com comprimento normal variando de 610 a 700
nm e 12 a 15 nm de difmetro (WETTER & MIINE, 1981; KOENIG, 1982). A ul-
traestrutura desses virus e caracterizada por fileiras de subunidades se-
paradas por ranhuras longitudinais sendo que bendeamento transversal e ca-
nal axial sBo raramente visualizados (VARMA et al., 1968; BOCCARDO &
MILNE, 1976; WETTER & MILNE, 1981).

As particulas sao constituidas de RNA infectivo de fita
simples ("single strand") correspondendc a 5 a 7% do peso do virus e de
umn unico tipo de pmteina de peso molecular variando de 31000 a 37000 D
(PAUL & WETTER,1964 ; VARMA et al., 1970; BRUNT & KENTEN, 1973; PAUL, 1974;
BOCCARDO & MILNE, 1876; GIBBS & HARRISON, 1976; BRUNT, 1977; VEERISETTY &
BRAKKE, 1977b; KUSCHKI et al., 1978; ADAMS & BARBARA, 1980; DUBERN &
DOLLET, 1981; JOHNS, 1982).

A peso molecular da particula de 50-60 x 10%D, estimado a

partir de dados para o pesc molecular e conteudo de acido nucleico e pro

teina, indica que cada particula contem cerca de 1600 a 1800  subunidades



proteicas (VARMA et al., 1968; VEERISETTY & BRAKKE, 1977a,b; VEERISETTY &
BRAKKE, 1978).

¢ ponto de inativagao termal dos ''carlavirus" varia-de 55 a
700C  (WETTER & MILME, 1981) e o ponto final de diluicdo entre 107° a
16—4 (KOENIG, 1982) mas, ocasionalmente, ate 10“6 (QUANTZ & BRANDES, 1937;
QUANTZ, 1958, citados em WETTER & MILNE, 1981). A longevidade em exXtratos
de folhas ecde poucos dias (KOENIG, 1982) excecao feita ao “Helerﬁurn. virus

gt onde a longevidade "in vitro" & de 2-3 semanas (KOENIG et al., 1983).

4,1.3. Ultraestrutura dos tecidos infectados

Todos os virus pertencentes ao grupo do latente do cravo e
que 't'ém sido estudados citologicamente a nivel de microscopia eletronica,
apresentam  distribuigao restrita ao citoplasma de celulas epidéermicas
e do mesofilo (CHRISTIE & EDWARDSON, 1977; EDWARDSON & CHRISTIE, 1978) sen-
do, mais raramente, encontrados tambem em elementos crivados do floema (TU
& HIRUKI, 1970; THONGMEEARKON et al., 1984).

As particulas aparecem soltas ou, mais freguentemente, for-
mando agregados com arranjo mals ou menos paralelo das mesmas (TU & HIRUKI,
1670: BOS & RUBIO-HUERTOS, 1972; HIRUKI & SHUKLA, 1973; RUBIO-HUERTOS &
BOS,1973; ATKINSON & COOPER, 1976; BOCCARDO & MILNE, 1976; BRUNT et al.,
1976; VAN LENT et al., 1980; HEARCN, 1982; KOENIG gt al., 1983). Tals
agregados aparecem, as vezes, como ''corpos bandeados', cuja largura de cada
banda corresponde ao comprimento de uma particula (KITAJIMA et al.,  1870;
BOS & RUBIO-HUERTOS, 1971; CHRISTIE & EDWARDSON, 1977; BOS & RUBIO-HUERTOS;

1971; CHRISTIE & EDWARDSON, 1977; HEARON, 1982).



Os feixes de particulas aparecem, as vezes, associados ac
tonbplasto, a parede celular ou ao envelope dos cloroplastos (KITAJIMA
et al., 1970; De BOKX & WATERREUS, 1971; BOS & RUBIC-HUERTOS, 1971, 1972;
HIRUKI & SHUKLA, 1973; RUBIO-HUERTOS & BOS, 1973; BRUNT et al.,1976; KUSCH
KI et al., 1976; HEARON, 1982).

Inclusoe: paracristalinas constituidas por particulas de
vims, ocorrendo isclados ou em grupos, foram detectadas em células infeg
tadas pelo virus M da batata, virus S da batata e ‘"pea streak virus"
(CHRISTIE & EDWARDSON, 1977).

Inclusces cristalinas foram encontradas em citoplasma de
celulas infectadas por diferentes isgolaéos do "red cloyer vein mesaic vi-
rus" (RUBIO-HUERTOS & BOS, 1973). Estas inclusces, consistindo de agrega
dos de particulas esfiricas de 11-12 nm de diZmetro, contém proteina e RNA
(KHAN et al., 1973).

. Actmulo de reticule endoplasmatico com particulas — virais
espalhadas entre membranas tem sido descrito para varios virus pertencen-
tes ao grupo do latente do cravo (KITAJIMA et al., 1970; BOS & RUBIC-HUER
T0S, 1971; HIRUKI & TU, 1972; HIRUKI & SHUKLA, 1873; ATKINSON & COOPER,
1976; BOCCARDO & MILNE, 1976; CHRISTIE & EDWARDSON, 1977; HEARON, 1982,
KOENIG et al., 1983).

Tem sido proposto que determinadas inclusoes citoplasmati-
cas (agregados . de particulas, material induzido pelo virus, componentes
celulares lou misturas de todos esses ccmponentes) podem ser & principal
caracteristica de um determinado grupo de virus tendo, as vezes, valor pa-
ra diagnc')stico (EDWARDSON & CHRISTIE, 1978). No caso dos Hearlavirus"

egses autores sugerem gque 0s agregados de pari:iculas virzis na forma de
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corpos bandeados, ocorrendo principalmente em celulas epidermicas e de
mesofilo, seriam a principal caracteristica dos virus deste grupo. WETTER
& MILNE (1981) apontam que tais inclusoes nao seriam suficientemente es-
pecificas a ponto de terem valor para diagnostico e que a melhor indica-
cado, a nivel citologico, de infecgao causada por um “carlavirus seria
a presenca de particulas que nao saoc muito flexiveis, a auséneia de ‘'ca-
taventos" (-'pinwheels”, principal caracteristica do grupo do virus v
da batata) ou de corpos bandeados com largura bem inferior équela dos

YearlavirusY (caracteristica do grupo do virus X da batata).

4.2. Generalidade sobre o virus do mosaico angular do
Teijoeiro
0 VMAF foi descoberto em 1979 infectando feijoeiros {Phaseo

lus. vulgaris L.}em Sao Paulo e no Parana tendo sido caracterizado  como

infegrante do grupo do virus latente do cravo ("carnation latent virus
group" — CARLAVIRUS (COSTA et al., 1980). © viruspossi particula alonga
da ligeiramente flexivel com comprimento normal de 650 nm e 13 nm de dia-~
metro (COSTA et al., 1980). E um virus principaimente de leguminosas,mas
infecta tembém algumas plantas de outras familias induzindo, em  geral,
sintomas fracos de mosqueado ou mesmo de infeccao latente e somente no fei
Jjoeiro Jalo e que o virus induz sintomas de mosaico bastante conspicuos
adquirindo em folhas mais velhas, a conformacao de manchas angulares 1imi
tadas pelas nervuras (CCSTA et al., 1980).

