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RESUMO

A Sindrome do Amarelecimento Foliar da Cana-de-Agucar é atualmente uma das
principais preocupagdes da cultura canavieira no Brasil e em todos os paises produtores desta
graminea. Em funcfio da importancia deste problema, muitos estudos foram realizados na
tentativa de se descobrir o agente causal desta sindrome, originando controvérsias sobre a sua
origem.

A fim de se obter dados que contribuissem para um methor conhecimento do problema,
foram estudados neste trabalho a caracterizaciio do seu agente causal, as formas de
transmissdo do agente causador, seu circulo de hospedeiras e alguns aspectos do
comportamento fisioldgico das variedades infectadas.

Os sintomas tipicos da doenca, que se iniciam com o amarelecimento da nervura,
foram reproduzidos quando um virus foi transmitido de plantas infectadas para plantas sadias
de cana-de-agucar, pelos afideos Melanaphis sacchari e Rhopalosiphum maidis, indicando ser
este virus o agente causador da doenc¢a. Das espécies de plantas testadas com estes afideos,
apenas Saccharum sia. mostrou-se como hospedeira conhecida do virus. Uma vez comprovada
a etiologia viral desta doenga, foi ento identificado um luteovirus associado a esta sindrome e
identificado como Virus do Amarelecimento Foliar da Cana-de-Actcar (Sugarcane Yellow
Leaf Virus — ScYLV).

Testes de transmissdo mecdnica do virus foram negativos. As propriedades das
particulas virais foram obtidas através da purificagio do virus, cuja metodologia também foi
estudada neste trabalho. Apds otimizaciio do método de purificagfo, as particulas virais
mostraram um didmetro aproximado de 25 a 28 nm, quando observadas ao microscépio

eletrdnico e contrastadas com é4cido fosfotingstico, pH 5,0, apresentando uma densidade de
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1,30 g/c:m3 em gradiente de Cs;SOy4, € um genoma de 5,8 kb (ssSRNA). A proteina do capsideo
viral apresentou uma massa molecular relativa aproximada de 27 kDa e nfo era glicosilada.
Anticorpos policlonais contra o ScYLV foram produzidos em coelhos e detectaram
eficientemente o virus homologo. Este mesmo anti-soro ndo detectou nenhum dos cutros
luteovirus utilizados, BYDV (Barley Yellow Dwarf Virus), PLRV (Potato Leafroll Virus),
BWYV (Beet Western Yellows Virus) ¢ BLRV (Bean Leafroll Virus), através dos testes
serologicos de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) e ISEM (ImmunoSorbent
Electron Microscopy). Do mesmo modo, quando anti-soros preparados para estes luteovirus
foram testados em plantas de cana-de-agticar infectadas pelo ScYLV, os resultados também
foram negativos. No entanto, além de sua detecgo pelo anti-soro homélogo nos testes de
ELISA e ISEM., o ScYLV também pbde ser detectado nos testes de Western-blot utilizando-se
de anti-soro preparado para o isolado RPV do BYDV, sugerindo um grau limitado de relagio
serolégica entre estes luteovirus. Foi concluido entfio, que o ScYLV é um luteovirus

biologicamente e serologicamente distinto dos outros membros do grupo ja descritos.

Utilizando-se do anticorpo policional aqui produzido, a técnica de DAS-ELISA pode entdo ser

padronizada e usada rotineiramente para diagndstico, apos a produgéo especifica de conjugado
homélogo para este virus.

Em relagfo a4 manifestagéio dos sintomas induzidos pela doenga, foi observado que a
expressdo destes varia de acordo com a variedade infectada € com fatores climaticos. Foi
estabelecido entfio, uma classificagio proviséria das variedades estudadas, baseada na
manifestagdo dos sintomas apresentados, sendo: a) susceptiveis ou sensiveis 2 infecgdo pelo
virus, exibindo os sintomas da doenca, b) tolerantes & infeccfio, podendo ou ndo apresentar
sintomas ¢ c) resistentes a infecgdo. Esta tltima categoria se referiu a plantas nas quais ndo

foram detectadas particulas virais e que nfio apresentaram os sintomas da doenca.
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Dois métodos para detecgdo do virus foram comparados, um serolgico (DAS-ELISA)
¢ outro molecular (RT-PCR), quando se observou que a especificidade ¢ sensibilidade de
ambos eram muito semelhantes. Em decorréncia disto foi adotado entfio, o teste de DAS-
ELISA, por ser este o de maior simplicidade.

A relagdo entre a concentragfo de particulas virais e a manifestaciio dos sintomas
também foi avaliada, onde se verificou a inexisténcia de uma relagfio direta entre a primeira ¢
a segunda. Um estudo complementar a este foi feito, para determinar a concentracio de
particulas virais em duas partes da folha, separando-se a nervura principal da lamina foliar. O
virus foi detectado nestes tecidos através de DAS-ELISA, mostrando haver uma maior
concentragdo na nervura, onde foram encontrados valores de absorbéncia até cinco vezes
maiores, quando comparados com os valores de absorbéncia da 1Amina foliar.

Os teores de agticares soltiveis foram analisados e observou-se um actimulo destes, em
especial da sacarose, mas somente em folhas de plantas infectadas pelo virus e que
expressavam os sintomas da doenga, sendo que em plantas sadias ou infectadas sem sintomas
este aclmulo ndo ocorreu. Visando esclarecer em qual parte da folha ocorreu o actumulo de
aguicares, analises cromatograficas da ldmina foliar e da nervura principal também foram
feitas, onde foi observado que o actimulo ocorreu principalmente na nervura.

Algumas alteracdes fisiologicas induzidas nas plantas pelo virus, foram determinadas
através da comparacdo da atividade enzimética de peroxidases, grupo de enzimas geralmente
envolvido nas reagGes das plantas apés a infecgfio por patdgenos. Os resultados mostraram um
claro aumento na atividade de peroxidases em plantas infectadas ¢ exibindo os sintomas da

doenca, enquanto que as plantas sadias ou infectadas sem sintomas n#o diferiram entre si.



SUMMARY

Sugarcane yellow leaf virus: characterization and comparative analyses between

infected and non-infected sugarcane varieties

A luteovirus was associated with the yellow leaf syndrome (YLS), a widespread
disease of sugarcane (Saccharum sp.). The virus was named Sugarcane Yellow Leaf Virus
(ScYLV), and was identified in major sugarcane-producing areas of the world. Typical disease
symptoms were reproduced when ScYLV was transmitted by Melanaphis sacchari or
Rhopalosiphum maidis from infected to healthy sugarcane, indicating that this virus is the
causal agent of the YLS. The virus was only transmitted between sugarcane plants. Virions of
ScYLV were 25 to 28 nm in diameter in sodium phosphotungstate at pH 5,0, had a buoyant
density of 1,30 g/em’ in Cs,S04 and contained a 5,8 Kb genomic ssRNA. The capsid protein
had an estimated relative molecular mass of 27 kDa and was not glycosylated. A polyclonal
rabbit antiserum raised against ScYLV did not detect any of four other luteoviruses by
enzyme-linked immunosorbent assay or immunosorbent electron microscopy, but in
immunoblot assays, antibodies to the RPV serotype of Barley Yellow Dwarf Virus detected the
ScYLV. It was concluded that ScYLV is a luteovirus that is biologically and serologically
distinct from other members of the group and is the causal agent of the YLS of sugarcane.
Levels of soluble sugars, especially sucrose, were significantly increased in the leaves of
infected and symptomatic plants but never in symptomless infected ones. Two enzymes,
guaiacol-peroxidase and syringaldazine-peroxidase had their activity significantly increased in
plants infected by ScYLV and showing the disease symptoms. In contrast, no alterations in

peroxidase activities were observed in healthy plants or in infected ones without symptoms.
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1. INTRODUCAO

A cultwa da cana-de-agtcar (Saccharum officinarum L.) representa produto de
significativa importancia dentro da producfo agricola do pais, constituindo-se em uma atividade
de consideravel expressdo social ¢ econdmica. Sua area plantada totaliza aproximadamente 5
milhdes de hectares (2% total da 4rea agricola brasileira), com uma producdio de 310 milhdes de
toneladas anualmente, sendo que 50% deste total se destina a4 produgfio de alcool (Censo
Copersucar, 2002).

Como a maioria das espécies cultivadas que sdo multiplicadas vegetativamente, a cana-
de-agticar perpetua patdgenos que se acumulam durante as sucessivas propagagdes, causando
grandes perdas a cultura e chegando a comprometer a sobrevivéncia destas plantas. Na historia
mundial da cana-de-agticar existem muitos casos registrados de severos prejuizos causados por
doencas.

Os primeiros programas de melhoramento foram desenvolvidos por volta de 1890, em
Java, em decorréncia da necessidade de se obter variedades resistentes ao Virus do Mosaico da
Cana-de-Actcar (Abbott, 1961). Na década de vinte, houve a destrutiva epidemia desta
doenga na regido sul do Brasil, que quase causou a ruina de muitas induistrias acucareiras. Essa
situagdo resultou do desconhecimento que havia com relagio a essa doenca e da
susceptibilidade das variedades entfio largamente cultivadas. No decorrer de apenas cinco anos
fol necessdria a substitui¢lio quase que total das variedades susceptiveis, unica medida de
controle eficaz (Arruda, 1946).

Posteriormente, no inicio da década de oitenta, houve a incidéncia progressiva do
carvo, na variedade NA 56-79, determinando sua substituicio gradual, a qual chegou a ter
mais de 1.000.000 de hectares cultivados na regifio centro-sul, perfazendo por muitos anos

mais de 50% da érea plantada com cana-de-agticar (Sordi, 1996).
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Conforme exposto acima, as grandes epidemias ocorrem pela existéncia de areas
extensas de hospedeiro susceptivel, com carga genética uniforme, onde os patégenos
encontram condi¢des altamente favoraveis para rapida disseminagio.

No inicio da década de 90, foram registrados no Brasil, os primeiros relatos de uma
nova epidemia na cultura da cana-de-aclicar e também em muitos paises que cultivam essa
graminea, denominada de Sindrome do Amarelecimento Foliar da Cana-de-Agucar. Na
tentativa de se estabelecer o agente causal desta sindrome, vérias hipéteses foram levantadas,
variando desde fatores edafo-climaticos, até a infestagdo por patOgenos como fungos,
nematoides, fitoplasmas e virus. Desde entdo, varios trabalhos foram desenvolvidos para um
maior conhecimento desta doenca, para a caracterizacio do seu agente causal, e para o
desenvolvimento de técnicas de diagnostico de fundamental importdncia para a cultura

canavieira mundial.

1.1. A Sindromie do Amarelecimento Foliar da Cana-de-Aciicar

A Sindrome do Amarelecimento Foliar da Cana-de-Agucar (SAFCA) ou “amarelinho”
como ficou popularmente conhecida, ¢ atualmente uma das principais preocupacdes da cultura
canavieira no Brasil e em todos os paises produtores de cana-de-aglicar. As primeiras
observacdes do amarelecimento foliar foram feitas em 1989, no Estado de S#o Paulo,
associadas principalmente a uma variedade de cana-de-aglicar mais cultivada naquela ocasido,
a SP 71-6163 (Sordi, 1996). Esta variedade foi lancada comercialmente pela Copersucar em
1983 ¢, durante os primeiros anos apds o langamento, o seu plantio ficou em segundo plano
devido ao seu aspecto de crescimento vegetativo inicial lento. Mas, a partir de 1987, teve seu

plantio expandido, devido ao elevado teor de sacarose a partir do meio de safra, quando sua
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multiplicagfo foi acelerada, alcancando em 1992 cerca de 470.000 hectares ou 22% da area
cultivada no Estado de S#o Paulo (Sordi, 1996).

Entretanto, ao longo dos anos, os sintomas de amarelecimento passaram a ser vistos em
praticamente todas as 4reas de cultivo desta variedade, e esta mostrou ser a variedade
comercial mais afetada pela sindrome do amarelinho. Para se ter uma idéia do impacto
causado por esta doenga, foi registrado o rapido decréscimo no plantio da variedade SP 71-
6163, durante 12 anos consecutivos no estado de S#o Paulo, a partir de sua constatagio,

conforme mostra o grafico da Figura 1.

Plantio e area cultivada da variedade SP 71-6163

45 -
40 +
35 +
30 +
25 +
20 +
15 -
10 -+

Area ocupada (%)

z

93 94 95 o6
=3 Area cultivada —e— Plantio novo

Figura 1. Evolugio das 4reas de plantio e cultivo da variedade SP 71-6163 no estado de S#o
Paulo durante 12 anos consecutivos.
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Em 1993 o quadro pdde ser caracterizado como epidémico, com perdas elevadas de
produgdo, principalmente na SP 71-6163. Houve um aumento rdpido e assustador do
amarelecimento, tomando 4reas extensas dessa variedade. Posteriormente, outras variedades
tais como SP 71-1406, SP 71-1632, RB 72-454 ¢ RB 76-5418 também passaram a apresentar
os sintomas, porém em menor intensidade (Sordi, 1996).

A sintomatologia apresentada pela planta varia de acordo com as condi¢cGes climaticas,
época do ano e principalmente com a variedade. Os sintomas mais caracteristicos da moléstia se
iniciam pelo amarelecimento na face inferior da nervura central, progredindo para um
avermelhamento da face superior que com o decorrer do tempo, esses sintomas podem
progredir para todo o limbo foliar, seguido da seca progressiva das folhas no sentido da ponta
para a base. O avermelhamento ao longo da nervura em dire¢fo ao limbo foliar € mais comum

nos clones ou variedades mais sensiveis (Figura 2).

Figura 2. Folha de cana-de-agticar da variedade SP 71-6163 com sintomas severos do
ScYLV. A: Sintoma tipico da doenga, amarelecimento da nervura central na face inferior da
folha. B: Sintomas mais avangados da moléstia, com coloragio avermelhada da nervura
central em sua face superior.



As plantas afetadas geralmente apresentam porte reduzido, colmos mais finos e
entrends mais curtos, chegando a afetar significantemente a produgfio (Vega et al.,1997).

E possivel se observar o inicio dos sintomas na variedade SP 71-6163 em folhas jovens
e totalmente expandidas (folha +1 ou +2), mas eles se tornam mais acentuados e evidentes nas
folhas mais maduras, porém antes de se tornarem senescentes.

O sistema radicular normalmente apresenta-se subdesenvolvido. E comum o
aparecimento inicial dos sintomas em plantas ocorrendo nas bordaduras dos talhdes, com

touceiras afetadas ao lado de touceiras sadias (Figura 3).

Figura 3. Plantas de cana-de-agticar da mesma variedade (sadias e infectadas). As plantas
infectadas apresentam os sintomas caracteristicos do amarelecimento foliar, bem como uma

dréstica redug¢fio no porte quando comparadas com as plantas sadias, mais altas e sem
alteracfio na cor verde das folhas.
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E pertinente lembrar que ndo foram observados sintomas visuais no interior dos
colmos de plantas com sintomas. Este fato difere de uma outra anomalia relatada por Ricaud
(1968) onde foi observado um amarelecimento foliar em plantas de cana-de-actcar no leste do
continente africano, o qual foi chamado de “declinio amarelo”, cuja sintomatologia nas folhas
se assemelhava em grande parte ao observado na variedade SP 71-6163, mas que diferia desta
por apresentar podridfo nos colmos.