O VMAF é transmitido experimentalmente por inoculagao meca

nica e também pela mosca branca Bemisia tabaci (COSTA et al., 1980). A

mlagéo do virus para com a mosca branca vetora e nao circulativa, sendo
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perdide durante 4 horas de alimentagég em plantas sadias (COSTA et al.,
1983).

Secgoes ultrafinas de tecidos foliares de feijoeiros infec
tados pelo VMAF mostram a ocorrencia, em citoplasmz de células de epider
me a parenquima, de feixes de particulas paralelas, particulas isoladas
distribuidas ao acaso e feixes de particulas onde estas apresentam-se pre
sas em uma extremidade do feixe e scoltas na outra. Nesta extremidade a
maior parte das particulas do feixe se curvam tornando-se falcadas (GAS-
PAR et al., 1980).

Testes serologicos realizados por GASPAR et al. (1985){1‘03
lizando a técnica "microscopia eletrénica immo-especifica", demonstra-
ram que o virus do mosaico angular do feijoeiro e serologicamente relacio
nado, se nao idéntico ao virus do mosqueado fraco do caupi ("cowpea mild
mottle virus") observado na Afr'ic_:a (BRUNT & KENTEN, 1973) gue mais recen—
temente foi tarbem demonstrado ser transmitido pela mosca branca Bemisia

tabaci  (IWAKT et al., 1982).

4.3. Generalidades sobre o virus do mosqueado fraco do cau

pi  (VMFC)

0 virus do mosqueado fraco foi encontrado, pela primeira
vez, infectando caupi em Ghana na Africa (BRUNT & KENTEN, 1973). Posterior
mente, fol esse virus encontrado na Tailfndia infectando soja (TWAKI et al.
1982) e na india infectando amendoim (TIZUKA et al., 1984).

Os sintomas induzidos pelo VMFC sao em geral fracos mas
bastante severos em algumas variedades de soja e amendoim (BRUNT & KENTEN ,

1973; IWAKT et al., 1982). O VMFC é transmitido por inoculagio mecénica
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e pela mosca branca B. tebaci (IWAKT et al., 1982; IIZUKA et al., 1984).

BRUNT & KFNTEN (1973) foram os primeiros a purificar e ca
racterizar o virus, ficando demonstrado que o mesmo pcssui particulas ri-
gidas a ligeiramente flexiveis com comprimento normal (CN) de 650 nm e
13 rm de diametro, cerca de 5% de acido rucleico e um tnico tipo de pro-
teina com peso molecular de 32500 D, Verificaram esses autores que o
VMFC & distantemente relacionado com o virus latente do cravo mas sem
nennhuma. relagao serologica com outros dez virus do mesmo grupo. Mais re
centemente, IWAKI et al., (1982) demonstraram que o acido nucleico do
VMFC e do tipo RNA e de fita simples.

Tecidos foliares de soja e Nicotiana clevelandii Gray in-

fectadas pelo VMFC mostram agregados de particulas virais formando estru-
turas Sfmell'wntés a "penas'"de aves alem de agregados de particulas para-
lelas (BRUNT et al., 1983; THONGMEEARKOM et al., 1984). Tais estruturas
semelhantes a '"penas" sao identicos équelas descritas para o virus do mo
saico angular doc feijoeiro ccm o nome de feixes de particulas falcadas

(GASPAR et al., 1980).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Virus/planta

O virus do mosaico angular do feijoeiro, existente na cole-
c30 da Secdo de Virologia do Instituto Agrondmico de Campinas, SP,  local
onde foi efetuado o presente trabalho, fol inoculado mecanicamente ou atra

ves da mosca branca Bemisia tabaci em plantas de feijoeiro e soja e man-

tidas em casa de vegetagac. O controle foli feito com plantas compapé
veis nao inoculadas com o virus. A variedade de feijoeiro rotineiramente
usado neste trabalno foi o Jalo. Para microscopia eletronica, no entanto,
utilizou-se tambem feijoeiros dos cultivares Moruna e Golano Precoce €  sO

ja das variedades Santa Rosa, IAC 3 e IAC 5.

5.,2. Microscopia eletronica
5.2.1. Determinagao do comprimentoc normal por imersac fe
| liar répida
A determinacao do comprimento normal (CN) (WETTER & BRAN~

DES, 1956) e difinetro das particulas do VMAF foram feitas pela técnica de
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nleaf dip'" (“imers3o foliar rapida') associada a contraste negativo (KITAJI
MA, 1955).

Para isto, pequenos fragmentos de folhas de plantas infecta-
das, retiradas com pinca, foram mergulhados em gota de acido fosfbt&ngstico
1% sobre telinha de microscopia eletronica previamente coberta com pelicula
de Parlodium reforcada com carbono. Ap6s cerca de 1 min, os fragmentes
foram retirados com pinga, © excesso de 1iquido removido com papel de fil
tro e, a seguir, as telinhas foram examinadas ac microscopio eletronico.

As medigoes das particulas forma feitas utilizando-se uma
lupa graduada (Edmund Scientific Co. Japan) diretamente nos negativos a uma
magnificagao de 14000 X. Como calibrador interno foram utilizadas particu-
las do virus do mosaico do fumo (TMV) com CN de 300 nm. A determinagio  do
CN das particulas do VWWAF foi feita atraves do calculo da média aritmética

das classes de particulas dos trés maiores picos observados no histograma.

5.2.2. Observagao das fragoes obtidas na purificagao do vi

rus
A observagao de aliquotas dos sobrenadantes e '"pellets" ob-
tidos nas diferentes fases de purificacao do VMAF a partir de feijoeiros Ja
lo infetados (Esquema 2, pégina 20 ) foram feitas em um nﬂcrcscépic ele
tronico Zeiss EM-10, apds contrastagao negativa com solugao aguosa de aceta

to de uranila a 2%.

5.2.3. Técnicas de fixacao e inclusaoc de especimes para

cortes ultrafinos
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Tecidos foliares de plantas infectadas pelo VMAF e de plan
tas sadias foram‘ fixados por 2-3 h a 4°C em glutaraldeido 3% tamponado
com cacodilato de sodio 0,1 pH 7,0.

Apos a fixacao, o material foi lavado durante 2h (3 x 40
min.) em tampac cacodilato de sodio 0,1M pH 7,0 e pos-fixados em tetroxido
de Osmio 1% no mesmo tampac, a 4¢C, durante aproximadamente 14 h. Lava—
gens COm agua destilada (3 x 20 min. e 2 x 30 min.) precederam a contras-
tage'io dos espécimes com acetato de uranila 2% em tampéo maleato de soO-
dio 0,05 M pH 6,0 durante 2-5 h; (KARNOVISKY, 1967).

Posteriormente, o material foi lavado em agua destilada (3
x 10 min. e 2 x 30 min.) e desidratato em gradiente de acetona como segue:
30% - 10 min., 50% — 10 min., 70% — 15 min. 100% - 2 x 20 min. ¢ 1 x 60
min.,

A inclusac do material foi feita com resina EROXY (MOLLEEE
HAUER, 1964) seguindo-se a composigao: Epon-812 25,0%, araldite-6005
15,0% acrescidcs de anidrato dodecenilsuccinio (DDSA) 55,0%, dibutil ftala-
to (DBEP} 0,5%, benzildimetilamina (BDMA) 4,5%.

Como solvente para essa mistura utilizou-ze acetona nas se
guintes proporgfies (resina:acetona): 1:3 -~ 15 min., 1:1 60 min., 3:1 12h.
0 material foi entao colocade em resina pura e deixado durante 24 h a 37°C
e, pdsteriomente, colocado a 602C durante 48 h.