Condi¢Oes adversas, tais como compactagdo do solo, frio ou seca, contribuem para a
intensificacfio dos sintomas.

Sintomas semelhantes aos descritos para a variedade SP 71-6163, também foram
relatados em outros paises produtores de cana-de-agticar, como Africa do Sul (Bailey et al.,
1996), Australia (Smith er al., 1995), Estados Unidos (Comstock et al., 1994), Hawaii
(Schenck, 1990) e Ilhas Mauricio (Anon, 1996).

Além dos sintomas externos, também foi observado que as folhas de plantas
sintomaticas apresentavam metabolismo anormal em relagio as folhas de plantas sem
sintomas, mostrando um actimulo de agticares ¢ um aumento no grau Brix nas folhas com
amarelecimento (Irvine, 1993). Outra alteragfio profunda também observada na SP 71-6163 &
o aumento dos teores de fibra dessa variedade, os quais foram sempre baixos, entre 10 a 11 %,
passando a partir de entfio a apresentar niveis de 13 a 14 % em plantas sintomaticas (Sordi,
1996).

Devido 2 gravidade do problema e baseando-se nas informagdes obtidas ao longo dos
anos, a Copersucar adotou um método visual e preliminar para selecio e caracterizacio de
novos clones, onde sfio selecionadas as plantas cujas folhas jovens, porém totalmente
expandidas, ndo estejam apresentando sintomas de amarelecimento. Dessa forma, foi adotado
o uso da folha + 1, por ser esta a folha mais jovem, recém-saida do cartucho e totalmente

expandida. Tendo esta folha como padrio, os sintomas da doenca eram classificados usando-

6



se uma escala subjetiva, atribuindo-se notas de 1 a 4, sendo 1 para clones sem sintomas e 4
para clones com sintomas severos (Marcos Casagrande, Copersucar, comunicacdo pessoal).
Este critério também foi adotado, quando necessario, na execucio deste trabalho. Como
mencionado anteriormente, este método se baseia a principio na observagio visual dos
sintomas. Porém, plantas sem sintomas também podem estar infectadas pelo virus, as
chamadas variedades tolerantes. Como ¢ “amarelinho” € uma doenca relativamente nova, este
comportamento de toleréncia, em algumas variedades, ainda foi pouco estudado, dificultando
a afirmacio de que tais variedades se comportariam como tolerantes ou até resistentes a
doenca. Por essa razfio, a simples observagdo dos sintomas ndo € suficiente para ser utilizada
como critério de selegdio de novos clones. Dai, a necessidade de métodos sensiveis e eficientes
para um diagnostico seguro e conclusivo. Portanto, em fun¢fio da importancia desta doenca,
grande parte dos programas de melhoramento na cultura de cana-de-aciicar estiio sendo
direcionados visando selecionar variedades com caracteristicas de resisténcia a este virus.
Como plano de trabalho, foi proposta entio a caracterizagiio do agente etiologico desta
sindrome, desenvolvendo métodos de diagnostico mais rapidos e seguros, os quais sdo
importantes na selecéo e produciio de material propagativo livre de patégenos. Também foram
estudadas as formas de transmissio do agente causal, mecanicamente e por afideos vetores,
contribuindo de maneira significativa para o entendimento epidemiolégico da doenga. Alguns
aspectos fisiologicos especificos, desencadeados apés a infecgdio, também foram estudados,
com o objetivo de esclarecer parte dos mecanismos responsdveis na reducio dos teores de

agucares em plantas afetadas pela doenca.



1.2. Etiologia

A partir do surgimento dos primeiros sintomas observados no campo, varias hipoteses
foram consideradas a fim de se estabelecer a etiologia do problema, variando desde a
possibilidade de distirbios fisiologicos, estresses ambientais, problemas de manejo
fitotécnicos e até deficiéncias intrinsecas relacionadas a propria variedade. Dentre as
possibilidades de distirbios fisiolégicos, Matsuoka & Meneghin (1997) afirmaram que a
variedade SP 71-6163 ¢ muito exigente em relagio as condicdes de solo (fertilidade e
compactagio) e manejo em geral, por isso seria uma variedade instavel, sugerindo que a
anomalia fosse causada por fatores abidticos.

Também os mais diferentes tipos de patégenos foram relacionados como sendo os
agentes causadores desta sindrome tais como fungos, nematdides, fitoplasmas ¢ virus. Das
inimeras tentativas de isolamento de fungos patogénicos afetando raizes, nio foi encontrada
uma correlagdo que pudesse explicar a generalidade dos sintomas. Meneghin & Matsuoka
(1995) associaram o amarelecimento 4 presenca do fungo Hendersonina sacchari afetando
raizes, embora os sintomas descritos na literatura associados a esse fungo oportunista, de seca
do limbo e permanéﬁcia verde da nervura central das folhas sejam bem diferentes dos
descritos para a SAFCA. O mesmo raciocinio foi usado no caso do nematdide do género
Pratylenchus, principalmente P. zeae, constatado na maioria das amostragens de raizes de
plantas com sintomas de amarelecimento, porém também presente em plantas da mesma
variedade supostamente sadias ou sem sintomas. Além disso, P. zeae incide preferencialmente
sobre raizes ja desenvolvidas, em relagio as radicelas, ¢ sempre teve uma ocorréncia
generalizada em cana-de-agiicar no Brasil, antes do inicio de cultivo da SP 71-6163, ndo se
justificando um agravamento somente nos iiltimos anos, incluindo 4reas antes nunca

cultivadas com a variedade em questiio.



No caso dos fitoplasmas, embora estes estejam relacionados a uma série de sintomas
tipicos de doengas conhecidas como “amarelos”, as evidéncias pareciam nfio apontar para
estes organismos no caso da SAFCA. Entre tais evidéncias, pode-se citar o fato destes
OTganismoes serem sensiveis a tratamentos com tetraciclina e termoterapia, que promovem a
eliminagdo dos fitoplasmas presentes no material doente ¢ que promoveriam a conseqliente
remiss&o dos sintomas, fato este que nfio ocorreu (Shenck & Hu, 1991). Por outro lado, Cronjé
et al. (1998) relataram que a presenca de um fitoplasma foi constantemente demonstrada em
folhas de cana de um grande mimero de variedades com sintomas da sindrome, originadas da
Africa do Sul. Porém, a comprovacdo da patogenicidade destes (Postulados de Koch) nunca
foi demonstrada.

Em 1993, pesquisadores do Hawaii em visita ao Centro de Tecnologia Copersucar,
tiveram a oportunidade de conhecer a sintomatologia e relataram ser ela bastante semelhante a
da “YLS-Yellow Leaf Syndrome”, que havia ocorrido em uma variedade no Hawaii. A
etiologia desta sindrome também nao havia sido definida e inicialmente teve a suspeita de ser
causada por um patdgeno ocorrendo no sistema radicular, pois houve a constatagio de RNA
de dupla fita associado as raizes de plantas com sintomas do amarelinho (Borth ez al., 1994).
Entretanto, esta hipdtese também foi descartada, por ndo ter havido consisténcia de resultados.

Ao longo dos anos, baseando-se em observagdes visuais, péde-se afirmar que, os
sintomas progrediram de forma radial dentro do estado de S#o Paulo. Esta suposta
disseminag#o para dreas niio afetadas anteriormente, em poucos meses, sugeria um vetor aéreo
de alta eficiéncia, transmitindo um agente infeccioso. Baseado neste conjunto de informacdes
foi que Vega (1994), associou pela primeira vez os sintomas do amarelinho com a presenca de
alteragGes nos feixes vasculares do floema que indicavam o envolvimento de um patégeno
relacionado aos tecidos floemdticos. Observagbes feitas em microscopia Optica de

epifluorescéncia mostraram um material fluorescente verde-amarelo anormal no floema, que
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ndo foi observado em plantas sadias ou sem sintomas. Apos estas observagdes, foi entdo que
as primeiras tentativas de purificacio de uma particula viral foram feitas e permitiram a
observa¢do ao microscopio cletrdnico, de particulas do tipo isométricas com didmetro
aproximado de 25 nm, porém em concentragio muito baixa. O exame ao microscopio
eletrbnico de secebes ultrafinas obtidos de folhas com sintomas, de tecidos proximos 4 nervura
central, mostrou que as células-companheiras do floema continham particulas isométricas que
se assemelhavam a particulas virais e apresentavam alteracdes citopatolégicas aparentemente
conhecidas ¢ caracteristicas, relacionadas ao desenvolvimento da infecgiio por virus (Vega et
al., 1997). Testes preliminares de microscopia eletrnica, ISEM, foram feitos com extratos de
folhas com sintomas, e mostraram uma fraca reagfio serologica dessas particulas com o anti-
soro para o luteovirus BYDV (Barley Yellow Dwarf Virus ~ PAV) ou Virus do Nanismo
Amarelo da Cevada estirpe PAV (Waterhouse et al., 1988), j4 que na época desse estudo,
ainda ndo havia disponivel um anti-soro homélogo para o virus do “amarelinho”. Uma outra
técnica, baseada na imunolocalizagio em membranas de nitrocelulose chamada de “Tissue
Printing” foi testada, utilizando-se-do mesmo anti-soro e mostrou uma reacic fraca, porém
positiva na regido do floema destas plantas. A partir de entio, vérios trabalhos foram feitos
demonstrando ser de etiologia viral esta doenca, sendo o virus inicialmente conhecido como
Virus Associado ao Amarelecimento Foliar da Cana-de-Agucar (Vega et al., 1997) e depois

identificado como Sugarcane Yellow Leaf Virus~-ScYLV.

1.3.  Caracteristicas Gerais da Familia Luteoviridae

Os primeiros registros de sintomas de infeccdes provavelmente causadas por

luteovirus, foram atribuidos aqueles j4 relatados na Europa, na segunda metade do século 18,
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relacionados a uma doenga que ocorria em batata (Solanum tuberosum 1..) conhecida como
enrolamento da fotha (Marshall, 1790, citado por Harrison, 1999). Neste estudo foi percebido
que a “anomalia” era passada para as plantas-filhas através dos tubérculos, mas nunca através
de sementes verdadeiras. Entretanto, a sua natureza infecciosa foi somente estabelecida
posteriormente (Quanjer ef al., 1916, citado por Harrison, 1999), € em 1920 seu agente causal
foi transmitido por afideos (Oortwijn Botjes, citado por Harrison, 1999).

Uma outra anomalia ocorrendo em cevada, com sintomas de amarelecimento foliar,
também foi associada a um luteovirus, quando Oswald & Houston (1951) demonstraram pela
primeira vez que a doenga era causada por um virus identificado como Barley Yellow Dwarf
Virus e que este tambem era transmitide por afideos.

Embora as descobertas das doengas causadas por virus, hoje conhecidas como
luteoviroses, datem de alguns séculos atrds, os luteovirus s6 foram formalmente reconhecidos
como um grupo em 1976, pelo Comité Internacional de Taxonomia de Viroses (Fenner, 1976).
O grupo formado entdo, compreendia apenas cinco viroses e que compartilhavam
caracteristicas em comum, das quais trés, eram as “estirpes” do BYDV (RPV, RMV e SGV) e
as outras duas sendo 0 BWYV e o virus do nanismo da soja (Soybean Dwarf Virus - SbDV).
Desta forma, assim como em outros grupos de virus fitopatogénicos, muitos huteovirus foram
e continuam sendo classificados com base nas suas relagdes serologicas, nas suas propriedades
fisico-quimicas, no circulo de hospedeiras, nas relagdes com os vetores, na morfologia da
particula viral e sua localizacdo nos tecidos e mais recentemente, nas homologias obtidas
através de seqlienciamento do acido nucléico (Waterhouse ef al., 1988; Martin ef al., 1990).

Os luteovirus possuem formato isométrico e poliédrico, sdo fortemente imunogénicos,
com difmetro aproximado de 24-30 nm e, quando contrastados negativamente, possuem um
aspecto angular e raramente sio penetrados pela solugdo de contraste. O capsideo viral é

formado por um unico polipeptideo de 22 a 27 kDa e o genoma constituido de uma tnica
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molécula de RNA de fita simples (ss RNA) de senso positivo com 5,5-5,8 kb (Kitajima et.al.,
1997; Miller & Rasochova, 1997), representando 28-30% do peso da particula e que codifica
entre 5-6 proteinas. As particulas virais sio moderadamente estaveis, possuindo um ponto de
inativagio térmica variando de 45-75 °C.

O nome da familia foi derivado do Latim “Luteus”, que significa amarelo, ja que
muitos membros do género, anteriormente denominado grupo Luteovirus, causavam sintomas
de amarelecimento em suas hospedeiras (Francki ef al., 1985).

Os sintomas mais caracteristicos das infec¢Bes causadas por luteovirus consistem no
amarelecimento, avermelhamento ou enrolamento das folhas geralmente acompanhados de
paralisia no crescimento. Sintomas causados por deficiéncias nutricionais, danos causados por
insetos ou até por periodos de queda de temperatura, sdo muito semelhantes aos sintomas
causados por luteovirus e geralmente sfio dificeis de distinguir, dificultando assim a
identificac@o do agente causador destas anomalias (Miller & Rasochova, 1997).

Assim como com outras doencas causadas por virus, o controle de luteoviroses pode
ser alcancado através da obten¢fo -de material propagativo sadio, através da remocfo de
plantas que serviriam como fonte de inéculo de virus e como reservatério para insetos vetores,
através da prevencdo da dispersio do virus, controlando seu vetor com inseticidas sistémicos
(Dewar et al., 1990, citado por Harrison, 1999) e pelo uso de variedades resistentes ao virus. A
propagacdo da cana-de-aglicar e seu plantio sfio feitos através de toletes. Como muitas
variedades de cana ja se encontram naturalmente infectadas pelo ScYLV, este método de
propagacdo perpetua o patogeno, originando plantas novamente infectadas. Quando se deseja
conhecer os efeitos induzidos pelo virus em plantas de cana, a utilizacdo de material sadio
obtido por sementes (“seedlings”) nfio é adequada, j4 que as comparagbes devem ser feitas

dentro de variedades geneticamente idénticas e ndo entre novos individuos distintos.
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O emprego de técnicas para obtencdo de material propagativo livre de virus € muito
importante, principalmente como no caso da cana-de-agtcar, propagada vegetativamente, pois,
além de possibilitar o controle de muitas viroses, dispor-se de clones livres de virus € de grande
valor para outras areas de pesquisa, como melhoramento genético, nutricio e fisiologia, além de
propiciar a "limpeza" de variedades de interesse econdmico, que nfio sfo obtidas através de
sementes. Como exemplos de técnicas de “limpeza” de virus podemos citar a termoterapia, a
regeneracdo de plantas por meio da cultura in vifro de apices meristematicos ou por meio da
obtenco in vitro de tecido caloso, também originado de épices meristematicos (Barlass er al.,
1982; Fitch ef al., 2001).