Cortes ultrafinos (~80nm) para microscopia eletronica foram
feitos com navalhas de vidro ou diamente em um ultramicrotomo Porter—-Blum
MI-1 e montadas em telinhas de cobre, previamente revestidas com uma pe
licula de Parlodiun e reforgcadas com uma leve deposicao de carbono. Pos-

teriormente, oS cortes foram contrastados com citrato de chirmbo (VENABLE &
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COGGESHALL, 1965) e examinados em um microscopioc eletronico Siemens El—

miskop 1 ou Zeiss EM-10 ambos operando a 80 KV,

5.3. Determinagoes quantitativas de aglUcares totais e amido

Nestes experimentos utilizaram-se plantas de feijoeiro Ja~
lo infectadas pelo VMAF mostrando mosaico angular bastante conspicuo. A-
mostras de regices amarela e verde foram retiradas dos foliolos de um tri
folio., fazendo-se o controle com planta sadia de mesma idade. Em seguida,
essas plantas foram colocadas no escuro onde permaneceram pbr 72 h . apés
o gque, nova coleta de amostras fol realizada nos foliolos do mesmo
trifolio usado anteriormente. |

A extragao de aglcares e amido dessas amostras (Esguema 1)
foi feita atraves da homogeneizagac de 0,1 g de folha (peso fresco) com
5,0 ml de etancl 96% fervente, Apés centrifugacac a 5500 rpm por 10 min.
o soﬁrenadante foi preparado para dosagem de acUcares totais solveis e o
residuo para dosagem de amido. Fol retirado 1,0 ml do sobrenadante e coio
cado em tubo graduado de centrifuga ao qual acrescentou-se 1,0 ml de cloro
formio agiténdo—se o tuho por 3 min. Foram acrescentados 3,0 ml de agua
e a mistura fol novamente agitada e posteriormente centrifugada a 5500 rom
por 1 min. O volume da fase aguosa do tope fol anotado e utilizado para
determinagao de aglicares soluveis totais pelo método colorimétrico com
fenol-acido sulfirico (HODGE & HOFREITER, 1962). Para referéncia, foi fei
ta uma  curva padrao com glicose nas concentracoes de 10 a 70 pg/ml e a
leitura espectrofotométrica realizada no comprimento de onda de 490 nm.

Ao residuo da primeira centrifugacao foi adicionado  &cido

perclorico 4,8 M e homogeneizado a 0°C por 5 min. A mistura foi entac
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Extragao de amido e aglcares soliveis totais

SN-1

cloroformio (1:1)
agitagac/3 min.

Esquema 1.
Folha
etancl 96% fervente
almofaris
5.500 rpm/10 min,
P-1

Hcmogeneizagéo

acido perclorico 4,8 M

0eC/5 min. !

P2

Incubacao 48C/24 h

15.500 rpm/15 min.

1,5 vol. agua
agitacao/3 min.
5.500 rpm/1 min.

totais

e SN2 Fase Fase
organica aguosa
‘dosagem dosagem
agucares amido
soluvels
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deixada a 4°C por 24 h e apos centrifugagio a 5500 rpm por 15 min. o sobre
nadante foi utilizado para a determinagao de amido pelo metodo colorimetri-
co com antrona (HODGE & HOFREITER, 1962). Utilizou-se, aqui, uma curva pa
drao com amido soluvel nas concentragaes de 20 a 60 }g/ml e a leitura em

espectrofotometro no camprimento de onda de 620 nm.

5.4. Purificacao do VMAF

0 virus do mosaico angular foi purificado sempre a partir de
folhas de feijoeiro Jalo coletado cerca de 30 dias apds a inoculacio meca-
nica do virus e mentidas congeladas a -20°C até sua utilizagao.

As ultracentrifugas Beckman Spinco modelo L e Beckman modelo
L2-65B foram utilizadas para baixas e altas centrifugacoes, respectivamente.

Antes da adog:éo do metodo definitivo para purificag%o do V}i
rus foram feitas algumas exploragoes preliminares quanto a tampoes, métodos
de clarificagao, concentragdo e gradiente. Assim, na extracio, foram usa-—
dos dois tampoes: fosfato de potassio moncbésico 0,5 M pH 7,0 (LUISONT
et al., 1976) e solugao de fosfato de sodio dibasico 0,165 M e citrato de
sodio 0,018 M pH 9,0 (VEERISETTY & BRAKKE, 1978). Para clarificagao do su-
co utilizou-se b_utanol, cloroformio/tetracloreto de carbonc, fosfato de cél
cio formado "in situ" (VEERISETTY & BRAKKE, 1978) e Triton X-100. A con-
centragao do virus foi feita por ultra-centrifugagao ou por  precipitacio
com polietilenoglicol peso molecular 6000.

Os gradientes testados foram de sacarose, cloreto de  césio
e sulfato de césio. Para ressuspensao do virus apos gradiente e ultracen—
trifugagao final foram utilizados tampso fosfato pH 7,0 em duas concentra-

coes: 0,01 M e 0,5 M.
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Apos essa triagem adotou-se o seguinte método para purifica
¢ao do virus do mosaico angular (Esquema 2).

Cerca de 100 g de folhas ctongeladas foram trituradas em 1i-
quidificador com 2 volumes de tampao fosfato de potassio (KH,PO 4) 0,5M
pH 7,0 (ajustado com NaOH 5 N) contendo 2-mercaptoetanol (2-ME) 0,1%, eti
lenodiaminotetracetato de sodio (EDTA) 5 nM, dietilditiocarbamato de s
dio (Na~DIECA)} O,0lM. Algumas vezes as folhas congeladas foram maceradas
com M, liquido antes de serem homogeneizadas em liquidificador. Apos fil
tragem em gaze, o0 suco fol misturado com meio volume de clomférmio/tetrg
cloreto de carbono (1:1 v/v) e fortemente agitado por 15 min. A emulsao
foi entdo centrifugada a 10.000 g por 15 min., e a fase aquosa recuperada e
misturada com Triton X-100 a concentragado final de 0,5%. Apds dissolugio
deste detergente adicionou~se polietilenoglicol (PEG 6000) muma concen-—
tragao final de 6% e deixou-se a 5°C por 150 min. com agitagfo. Apos cen
trifugagao a 12,000 g por 15 min. o sobrenadante (SN-1) foi descartado e
o "pellet" (P-1) ressuspendido (1/10 volume original) em tampao KH,PO,
0,5M pH 7,0 contendo ditiotreitol (DTT) 1 mM, EDTA 2 mM, Triton X-100
0,1% (tampao B) e mantido a 5°C por pelo menos 120 min. com agitacio.
A seguir o material foi centrifugado a 12.000 g por 15 min. e entao o so-
brenadante (SN-2) centrifugado a 150.000 g por 90 min. O ‘pellet" (P+3)
foi ressuspendido em tempaoc B e centrifugadoc em gradiente linear de sulfa

to de cesio (10-40%) em tamp@o KH,PO, 0,05 M pd 7,0 a 110.000 g por 90

2 74
min. em rotor Beckman SWES. As bandas {A e B) foram coletadas com serig
ga e, apos diluigao, concentradas por ultracentrifugacio a 150.000 g

por 90 min. e os 'pellets"” (P-4A e P-4B) obtidos ressuspendidos em tampao

HK,PO, 0,5 MpH 7,0 (Fragao A e B). Estas fragdes (A e B) foram visuali-

zadas ao microscopio eletrdnico e a fragfio A também utilizada para teste



Esquema 1. Purificacac do VMAF com solventes organicos e

polietilenoglicol

Folhas de plantas infetadas

KH,PO, 0,5 M pH 7,0

2-ME 0,1%; EDTA 5 mM
Na~-DIECA 0,01 M (Tam@ac A)

liguidificador

filtragem em gaze

CT 50% (1:1)

10.000 g/1% min.