As doencas causadas por luteovirus ocorrem em um grande nimero de espécies
cultivadas por todo o mundo, ocasionando grandes pefdas na producdo agricola. Devido ao
tipo de relacdo com os afideos vetores e & fregiiente presenca de plantas invasoras, os
luteovirus podem tornar-se dificeis de se controlar (Martin et al., 1990).

Dos exemplos mais importantes economicamente, podemos citar o BYDV,

variedade de gramineas cultivadas, como aveia, cevada, trigo, centeio, ocasionalmente arroz e
milho e até muitas espécies de gramas selvagens, como grama seda e capim coloninho, que
funcionam como fonte de indculo do virus e como reservatorio de pulgdes. Nos Estados
Unidos, este virus foi considerado como fator limitante para a producfio de cereais (Miller &
Rasochova, 1997). A principio, o BYDV foi separado em cinco sub-grupos, de acordo com a
espécie do pulglo vetor, sendo BYDV-RPV transmitido pelo pulgdo Rhopalosiphum padi,
RMYV transmitido por R. maidis, que coloniza com fregiiéncia cana-de-agticar, MAV,
transmitido por Sitobion avenae, SGV transmitido por Schizaphis graminum, também muito
comum na cultura de cana e PAV, que pode ser transmitido por R. padi, S. avenae e S.

graminum. Utilizando-se de técnicas de seqgiienciamento molecular foi que Smith ef al. (2000)

13



obtiveram importantes informacdes relacionadas ao genoma do ScYLV, mostrando que
isolados deste virus, originados da Flérida, continham apenas uma parte do seu genoma em
comum com o0 BYDV-PAV, justificando a fraca reacfio serolégica do anti-soro preparado para
este virus com o virus do ScYLV (Vega er al., 1997).

Um outro exemplo de luteovirus de grande importancia econbmica, cuja porgdo do
genoma mostrou um pequeno grau de semelhanga com o ScYLV (Smith er al., 2000), é o
virus do enrolamento da folha da batata (Potate Leafroll Virus — PLRYV), transmitido
principalmente pelo afideo vetor Myzus percicae. Esse virus é considerado o principal
responsavel pela importagio de batata-semente no Brasil (Souza-Dias & Costa, 1983).

Os luteovirus sfio transmitidos por afideos vetores, de uma maneira persistente,
circulativa, mas ndio propagativa. Como forma persistente e circulativa de transmissio
entendemos que, ao se alimentarem dos tecidos floematicos das plantas hospedeiras, os
afideos adquirem as particulas virais e estas atravessam as paredes do intestino dos afideos em

direcdo 2 hemolinfa. Através de processos de endocitoses, as particulas saem da hemolinfa e

chegam até as glandulas salivares, liberando-as para dentro do ducto salivar em dire¢do as

células da planta (Costa, 1998; Gildow, 1999). O fato de ser néo-propagativa significa que o
virus se multiplica exclusivamente nos tecidos do floema das plantas infectadas e niio em seus
vetores, embora esta possibilidade nfio deva ser totalmente excluida (Waterhouse er al., 1988).
Estudos feitos com o BYDV mostraram que os afideos que adquirem as particulas virais nio
param de transmiti-las mesmo depois da ecdise (Gildow, 1999) e que continuam a transmitir
por um periodo de 2-3 semanas, sem haver a necessidade de readquirir o virus.

Os luteovirus ndo sdo transmitidos por inoculagfio mecanica e nem por sementes. A
maioria dos afideos vetores de luteoviroses possue um alto grau de especificidade com cada
virus, sendo eficientemente transmitido por apenas uma ou poucas espécies de afideos

(Rochow & Duffus, 1981). Acredita-se que a especificidade do vetor seja resultado das
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interacOes entre a proteina da particula viral e a superficie de membrana nos acessorios das
glandulas salivares e que estas interacSes regulam o transporte das particulas virais para o duto
salivar (Gildow & Rochow, 1980). Fatores como, variabilidade genética dos afideos, das
particulas virais ¢ idade do afideo também influenciam na especificidade do vetor e na
eficiéncia de transmisséo do virus.

O circulo de plantas hospedeiras dos luteovirus varia com uma certa limitagéo.
Geralmente, as hospedeiras de infecgBes causadas por Ihuteovirus tendem a ser restritas a
espécies envolvendo uma tmica familia botdnica: por exemplo, o PLRV infecta a familia
Solanaceae e o BYDV infecta a Gramineae. Entretanto, 0 BWYV ¢ uma excecdio, ja que
algumas estirpes deste virus foram encontradas infectando até 11 familias diferentes de
dicotileddneas (Duffus, 1964).

Mais recentemente, com o desenvolvimento das técnicas de pesquisa moleculares,
baseando-se na organizagiio do genoma e em informagdes obtidas por semelhancas nas
seqiiéncias do acido nucléico, os luteovirus foram classificados dentro de uma familia,
aefinida como- Luteoviridae, compreendendo trés géneros que sdo Luteovirus, Poleroviruse
Enamovirus (Van Regenmortel ef al., 2000). Analises da diversidade genotipica entre os
diferentes isolados do ScYLV mostraram que 0 genoma deste, compreende caracteristicas em
comum com 0s membros dos trés géneros desta familia, sugerindo que o ScYLV & um novo
membro da familia Luteoviridae ¢ que provavelmente surgiu através de recombinagdes entre
especies (Moonan ef al., 2000; Smith ez al., 2000; Moonan & Mirkov, 2002).

Analises ultraestruturais de células vegetais infectadas por luteovirus confirmam que
estes sdo restritos aos tecidos floematicos. Exames microscépicos destes tecidos mostraram
que o virus se movimenta rapidamente, através do feixe vascular, entretanto a dispersio lateral
€ lenta e nem todas as células do floema sfo infectadas (Jensen, 1969; Murant & Roberts,

1977). Baseando-se nos estudos citopatologicos da ultraestrutura deste tecidos, pdde-se
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observar que ¢ virus se acumula e se replica quase que exclusivamente nos elementos do tubo
crivado, nas células companheiras do floema e, ocasionalmente, no parénquima floematico
{Mayo & Ziegler-Graff, 1996).

Como mencionado anteriormente, os sintomas causados por Iuteoviroses se
assemeltham com os induzidos por vérias outras causas, dificultando a sua detecgfio e
atrasando o diagnostico. Entretanto, os efeitos causados por estes virus nos tecidos floematicos
foram relatados muito precocemente. Quanjer ja em 1913 descreveu sintomas de necrose de
floema em folhas de batata com sintomas de enrolamento da folha. Estes sintomas sdo
acompanhados pelo aciimulo de calose nos elementos do tubo crivado, originando reaghes de
coloragdio bem caracteristicas (Sheffield, 1943), as quais eram usadas no periodo pré-
serologico, quando ainda se utilizava o corante Azul de Resorcina para detecglio em larga
escala do PLRV (de Bokx, 1967). O primeiro sintoma da infecgfio por luteovirus, ac nivel
celular, € a necrose do floema (Esau, 1957), a qual se espalha inicialmente dos elementos do
tubo da folha inoculada para as células adjacentes. A necrose do floema esta associada com a
resisténcia na translocaclo-de metabolitos, perda-de clorofila, aumento da respiracio € uma
reduciio no crescimento (Matthews, 1992).

A rota do movimento de um determinado virus que infecta uma planta sistemicamente,
envolve a passagem através de varios tipos de células e tecidos. Se a infecgdio comega no
tecido epidérmico, o movimento do virus de célula para c€lula se inicia entre as células da
epiderme, depois para o meséfilo ¢ feixe vascular e dai para o floema parenquimético e células
companheiras (Carrington ef al., 1996). O movimento do virus de célula para célula entre
todos os tipos de células, ocorre através de canais intercelulares — os plasmodesmas. Este
movimento, conhecido como horizontal, € relativamente lento. Entretanto, o transporte a longa
distancia para outras folhas e tecidos, conhecido como vertical, é facilitado pelo movimento

através dos elementos do tubo crivado, onde o virus se move rapidamente através do fluxo de
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massa (Leisner & Turgeon, 1993). Quando um luteovirus € inoculado em uma planta por um
afideo, ele € introduzido diretamente no tecido floematico. A passagem do virus dos elementos
do tubo crivado para oufras células provavelmente ocorre via plasmodesmas, mas parece ser
limitada as células companheiras, parénquima vascular e muito raramente a wmas poucas
células do mesdfilo. Como exemplo pode-se citar a observacgio de particulas virais do PLRV
nas células do meséfilo, porém adjacentes a pequenos vasos floematicos, utilizando-se da
técnica de imuno-marcacdo com ouro coloidal (Van den Heuvel er ai.. 1995). Provavelmente a
restricdo destes virus ao floema ¢ devida a capacidade de se movimentar unicamente através
dos plasmodesmas desse tecido e nfo através dos plasmodesmas do tecido parenquimético.
Essa capacidade parece estar associada a uma proteina codificada pelo virus, denominada
MP17 (“Movement Protein” 17 kDa), produto da ORF 4, que € capaz de se ligar unicamente
aos plasmodesmas do tecido floematico (Schmitz ef al., 1997).

Foi observada a presenca de particulas do PLRV em células do mesoéfilo, quando as
plantas eram co-inoculadas com outros virus, que naturalmente ocorrem em tecidos
parenquimaticos, como PVX (Porato Virus Xy, PVY (Potato Virus ), TMV (Tobacco Mosaic
Virus) e (;utros (Atabekov et al., 1984; Barker, 1987). Posteriormente, Barker (1989)
descreveu invasdo de células do mesdfilo por outro luteovirus (BWYV), quando observado em
infecgdes mistas com 0 CMoV (Carrot Mottle Virus) e o PEBV (Pea Early-Browning Virus).
Esses trabathos mostraram que, a limitaco dos luteovirus as células do floema provavelmente
ndo se deve a inabilidade destes em se replicar em outros tipos de células, mas eles sustentam
a idéia de que a restricio dos luteovirus nos tecidos floematicos resulta de uma falha no
movimento do virus. Esta deficiéncia pode ser parcialmente resolvida pela co-infecgdio com
outros virus que infectam outros tecidos (parénquima) da planta, e que, portanto produzem

proteina de movimento que permite sua passagem (e a do Iuteovirus co-infectante).
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Além da baixa concentragio e por sua restrita localizagio nos tecidos floematicos, os
luteovirus sdo também dificeis de se observar ao microscépio eletrénico por meio de cortes
ultrafinos, pelo fato de se assemelharem a ribossomos citoplasmaticos. Estas dificuldades sio
parcialmente contornadas quando as particulas virais formam agregados cristalinos ou se
localizam em regibes das células que ndo sdo tipicas de ribossomos (Francki er al., 1985).
Uma forma mais eficiente de se evitar este problema pode ser obtida quando o tecido 2 ser
observado € tratado com enzimas (ribonuclease pancreitica) que digerem o RNA ribossdmico.
Apés este tratamento, € possivel se observar as particulas isométricas, mesmo quando estas
estdo dispersas no citoplasma e em concentragfio muito baixa (Hatta & Francki, 1981).

Baseados em estudos ultraestruturais, Gill & Chong (1976) estudaram a citopatologia
de diferentes isolados do BYDV, e agruparam pelo menos duas seqliéncias de eventos
completamente distintas entre si, que estdio envolvidas na replicagio dos luteovirus. No
primeiro grupe (BYDV-MAYV, PAV, SGV), as particulas virais movem-se aparentemente dos

sitios iniciais de noculagdo nos elementos do tubo crivado através dos plasmodesmas, em

~dirego -as células companheiras adjacentes. Filamentos “denisos, variando deé 2-4 nm e

vesiculas compostas por uma dnica membrana (50-230 nm didmetro) sio formados no
citopiasma perto dos plasmodesmas. As particulas virais sd0 primeiramente observadas no
citoplasma, sugerindo ser este um sitio citoplasmaético de montagem de particulas. O niicleo se
torna distorcido € ocorre um acumulo de grandes quantidades de material elétron-denso. Neste
momento da infeccdo, as mitocdndrias, os cloroplastos € os ribossomos comecam a se
desintegrar. No segundo grupo (BYDV-RPV, RMV), a infeccéio inicia-se de maneira similar,
porém as vesiculas produzidas possuem membranas duplas, as quais se ligam ao reticulo
endoplasmético. Um segundo tipo de sisterna de membranas é formado, sendo este COIMpOsto
por tibulos. O nicleo nfio se deteriora e as particulas virais sio primeiramente observadas

rodeando o nucléolo, dentro do niicleo. Mudangas ultraestruturais induzidas por BWYV e
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PLRYV parecem ser similares aquelas causadas pelo BYDV - RPV, RMV (Esau & Hoefert,
1972; Shepardson et al., 1980), entretanto os efeitos citopatoldgicos podem variar de acordo
com a espécie hospedeira e com o isolado do virus (D’Arcy & De Zoeten, 1979; Gill &
Chong, 1979). Os efeitos citopatologicos causados pelo ScYLV ainda nfio foram estudados.
Existem duas caracteristicas bem marcantes que separam os luteovirus dos outros virus
fitopatogénicos. Uma delas € a de possuir uma seqiiéncia protéica ligada a proteina capsidial
(“coat protein read through domaiu”), que interage com o produto de uma baciéria
endosimbionte do afideo vetor, conhecida como simbionina. Esta proteina aparentemente
estabiliza as particulas virais, enquanto estas ainda se encontram na hemolinfa do inseto (Van
den Heuvel e al., 1994). A segunda caracteristica ¢ a capacidade que os luteovirus tém de
interagir com outros agentes infecciosos, incluindo os umbravirus, RNA satélites ¢ virdides,
de uma maneira que afeta profundamente a sobrevivéncia e a dispersio de um ou outro. Como
exemplo podemos citar o viréide PSTVd (Potato spindle tuber viroid), que como a maioria
dos virdides tem sua transmissdo quase que exclusiva por meios mecénicos. Porém em plantas
co-infectadas pelo PLRV, o PSTVd pdde ser transmitido também pelo afidec Myzus persicae
(Salazar et al., 1995). O processo-chave nesta interacfo é a habilidade que a proteina capsidial
dos luteovirus tem de encapsidar RNA de outros agentes infecciosos (Harrisqn, 1999). Estas
caracteristicas, entre outras mencionadas anteriormente, fazem da familia Luteoviridae uma
das mais importantes familias de virus de plantas, tanto economicamente como

biologicamente.
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1.4. Métodoes de Estudo e Diagnéstico dos Luteovirus

Os danos causados nas culturas por luteoviroses foram, durante muitos anos
subestimados, devido ao fato de sua sintomatologia ser semelhante & induzida por outros
fatores, bibticos ou abibticos, tornando o diagnostico visual praticamente impossivel de ser
realizado. Por esta razfio, a detecgdo e o diagnostico de luteovirus é uma importante area de
estudo.