FASE ORGANICA-———

FASE AQUOSA
Triton X-100 0,5%
PEG 6000 6%

150 mln/5°c/ i tacao
12.000 g/15 ag a6

P-1
KHPO, 0,5M pH 7,0
DIT 1nd; EDTA 2 mM;

2.3 h/5°C/agitacao
12.000 g/15 min.

P-2 SN-2

Triton X-100 0,1% {Tampazo B)

150.000 g/90 min.

SN-3 P-3

Banda A

Tampao B
Gradiente C52804

110,000 g/90 min.

Banda B
150.000 g
30 min.
P-4A P-48
KHgPﬁé 0,5M
pH 7.0
Fracao A Fracao B
microscopia eletronica microgcopia
teste bzoioglco eletronica
egpectrofotomnetria
acido rucleico

proteina
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biologico, espectrofotometria e estudo de acido rucleico e proteina.

5.5. Teste bioldgico para o virus purificado

Uma aliquota da frac@o A foi diluida com agua, suficiente pa.
ra ficar 2 0,1 M e inoculada mecanicamente em plantas-teste de feijoeiro. A
infectividade foi determinada pela sintomatologia e atraves de microscopia e

letronica (imersao foliar rapida).

5.6. Espectrofotometria

O espectro de absorgao do VMAF purificado (fragdo A) foi de
terminado em um espectrofotometro de luz ultravioleta Variam 634. A con
centragzo do virus foi aferida utilizando-se a sbsorgac a . 260 rm e as-
sumindo um coeficiente de extingao de 2,1 detérminado para a virus latente
do cravo, membro tipico do grupo (PAUL & WETTER , 1964). O conteudo de égg
do nucleico das particulas virais foiavaliada utilizando-se a relacao

£, ; P
Azgg/gﬁﬁg coniorme procedimento descrito por LAYNE (18573,

5.7. Extracac de acido nucleico e eletroforese

5.7.1. Fenol-SDS

Ao virus purificado (Frag@o A) foram adicionados sodio dode
cil sulfato (SDS) a 0,5%, EDTA a 1 mM, bentonite fracionads  (FRAENKEL~
CONRAT et al., 1961) a 1% e igual volume de fenol (redestilado) saturado
com agua contendo ©,1% de hidroxiquinolina. A mistura foi agitada por 15
min. A temperatura ambiente e entdc centrifugada a 5.000 g por 10 min. A
fase aguosa fol coletada e re-extraida mais duas vezes com fenol-hidroxigui-

nolina. A Ultima fase aquosa obtida foram acrescentados 2,5 volumes de
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etanol contendo acetato de sodio G,2 M e estocade a -202C por 18-20 h. Apés
centrifugacac a 5000 g por 10 min. o "pellet" obtido foi ressuspendido em
agua bidestilada e estocado a -202C para posterior estudo de espectrofoto

metria e eletroforese.

5.7.2. Cloreto de 1itio (FRANCKI & McLEAN, 1968)

A uma aliquota do virus purificado (FragZo A) foi acrescenta
do igual volume de cloreto de 1itioc 4 M e mantido a -20°C por 18-20 h. Ao
descongelar, a mistura fol centrifugada a 5000 g por 10 min. e o "pellet"
tratado mais duas vezes com cloreto de litic 2 M. O Gltimo "pellet" obti
do foiiressuspendido em agua bidestilada e estocado a -20°C ate uso  pos-

terior:

5.7.3. SDS/bentonite/agquecimento

A 50 il de virus purificado foram adicionados 3D3 a concen
tragao final de 1% e bentonite fracionada a 1 mg/ml e a mistura agquecida a
55¢C por 10 min, Imediatamente apés o resfriamento, a amostra foi utilizada
para eletroforese,

As esletroforeses foram feitas em gel de agarose a 1,5% {(mini-
gel submerso) em tampao TRIS-HC1 O,04 M pH 7,5, acetato de sodio 0,02 M e
Na~EDTA 2 mM (LOENING, 1967) & corrente constante de 50 V por 4-5 h. Apos a
eletroforese, os geis foram corados com brometo de etidio (QO}QQMMJ, desco-

rados com égua destilada e observados com luz ultraviclieta transmitida.

5.8. Extracgdo da proteina da capa viral e determinagao  do

peso molecular
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A uma fragao do VMAF (Fragéo A) purificado (c.60 }Jg) foram
adicionados 2 volumes de acetona, agitado e mantido a 4°C por 18 h. Apos
centrifugagac & 5.000 g por 10 min. e secagem a vacuo, o precipitado foi
ressuspendido em 60 nl de tampac TRIS-glicina contendo SDS 0,2%, sacaro-
se 10%, 2-ME 2% e azul de bromofenol 0,001M (tampZo de dissolucdo) e, entio,
aquecido a 100°C por 3 min. Aliquotas de 25 )11 foram entao aplicadas em
gel de poliacrilamida a 12% (LAEMMLI, 1970) e @ eletroforese foi desenvol
vida a 30 mA até o marcador (azul de bromofenol) atingir a base do gel
(cerca de 4-5 h ), 0O gel foi corado com azul de Comassie 0,1% e descora
do em solugac aguosa de metanol (30%) e acido acético (7%) .

Paralelamente a proteinna viral, foram aplic;tdos no gel 25
pl de uma solugao (1lmg/ml) de marcadores padréo de peso molecular dissol-
vidos ne tampao de dissolugao descrito acima. Os marcadores de peso molecu
lar utilizados, expressos em Daltons, foram: albuming bovina (66.000),
ovo albumina (45.000), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase {36.000},
anidrase carbonica (29.000), tripsinogenio (24.000), inibidor de tripsi
na (20.100), e lactoalbumina (14.200).

Um grafico das dist8ncias de migragio (Rfs) dos marcadores no
gel versus o lagaritimo dos respectivos pesos moleculares foi feito e o pe

so molecular da proteina do VMAF determinado a partir desse grafico.
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6. RESULTADOS
6.1. Comprimento normal das particulas do VMAF

Observagoes preliminares mostraram nac haver diferenca en
tre o comprimento normal das particulas obtidas a partir de variedades
de feijoeiro ou de soja. Assim, nos resultados descritos abaixo sao com-
putados as medigoes feitas em 235 ,particulas obtidas pela tecnica de
imersao foliar rapida a partir de plantas de feijao e soja infectadas
pelo VMAF., Em todas as plantas examinadas notou-se a consistente presen-
ga de particulas alongadas ligeiramente flexiveis com comprimento normal
de 650 rm e diZmetro de 13 nm (Figura 1). Em nenhum caso foram encontra-
das particulas similares em preparacoes feitas a partir de plantas-contro
le nao inoculadas,

Em nenhuma preparagao foi possivel visualizar-se canal axi
al nas particulas do VMAF mesmo usando diferentes contrastantes (aci-
do fosfbtﬁngstico, molibdato de amonio, acetato, oxalato ou formato de

uranila).