As primeiras técnicas usadas para deteccio ¢ diagndstico de luteoviroses foram
baseadas nas propriedades biologicas dos virus. Estas técnicas baseavam-se na observacio dos
sintomas em plantas hospedeiras ou ‘indicadoras’, nas formas de transmissio do virus por seus
afideos vetores e em alguns casos, na citopatologia dos tecidos infectados utilizando-se de
microscopia eletrbnica. No entanto, as técnicas biolégicas para detecgdo de luteovirus
apresentam uma série de limitagGes: o diagnéstico baseado apenas na sintomatologia ndo é
confidvel e a transmissio por afideos vetores &€ onerosa e requer tempo € espago, tornando-as
inapropriadas para o diagndstico de rotina ou'em largaescala.

A microscopia eletrdnica surge como uma importante ferramenta, capaz de revelar com
adequado detalhamento, informacdes sobre a morfologia, localizacio em diferentes tecidos e
efeitos citopatolégicos dos fitovirus. Em estudos iniciais sobre uma determinada virose, com o
intuito de realizar a diagnose, bem como caracterizar a morfologia da particula viral, algumas
teécnicas rapidas de microscopia eletrdnica podem ser empregadas. Entre elas podemos citar a
de imers&o foliar ripida ou “leaf dip™ (Kitajima & Nome, 1999), que consiste em mergulhar
pedacos de folhas afetadas diretamente numa gota de solugéio contrastante sobre a telinha de
microscopia eletronica. Essas técnicas rapidas de preparagdo sdo ideais quando as particulas
virais sdo estdveis e atingem altas concentracdes nos tecidos doentes. Entretanto, para as

viroses que se apresentam em baixas concentragdes, como as causadas por virus restritos ao
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floema, o emprego dessas técnicas isoladamente pode ndo ser adequado. Além disso, uma
identificagfio precisa da espécie de virus, baseada somente na morfologia da particula nio ¢
possivel, ja que virus taxonomicamente distintos assemelbam-se morfologicamente. Assim
torna-se necessario o emprego de outras técnicas combinadas com a microscopia eletrnica
para torna-la mais especifica. A de microscopia eletrdnica de imuno-adsorgio ou ISEM & uma
das técnicas que utiliza a reagfo antigeno-anticorpo para a detecgdio ¢ diagnose de fitovirus
(Vega er al., 1995). Este método aumenta de 10 a 100 vezes a eficiéncia de captura de
particulas em relacfio aos procedimentos sem o uso de anti-soro e em virtude disso, é muito
utilizada para viroses que se apresentam em baixa concentracio nos tecidos infectados.
Embora util por fornecer informaco valiosa para caracterizar o virus, a microscopia eletronica
exige pessoal e equipamentos especializados.

Além do tamanho e da morfologia, revelados pela microscopia eletrénica, outras
caracteristicas das particulas virais podem ser usadas para o estudo de muitos virus. A
estabilidade da particula viral pode ser estimada conhecendo-se algumas das propriedades
fisico-quimicas, tais como: o seu ponto de inativacio tétmica, seu ponto final de diluicic e a
sua longevidade in vitro. Tais informactes, embora de valor relativo para o diagnéstico,
podem contribuir para a caracterizagio do virus. Outras propriedades fisico-quimicas, porém
mais precisas, também podem ser usadas na caracterizacio de um novo virus. Algumas dessas
propriedades sdo: densidade da particula viral (“Effective Buoyant Density™), seu coeficiente
de sedimentag@o, seu espectro de absorgéo no ultravioleta e a sua mobilidade eletroforética.

A fim de se conhecer as propriedades fisico-quimicas das particulas virais e sua
densidade, um método eficiente de purificagiio € necessrio. A densidade da particula viral
pode ser medida através da ultracentrifuga¢go (“Equilibrium Zonal Centrifugation™) em um
gradiente de densidade, cuja solucdo pode ser composta de Sacarose, de Cloreto de Césio

(CsCl) ou de Sulfato de Césio (Cs;80s). Esta técnica consiste em ultracentrifugar a particula
21



viral em um gradiente, até que o virus se sedimente (ou flutue) num nivel onde a densidade do
meio € igual & densidade do virus. A densidade da particula viral é entio estimada medindo-se
¢ indice de refragfio da solugdio contendo as fragdes purificadas. Os valores de densidade da
particula viral da maioria dos virus de plantas estio entre 1,2 & 1,6 g/cm’ e assim como o
coeficiente de sedimentagfo estio relacionados com o contetido do 4cido nucléico da particula
viral (Walkey, 1991).

Como exposto acima, estas informacBes podem contribuir no diagndstico ¢ no estudo
de varias doencas causadas por virus, no entanto, para avaliar estas propriedades fisicas &
necessario dispor de preparagdes altamente purificadas.

Os métodos de diagndstico utilizados na detecgiio dos Iuteovirus tornam-se ainda mais
limitados pelo fato de se restringirem as células do floema, resultando numa baixa
concentragdo na planta infectada. Como mencionado anteriormente, os luteovirus ndo sio
transmitidos mecanicamente nem por sementes, apenas por afideos. Este fato gera dificuldades
nos estudos biolégicos, bioquimicos e no desenvolvimento de métodos para diagnéstico,
inviabilizando o uso-de testes ‘de formaglo de lesSes locals e planitas’ hospedeiras, e
dificultando a purificacio das particulas virais para sua caracterizaciio (Martin e al., 1990).

A escolha do método de diagndstico deve ser feita em funcio da sua sensibilidade,
especificidade, confiabilidade e capacidade de processamento de grande quantidade de
amostras. A diagnose de uma doenga viral em bases rotineiras ¢ requerimento essencial para a
adog8o de medidas de controle.

O wso de algumas técnicas serologicas para diagnéstico de virus fitopatogénicos
tornou-se muito freqiiente devido a rapidez, especificidade e simplicidade das mesmas. Elas
sd0 largamente utilizadas em diagnéstico de rotina por permitirem testar um grande ntimero de
amostras simultaneamente ¢ fornecerem respostas mais réapidas que os métodos biolégicos

tradicionais.
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A introdu¢fo da técnica de ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay™) para a
deteccdo de virus de plantas se deveu aos trabalhos pioneiros de Clark & Adams (1977). Esta
técnica mostrou-se especialmente 1til para detectar virus, principalmente os que ocorrem em
baixissima concentrag@io. No caso dos luteovirus, por ser restrito ao tecido vascular, sua
extragfio € dificultada e a concentragdo no extrato final é muito baixa, sendo, portanto ELISA
um método especialmente adequado (Souza-Dias, 1999).

A técnica de ELISA se baseia no principio da serologia onde a proteina viral (antigeno,
AG) € reconhecida e liga-se especificamente ao anticorpo (AC) contido na fragio de
imunoglobulinas do soro sangiiineo de um animal, geralmente coelho, formando o complexo
AG-AC. A particularidade dos diversos métodos de ELISA é que um desses reagentes estd
adsorvido a uma fase solida, ¢ também que a ocorréncia da reacdio entre AG e AC pode ser
posteriormente medida por métodos colorimétricos.

Entre as diversas variagbes do método, o que tem mostrado maior sensibilidade é o
DAS-ELISA (*Double Antibody Sandwich” - ELISA), que tem sido largamente utilizado para
a detecgdo e diagnéstico de Iuteovirus, tanto nas plantas hospedeiras como nos afideos vetores
(Torrance, 1987). VariagSes também existem dentro da técnica de DAS-ELISA, como a
incorpora¢do de diferentes procedimentos de extracdo do virus, o uso de fragmentos de
anticorpos no lugar de anticorpos inteiros e até a adigfio de etapas que envolvem mudancas no
protocolo original (Koenig & Paul, 1982). Estas variagdes sdo fregiientemente utiiizadas para
alterar a sensibilidade e ou a especificidade do método. A descoberta de que a antigenicidade
dos luteovirus permanece estdvel em tecidos desidratados (Lister et al., 1985) aumentou a
utilidade desta técnica, principalmente quando havia necessidade de se enviar tecidos
infectados para que fossem testados em outras regides.