6.2. 0 virus na celula hospedeira
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Figura 1. Histograma da distribuigao das mensuracoes feitas do

comprimento de 235 particulas do VMAF.
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As observagoes de secgoes ultrafinas ac microscopio eletro
nico de feijao e soja, mostraram a ocorrencia, em citoplasma de celulas
de epiderme e par‘énquima, de feixes de particulas paralelas {(Figura 2) ca
da uma com dizmetro de 10-13 rm. Embora de dificil determinagao, em al
guns casos o comprimento do feixe era préximo daquele das particulas indi-
viduais (650 mm).

Mais frequente e caracteristicamente, no entanto, o VMAF a-
parece como feixes de particulas onde estas apresentavam-se presas em uma
extremidade de feixe e soltas na outra. Nesta extremidade a maior parte
das particulas do feixe se curvam tornando-se falcadas (Figura 2). Este

tipo de feixe foi encontrado em citoplasma de celulas de varios tecidos in

clusive em elementos crivados do floema (Figuras 3 e 4),

6.3. Alteragoes celulares induzidas pelo VMAF

De maneira geral, nos cultivares de feijoeiro e soja, ob~-
servados, o virus do mosaico angular nZo induziu modificagoes celulares
significativas quando comparado com células de plantas~controle nao infec-
tadas. Tambeém nso foi verificada nenhuma frequente associagio do  virus
com organelas citcplasméticas nem com ¢ nucleo celular. Entretanto, no ca
so do feijoeiro Jalo, embora nao frequentemente, foram observadas em celu-
las do pareénquima areas contendo massas de reticulo endoplasmatico (Figu-
ra 5). Nestas celulas ou em células vizinhas senpre foram encontradas par
ticulas virais livres e/ou em feixes (Figura 6). Além disso, observou- se
que os cloroplastos de celulas de feijoeiro Jalo infectado pelo VMAF,
apresentam alto teor de amido ficando o sistema lamelar,em geral, localiza

do na periferia dessa organela (Figura 8). Na regiao amarela das folhas
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Figuras 2 a 4. Micrografias eletronicas mostrando regices de células
do tecido foliar do feijoeim Jalo infectado pelo VMAF. Figura 2. Fel
xes paralelos de particulas virais (v) e feixes falcados { ’ ) em ci-
toplasma de uma célula parenquimatica. n, nucleo; m, mitocondria
48.100X Figura 3. Elemento crivado maduro do floema apresentado um
feixe falcado de particulas do VMAF (=—). cc, celula companheira.
'30.000% Figura 4. Detalhe do feixe de particulas evidenciando na fi-

gura anterior. 98.000X.
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Figuras 5 e 6. Micrografias eletronicas mostrando regices de celulas do
tecido follar de féijoeiro Jalo infectado pelo VMAF., Figura 5. Feixe
de particulas paralelas (v) e particulas virais livres no citoplasma
(—-). Notar actrulo de reticulo endoplasmitico ( ’ ). cl, cloroplasto.
46.200X. Figura 6. Massa de reticulo endoplasmatico ( ’ ) em cito
plasma aparentemente sem virus. No entanto, a celula ao lado apresenta

particulas virais (v). pc, parede celular; ve, vacuolo. 46.200X.
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Figura 7. Folha trifoliolada de feijoeirc Jalo infectado pelo VMAF. No
tar lesoes angulares amarelas. Figura 8. Regiaoc de citoplasma de célu-
la do par%nquima.da.regigo amarela de folha infectada mostrando cloro

plasto com alto teor de amido (a). 16.500X.
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com mosaico (Figura 7) observagoes preliminares de segoes ultrafinas ao mi.
croscopio eletronico, mostraram que os cloroplastos continuavam com  alto
teor de amido mesmo apos as plantas terem ficado 72 h no escuro. Os clo-
roplastos da regiao verde da mesma folha tinham seu amido degradado simi-

larmmente aos de folhas de plantas—controle nao infectadas.

6.4. Efeito do VMAF sobre o metabolisme do amido

Como pode ser observado dos resultados das dosagens de ami-
do (Tabela 1) ha uma alta concentracio desse polissacarideo nas regides ama,
relas de folhas infectadas: 47,6 mg/g.p.fr. contra 5,9 mg/g.p.fr. para re-
gioes verdes da mesma folha e 9,3 mg/g.p.fr. para folha de planta sadia.
Nas amostras das plantas que ficaram 72 h no €5Cure essses valores passa-
ram para 41,0 mg/g.p.fr. para regices amarelas, 0,9 mg/g.p.fr. para re-
gices verdes da mesma folha e 0,6 mg/g.p.fr. para folha de plenta sadia,
Os resultados indicam que houve no periodo de 72 h  de escure uma  degrada-
¢ao de amido de 14% para regides amarelas, 86% para regices verdes da mesma
folha e 93% para folha controle.

A Tebela 1 mostra tambem os resultados obtidos nas dosa
gens de carboidratos soluveis. Como pode ser observado, ha tambéem um alto
teor de ac;fzcares soliveis totais nas regices amarelas de folhas infectadas
pelo VMAF (36,2 mg/p.fr. contra 5,4 mg/g.p.fr. para regioes verdes da
mesma folha e 5,3 mg/g.p.fr. para folha de planta sadia usada como contro
le). Nos testes feitos com as plantas submetidas a um periodo de escuro
de 72 h esses valores caem para 31,5 mg/g.p.fr. para Z\egiaes amarelas,
3,0 mg/g.p.fr. para regices verdes da mesmz  folha e 2,5 mg/g.p.fr. para

folha de planta sadia.
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Tabela 1. Dosagens de amido e agucares soluveis totais (mg de substancia/

g.p.fr.} em folha infectada e controle de feijoeire Jalo

~ . Folha Folha infectada
Substancia Ambiente controle regiéo
verds amarela

claroc 9,3 5,9 47,6
Amido

escuro 0,6 0,9 41,0
Agucares claro 5,3 5,4 36,2
soluveis
totais e8Curc 2,5 3,0 31,5

Tebela 2. Concentragao de ag*&cares soluveis totais + amido degradadoem fo

iha infectada e controle de feijoeiro Jalo, a;;és 72 horas de es-

curo (mg de substancia/g.p.fr.)

Amido Aglcares
Degradado Soluvels

(Equiv.glicose) (1) + (2)
(2)

Folha Actcares Actcares
de Totais
Planta claro(c) escuro(e) (c) - (e)
controle 5,3 2,5
regiao
f.§ 1a 36,2 31,5
43
o
I .
S Teelao 5,4 3,0

verds

9,6

7,3

5,5

12,4

12,0

7,8




32

Fazendo-se a conversao da diferenca na concentragéo de amido,
antes e depois do periodo de escuro, para valores equivalentes de glicose
produzida pela degradacao desse polissacarideo, teremos que na regiao amarela
foram produzidos 7,3 mg de glicose-equivalente por gramas de folha {peso fres
co). Na regiaoc verde da mesma folha 5,50 mg e na folha controle 9,6 mg. Eg-
ses valores somados aguelas concentracoes de aglcares soluveis  existentes

nas folhas antes de serem colocadas no escuro produzem os seguintes resulta-

dos:
regiao amarela - 36,2 + 7,3 = 43,5 mg
regiao verde - 5,4 + 5,5 = 10,9mg
Folha controle - 5,3 + 9,86 = 14,9 mg

Utilizando-se estes valores e agueles obtidos para a:;{;car*es solaveis apés
o periodo de escuro verifica-se que houve um "desaparecimento' de carboidra
tos soluveis na ordem de 28% para a regifoc amarela, 73% para regiao  verde
da mesma folha e 83% para folha controle. Por outro lado, a somatoria (Ta
bela 2) da diferenga de concentragao de ag{;cares soluveis, antes e apos o
periodo de escuro, com a concentragso (como equivalente-glicose) de  aguca-
res produzidos pela degradagéo de amido nesse mesmo periodo, indica que o0s
valores sao iguais tanto para as regioes amarelas de folhas infectadas co-
mc para folhas-controle (12 mg/g.p.fr.). Para a regizo verde da mesma

folha infectada essa somatoria oferece um valor algo menor (—8 mg/g.p.fr.).

6.5. Obtencao do virus purificado

Nossas observagoes preliminares indicaram que os tampoes
KE-IgPO y © solugao de fosfato e citrato de sodio podem ser usados na extra

cao do virus do mosaico angular. A escolha recaiu sobre o KHEID% a 0,5M
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pelo fato de ele gparentemente evitar malor agrega@éb das partic:ulas. Dos
agentes clarificantes utilizados Triton X-100, cloroformio/tetracloreto de
carbono e fosfato de calecio formado "in situ" podem ser utilizados — com
bons resultados. Quando se utilizou o Butanel recuperocu-se raras particg
las do virus ao final do processo de purificacao. Quanto a concentragao
do virus optou-se pela utilizagao de PEG-6000 visto que, por ultracentri
fugagso, ha muita perda de particules vireis por agregagac. Tals agrega
dos sBo perdidos durente as baixas centrifugagoes.

Dos gradientes testados os de sacarcse e de sulfato de cé-
sio mostraram bons resultados. Nos utilizamos rotineiramente o gradien-
te de sulfato de cesio visto que as bandas formadas sao muito mais eviden-
tes, quando comparado com o de sacarose, € por produzir preparac;ﬁés mais
livres de contaminantes da hospedeira. No gradiente de cloreto de cesio
houve agregacao total das particulas do virus do mosaico angular, semelhan
temente ao que ocorre com o virus M da batata (TAVANTZIS, 1983), um
outro '"'carlavirus".

Ressuspensao final do virus em tampao KH,PO, 0,01 M produz
alguma agregagio das particulas o que € evitado pela utilizacao do  mesmo
tampao a 0,5 M.

Quando o '"pellet" P-3 (Esquema 2) foi centrifugado em gra
diente de sulfato de césio a 110.000 g/4°C/90 min. formaram-se duas ban-
das, uma a 40 mm do menisco (Banda A) e outra a 47 mm (Banda B) (Figura
9). Exames ao microscépio eletronico mostraram que a Banda A continha par
ticulas virais nao agregadas (Figura 11) enguanto que a Banda B era cons-

tituida de agregados de particulas (Figura 12).

Pela metodologia utilizada (Esquema 2), censiderando-se SO

mente a fracio A e assumindo um coeficiente de extingao de 2,1 determinado
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Figuras 9 a 12. Purificacao do virus do mosaico angular do feijoeiro. Fi
gura 9. Tubo de gradiente de densidade em sulfato de césio mostrando a
posicio das bandas A e B apos 110.000 g/4°C/90 min. Figura 10, Espectro
de absorgao ao ultravioleta da banda A do gradiente de densidade apés
concentragao por ultracentifugacdo € ressuspensac em Lampao KHEPCE) , 0.5M.
Figura 11, Micrografia eletronica da preparagao purificada (Fragao A) do
VMAF. 44.500X. Figura 12. Microscopia eletronica da preparagao purifi

cada (Fracao B) do VMAF 44,500%.
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para © virus latente do cravo, foram obtidos cerca de 4-5 mg de virus puri

ficado por Kg de folha.

6.6. Atividade biologica do virus purificado

Aliquotas do virus purificado (Fragso A) foram infectivas
quando inoculadas em feijoeiros (4 plantas do cv, Jalo e 4 do cv. Moruna).
Todas as plentas de Jalo mostraram sintomas do VMAF cerca de 20 dias apos a
inoculagao enguanto que no cultivar Moruna a detecgao do virus foi feita
a0 microscopio eletronico pela tecnica de imersso foliar répida visto
que o8 sintomas nesta variedade eram muito fracos ou meamo duvidosos. Em
todos o©os casos o resultado fol positivo para a;presenga.de virus. Assim,
foi constatado 100% de infecgao quando se utilizou como inoculo particu-

las purificadas do virus do mosaico angular.

6.7. Espectro de absorcgao do VMAF

0 espectro de absorgéo ao ultra~violeta da preparagao purifi
cada (Fragao A) foi tipico de nuclecproteina com picos maximo e minimo a
260 e 245 nm, respectivamente (Figura 10). As relacoes encontradas foram:
Amax/min -~ 1,12 e A260/280 - 1,32.

A relagso de ebsorgao A280/260 foi de 0,76 indicando um con

teudo de acido nucleico ao redor de 7.

6.8. Tentativas de extragao do acido nucleico viral

Todas as tentativas em isolar o acido nucleico do VMAF por
tres diferentes técnicas tiveram resultados negativos.

0 "pellet" obtido pela tecnica do fenol-SDS nao mostrou, ao
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espectmfot&ﬁetm de lur ultra-violeta, curva tipica para um acido nucleico
e guando aplicado em gel para eletroforese nao formou nenhuma banda.

A mistura de virus purificado com cloreto de litic 2 M n3o
separou as particulas do VMAF em seus componentes acido nucleico e protei-
‘na mesmo apés 20 h a -202C, Tanto o pequeno '"pellet" formadc como © scbrena
dante, quando cbservados ao microscopio eletronico, mostraram a  presenga
de particulas intactas do VMAF. DNo '‘pellet" elas estavam apenas sgregadas.

Quando uma aliquota do virus pt;nrificado (Fracao A)  tratado
com SDS e bentonite e aguecido a 552C foi aplicade em gel de agarose, tam-

bem nao mostrou nenhume banda de acido nucleico.

6.9. Peso molecular da proteina da capa viral

Quando as proteinas da capa do virus do mosaico angular, de
naturedas em meio contendo SDS e 2-ME, foram gplicadas em gel de poliacrila
mida, houve formagéo de apenas uma banda (Figura 13) com peso molecular es-
timado em 326000 conforme determinacso comparativa feita com proteinas de

peso molecular conhecido (Figura 14).
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Figura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida da proteina da capa do
VMAF. A, marcadores de peso molecular (AlB, albumina bovina; Ova, ovalbu
mina; GFD, gliceraldeido fosfato desidrogenase; AnC, anidrase car'banica;
Trp, tr'ipsinogénio, Trl, inibidor de tripsina; Lac, lactoalbumina). B, pro

teina do VMAF, XD, kilodaltons.
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Figura 14. Estimativa do peso molecular da proteina da capa do virus do
mosaico angular do feijoeiro. A flecha indica a mobilidade da banda da
proteina.viral. AbreviagSes: AlB, albumina bovina; Ova, ovalbumina; GFD,
gliceraldeido fosfato desidrogenase; AnC, anidrase carbonica; Trp, tri

psinogénio, Trl, inibidor de tripsine; Lac, lactoalbumina.
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7. DISCUSSAO

. O presente trabalho apresenta evidencias favoraveis a SUpo
sigao (COSTA et al., 1983) de que o virus do mosaico angular do feijoei-
ro e similar ou igual ac virus do mosqueado fraco do caupi. Os pontos re
latados a seguir favorecem essa afirmativa.

As observagoes sobre a morfologia da particula do VMAF in
dicam grande similaridade com aguelas do VMFC, ou seja, particulas alon-
gadas, ligeiramente flexiveis, com comprimento normal de 650 nm e 13 nm
de diametro.

Na celula hospedeira, o VMAF ocorre na forma de feixes de
particulas paralelas e, principal e caracteristicamente, na forma de fei-
xes de particulas falcadas (Figuras 2,3,4). Tal tipo de feixe foi tam-
bem detectado em tecidos de plantas infectadas pelo virus do mosqueado
fraco do caupl e comparado ac formato de pincel {BRUNT et al., 1983) ou
pena de ave (THONGMEEARKON et al., 1984). A imagem de pincel nao serve
bem para caracterizar a maneira como tais feixes sao visualizados em sec
coes ultrafinas, uma vez que em um pincel, embora os fios sejam presos nu-

ma extermidade, eles sao retos, enguanto que as particulas do  wvirus



mostram-se curvas {(falcadas). A compa.ragéo cam pena de ave aproxima- se
mais da imagem vista nas eletromicrografias mas pode dar ac leitor a ideia
de que o feixe & achatado (como a pena o €) quando, segundo & presente
intexpx*etagéo, o feixe deve ter uma estrutura tridimensional comparé:vei a
un cone. Assim sendo, € opinizc do autor que a dencminagao "feixe de par
ticulas falcadas" se presta melhor a descrigac do modo como as particulas
ocorrem ne feixe e uma padronizacac em torno deste nome e sugerida, © que
poderia, inclusive, evitar que em descrigoes futuras os mesmos possam Ser
comparados a coqueiros, espanadores, etc. O que nao deixa davida €& que
- o tipo de feixe descrito para o VMAF & exatamente igual ajuele descrito
para o VMFC o que, junto com dados da patologia (COSTA et al., 1980, 1983)
e serologia (GASPAR et al., 1984), constituem forte evidéncia de que o Vi~
rus do mosaico angular do feijoeiro e o mesmo virus do mosqueado fraco
do caupi ("cowpea mild mottle virus') ou uma estirpe muito proxima deste.
Corrobora ainda esta hipétese, o fato de o VMAT ter sua capa constituida
por um tnico tipo de proteina de peso molecular 32.600D semelhante, em
termos de peso molecular, ao descrito para o VMFC (32.500D) por BRUNT &
KENTEN (1973). Além disso, foi demonstrado que nas preparagoes purifica
das a concentragao de acido nucleico era ao redor de 7% para o0 VMAF e de
5% para o VMFC. Essa diferenga no valor percentual provavelmente nao tem
significadc real e seja causada pelo uso de preparagoes com diferentes
graus de pureza.

Nao foi encontrada na literatura (CHRISTIE & EDWARDSEN,
1977: GIOVANNI & RUSSC, 1977; EDWARDSCN & CHRISTIE, 1978; FRANCKI et al.,
1985) nenhuma indicacéo da presenga do tipo de feixe de particulas falca-

das para outras combinagoes de vin.ls/planta indicando que © mesmo pode,



inclusive, ser utilizadc para diagnéstico da presenga dc VMAF e do WMIC.
O virus do mosaico angular do feijoeiro, semelhantemente ao
virus do mcsqueadc fraco do caupi e tantos outros "carlavirus", Ao indu
ziu, cocm regra geral, mcdificagoes celulares significativas quando cempara
do com celulas de plantas nao infetadas e nem apresentou frequente asgo-
ciacao com organelas citoplasmaticas e nucleo celular. Entretanto, em cée—
iulas de par’énquﬁna de feijoeiro Jalo infectado pelo VMAF foram, as vezes,
observadas areas contendo messas de reticulo endoplasmatico com ou sem a
presenga de particulas virais. Este tipo de inclusao nao foi detectadc em
celulas de scja e outros cultivares de feijoeiro infectados pelo VMAF, po
dendo representar uma reagao particular da interagao Jalo-VMAF. Entretanto
estruturas bastante similares foram detectadas (CHRISTIE & EDWARDSCN, 1977)

em celulas de ervilha (Pisum setivum) infectadas pela estirpe Wiscorsin

de ''pea streak virus" ou pelo "red clover vein mosaic virus" e em celulas

de couve {Brassica oleracea) infectada pelo virus latente (KITAJIMA et al.

1970), todos pertencentes ac grupo dos "carlavirus'. Tais inclusces mem
branosas tem sido interpretadas ccmo sitios de atividade de transcricao
e/ou tradugao do virus sendo também possivel que as membranas este jam
implicadas no transporte do RNA virzl do sitio de sintese para o sitio de
montagem das particulas (GIOVANNI & RUSSO, 1977).

E no cultivar Jalo entretanto (e até o presente so deter-
minado neste) que o VMAF induz a mais evidente alteragéo celular, tradu-
zida per uma alta concentragao de amido nas regices amerelas de folhas
infectadas quande comparadas com as r‘egi&:&s verdes da mesma folha e ague-—

las de plantas sadias.

Alta concentracao de amido em folhas de plantas infectadas e



um fenomeno ja conhecido ha bastante tempo pare varias combinagoes virus/
planta (por ex. COSTA, 1937; BALLS & MARTIN, 1938; WATSON & WATSON, 1951;
JENSEN, 1972) sendo, o fenameno, atribuido a uma redugao na permeabilida
de das membranas, influindo no sistema de transporte, ou a mudangas no
sistema enzimatico dc metabolismo desse polissacerideo (MATHEWS, 1981).

AVP-ciclico (3'-5' adenosina mcnofosfato ciclico},uma.molém
cula com papel fundemental nc controle do processo de degradagao do glico
g@nio em tecidos animesis, fol detectado em plantas de trevo brance (Trifo-
lium repens L.) sendo sua ccncentragao meior em plantas sadias do que na~
quelas infectadas pelo virus dc mosszico do treve (TU, 1977; 1979).  Apos
suprir folhas destacadas com diferentes concentracoes de AMP-c, este autor
verificou o dessparecimento do amido tanto nes folhas infectadas como  so—
dias e sugeriu gue a agao do AMP-c¢ seria facilitar o transporte de gliccse
atraves das membranas.

No caso do cultivar Jalo infectadc éelo VMAF, as determins-—
goes quantitativas indicaram que as regiSes amarelas apresentavam cerca de
8 vezes mais amido do que as regioces verdes da mesma folha e cerca de 5,5
vezes mais dc que nas folhas de plantas-controle. Quando mantidas no eg-
curo por 72 h  verificou-se que a taxa de degradacao de amido nas regioes
amarelas € de 14% enquanto gue nas regioes verdes da mesma folha & de 86%
e na folha ccntrole 93%. As regioes amarelas apresentam tambem cerca de
7 vezes mais agﬁcares soliveis totais do que as regioes verdes da mesma
folha e nas folhas de plantas controle. Apos 72 h  de escuro esses valo
res caem cerca de 13% nas regioces amarelas, 45% nas regioes verdes da mes
ma folha e 53% nas folhas-ccntrole., Em termos quantitativos, entretanto, o©

que se verifica e que o "desaparecimento" de agucares soluveis, comno



determinado (Tabela 2) pela somatoria da diferenca de concentracao antes e
apos o periodo de escuro mais a ccncentragio (glicose-equivalente) de aguca
res produzides pela degradagac de amido nesse mesmo periodo, e igual para
as regioes amarelas da folha infectada e para folhas controle (12 mg/g.p.

fr.) e algo menor (8 mg/g.p.fr.) pera.regiaes verdes da mesma folha infec

tada.
Esses dados indicam que a existéncia de alto teor de amido
e agucares soluveis nas regices amarelas provavelmente ndo & um  fendmeno

causado por reducao da permeabilidade das membranas ao transporte de agﬁqg
res das regices amarelas para outras partes da planta. Como explicar en-
tao, os altos teores desses carboidratos nas regioes amarelas?

Uma possivel explicagéo para o fato, e que haveria uma canali
zagao do transporte de agUcares para as regices amarelas semelhantemente
ao que ocorre com os pontos de armezenamento da planta. O fluxo de aghca~
res para essas regioes ocorreria talvez como um fenomeno similar ao de arma
zenamento de amido nos 6rg§os de reserva, tais como raios medulares, semen-—
tes e tuberculos.

Reversao no tranporte de fotossintentizados tem sido descri-
to para tecidos infectados por fungos, onde os centros de infécgéo " tor-
nam-se pontos de consumo e drenam fotossintetizados dos tecidos circundan~
tes e megmo de folhas sadias mais distantes (LIVNE & DALY, 1966). KOSUGE
(1978) sugeriu a possibilidade de que o mesmo mecanismo poderia explicar a
retengao de fotossintetizados em folhas infectadas por virus, o que n3o pa-
rece verdadeiro. Esta discordancia baseia -se no fato de gue no casc de
infecggo por fungo, © tecido infectadc torna—se uma regiéo de consumo gera

da por um gradiente de concentracao de fotossintetizados entre esse tecido



com menor concentragao de solutos devido ac consumo pelo parasita, e os te

cidos vizinhos sem,

de amido.

No caso de infecgao por virus, mesmo que haja um aumento

no entanto, haver estocagem de carboidratos na forma

no

consumo de carboidratos (esqueletos de carbono) devido a replicagéo viral,

ele ngo € permanente, dado ao decré
poderia explicar o actmilo desses car
ce mais ligado a um processo de estc
cao de pontos de consumo e esta parec
to teor de carboidratos nas regiaes!g
fectado pelo VMAF. Alguma interferen
de de enzimas envolvidas no metabolis
e, obviamente, estudos mais detalhadc

possa ter uma melhor compresnsac dos

scimo na taxa de replicacBo, e nao
boidratos. Aqui, o fendmeno nos pare
cagem de carboidratos do que de forma
e ser a melhor  explicagdo para o al
marelas de folhas do cultivar Jalo in
icia da infecgao viral sobre a ativida
mo do amido, € entretanto, possivel.
s deverao ser realizados para que se

mecanismos envolvidos nesse fenomeno.

Os trebalhos de purificacac do VMAF utilizando-se Butanol

COmo ageﬁte clarificante foram pouco satisfatérios, dado a baixa concen—
tragao de virus obtida no final do processo.  Resultado negativo devido
a utilizagao de Butanol foi também descrito para o virus latente da alfafa
(VEERTSETTY & BRAKKE, 1978) enquanto que a utilizacao desse solvente na pu
rificagao do virus do mosgueado Ifraco do caupl resultou em Preparagoes
de baixe rendimento (BRUNT & KENTEN, 1973). Estes dados poderiam expli-
car os resultados negativos obtidos por L.0.S. BERIAM (commicagao pes-—
soal) que tentou, por varias vezes, purificar o VMAF utilizando  Butanol.

Em uma de suas tentativas este investigador obteve uma preparacao que, em—

bora com rendimento bastante baixo,
vos, para obtencao de antissoro para

dos).

foi utilizado, com resultades positi

o VMAF (1980, resultados nao publica
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Com a metodologia adotada no presente trabalho (Esquema 2)
cbteve-se cerca de 4-% mg de Vims por Kg de folha, considerando-se apenas
as particulas nzo agregadas obtidas na fragac A do gradiente de  sulfato
de césio. A concentragao do virus na planta (mg de virus/Kg tecido) deve,
entretanto, ser bem maior do que essa visto que, embora tivesse sido utili
zado varias substancias anti-agregantes, perde-se muito virus por agrega-
gao durante o processo de purificagdo sendo tais agregados perdidos duran
te as centrifugacces de baixa rotagac. Estes dados corroboram o conheci
mento de que os virus pertencentes aos grupos dos Y“ecarlavirus' e ooty
virus'" apresentam problemas para pur‘ificagéo principalmente devido a
grande agregagio de particulas que ocorre durante o processo (VEERISETTY
& BRAKKE, 1978; GIBBS & HARRISON, 1970). Embora a recuperagao de partic_q
las do VMAF nao tenha sido muito elevada, a preparacaoc final pode ser
considerada razoavelmente pura, como determinado pela microscopia eletro-
nica e pela relagao A260/280 proximo da unidade.

As preparagoes purificadas do VMAF quando inoculadas em fei
Joeiros mostraram—se altamente infectivas reproduzindo os sintomas caracte—
risticos da doenga, principalmente no .cultivar Jalo gque & a Unica variedade
conhecida em gue o VMAF induz mosaico bastante conspicuo. Extratos de fo
1lhas degtas plantas foram também infectivos quando inoculados em feijoeiros
sadios sendo, entao, o VMAF novamente purificado a partir destas plantas.
Estes dados estao de acordo com os Postulados de Kock, camo aplicados em
fitovirologia, quanto a patogenicidade do virus do mosaico angular na indu
gao da moléstia conhecida como mosaico angular do feijoeiro Jalo.

Os resultados negativos obtidos na extracio de acido nuclei-

co das particu}.as de preparagSes purificadas do VMAF, cono determinado pela



nao obtengao de.gurva tipica para acido nucleico aop espectrofotdmetro e pela
nao fbrmagém de banda em gel de agarose, provavelmente foram causados por
degradagac do acido nucleico durante o processo de extragho, embora  te-
nha-se sempre trabalhado com vidraria e solugoes esterilizadas. £ possivel
que particulas do WAF, quando de sua purificagio, passam a possuir em

associacao tracos de nucleases da hospedeira.



CONCLUSOES

A reprodugac da moléstia com as preparagces purificadas preenche os re-
quisitos dos postulados de Koch para a area viral e comprova ser o]
VMAF o agente causador da doenga conhecida com o nome de mosaico an-

gular do feijoeiro Jalo.

0 virus do mosaico angular do feljoeiro Jalo tem propriedades (patolég}:_
cas, citologicas, serologicas, etc,) similares que o tornam idéntico ao

virus do mosqueado fraco do caupi (“cowpea mild mottle virus") .

0 feixe de particulas falcadas, como detectado em secgoes ultrafinas ao
microscopio eletronico, pode ser usado como diagnostico para  presenca

do VMAF e VMFC em tecidos infectados.

0 vir'us do mosaico angular do fedjoeiro induz no feijoeiro Jalo armaze-
namento de amido e aglcares solUveis nas regices amarelas de folhas in

fectadas.

Os gradientes de densidade de sacarose e sulfato de cesio mostram bons
resultados para purificacao do VMAF enquanto que o de cloreto de césio

induz total agregacao das particulas desse virus.
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