Apesar da serologia ser a técmica mais amplamente utilizada para a deteccdo e

diagnéstico de luteovirus, a utilizagdo de técnicas moleculares vem se tornando cada vez mais
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comum e a tendéncia € de que seu uso seja crescente. Enquanto na serologia apenas a proteina
capsidial € responsével pela detecgio e identificacio, com o uso de técnicas moleculares pode-
se detectar outras por¢des do genoma viral, diminuindo a chance de erros na diagnose.

Uma técnica molecular bastante simples, versatil € de ampla aplicaciio conhecida como
RT-PCR (“Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction™) ou Transcricio Reversa -
Reacdio em Cadeia da Polimerase, vem sendo bastante utilizada para a deteccéio de luteovirus.
Este método revolucionou a genética molecular através da possibilidade de produzir um
grande nimero de cOpias (amplificagio) de uma seqiiéncia especifica do DNA. No caso dos
luteovirus, cujo genoma € composto por RNA, hd necessidade de um passo anterior ao da
amplificagio da molécula de DNA, utilizando-se da reagfio de transcrigdo reversa (RT), que
sintetiza 0 DNA complementar a partir da fita de RNA viral (Robertson ef al., 1991). A
técnica € baseada na duplicagdio, em progressdo geométrica, da seqiiéncia de interesse do
DNA, limitada por dois oligonucleotideos (“primers™) especificos, contendo segiiéncias
especificas que ladeiam o trecho amplificado.

+ Comparando-se 05 métodos biolégicos de diagnostico, baseados no uso de plantas
indicadoras, com aA técnica de DAS-ELISA e com técnicas moleculares (RT-PCR), concluiu-se
que em geral, o teste de DAS-ELISA ¢ bastante sensivel, porém perde em sensibilidade para
as técnicas moleculares de diagndstico (Figueira et al., 1997). O método de ELISA tem ainda
a vantagem de requerer reagentes pouco especializados, apresentar grande rapidez e
simplicidade e ser adaptado para grande niimero de amostras. Estas caracteristicas tém feito

desta técnica o principal método de detecgfo e diagndstico dos luteovirus (Souza-Dias, 1999).
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1.5. Mecanismos de Resisténcia das Plantas em Resposta a Infecciio por Patégenos

Em geral, cada espécie de planta é afetada por diferentes tipos de patdgenos, tais como
fimgos, bactérias, fitoplasmas, virus e nematéides. Embora tais plantas possam sofrer danos de
pequena ou grande extensdo, muitas delas sobreviverfo ao ataque destes patégenos € poderdo
crescer ¢ completar seu ciclo de maneira eficiente ou satisfatéria. Isto se deve ao fato de que,
as plantas por meio de diferentes mecanismos de defesa, conseguem se proteger da infecgéo,
tanto em espécies consideradas resistentes como susceptiveis ao patégeno.

Cada interacBio hospedeiro-patdgeno pode ser vista como uma luta entre dois
organismos pela sobrevivéncia (Dianese, 1990). De um lado, o patdgeno lanca mio de suas
armas quimicas para atacar o hospedeiro em potencial, a fim de estabelecer a infecgio. No
caso de infec¢bes causadas por virus, havera a necessidade de um vetor ou outros agentes de
transmissdo, para que o coloque em contato direto com as células da planta. Do outro lado, o
hospedeiro, através de mecanismos estruturais e/ou bioquimicos, procura se defender do
patdgeno (Bostok & Stermer, 1989).

Para que a infecgdo seja efetivada com sucesso, é necessario que o patégeno venga tais
mecanismos. De uma maneira geral, podemos identificar estes mecanismos como uma
combinacdo de dois sistemas: 1) caracteristicas estruturais que agem como barreiras fisicas e
que inibem o patdgeno desde a sua entrada até a dispersdo deste dentro da planta e 2) reagbes
bioquimicas que acontecem nas células e tecidos das plantas, produzindo substincias que, cu
sfo toxicas ao patdgeno ou criam condi¢des que inibem o crescimento do patdgeno na planta.
Para facilitar os estudos sobre a natureza dos sistemas de defesa, estes mecanismos sdo
geralmente sub-divididos em duas categorias: pré-formados (passivos; constitutivos) e pos-

formados (ativos; induziveis).
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Dentro do primeiro sistema, aparece a primeira linha de defesa das plantas contra
patégenos, que € a sua superficie, onde, na maioria das vezes, estdo localizadas as barreiras
estruturais, pré-existentes, muitas das quais, j4 se encontram na planta, antes mesmo da
infecgdo pelo patdgeno. Tais estruturas compreendem a cuticula, com variacOes na guantidade
¢ qualidade de ceras que a constituem, e os tricomas que variam em tamanho e quantidade.

Ainda dentro do primeiro sistema de defesa, estd um outro tipo de mecanismo,
geralmente ativado apds a entrada do patégeno dentro da célula. Como exemplos, podemos
citar, o espessamento da parede celular ou lignificagfio, a formagcéo de tiloses, papilas ou halos
e at¢ a deposicio de gomas.

Embora os mecanismos estruturais possam fornecer & planta varios niveis de defesa
contra 0 ataque de patdgenos, as pesquisas cientificas mostram que, na maior parte das
interagbes, as substéncias produzidas pelas células do hospedeiro, por meio dos mecanismos
bioquimicos de defesa, antes ou apds o contato do patégeno, sfio provavelmente os
verdadeiros responsdveis pela resisténcia 4 infeccfio das plantas contra certos patégenos
. (Pascholati & Leite, 1994). -

Indmeras substéncias pré-formadas que exibem atividade anti-microbiana estso
envolvidas na resisténcia das plantas contra fitopatégenos. Geralmente, essas substincias estio
presentes em altas concentragdes nos tecidos sadios das plantas e, em alguns casos, como
resultado da infeccfo, podem ser convertidas em substincias altamente téxicas (Nicholson &
Hammerschmidt, 1992). Dentre as substincias pré-formadas, podemos citar como alguns
exemplos, os compostos fenolicos, os alcaldides, as lactonas, os terpendides e até mesmo
alguns inibidores protéicos.

Os fatores bioquimicos de resisténcia p6s-formados, geralmente mostram-se ausentes
ou estdo presentes em baixas concentragdes nas plantas antes da infec¢lo, sendo produzidos

ou ativados em resposta & presenca do patégenc. Como exemplo deste tipo de defesa,
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podemos citar o mecanismo de Reagio de Hipersensibilidade, cuja reagdio mostra-se como
uma resposta celular extrema por parte da planta, podendo levar a um alto grau de resisténcia &
doenga ¢, por essa raziio € considerado um dos mecanismos mais importantes de resisténcia
das plantas. Este tipo de reagéo ocorre em fungfo do reconhecimento da infecgdo, por parte do
hospedeiro, como conseqiiéncia da incompatibilidade entre a planta e o patogeno (Doke ef al.,
1987). Na sua forma classica, a Reacio de Hipersensibilidade mostra-se como uma pequena
necrose visivel a olho nu, que ocorre em diferentes drgdios da planta, sendo considerada
sinénimo de morte celular ou de necrose de tecido (Goodman et al., 1986; Kiraly, 1980). Nas
doengas causadas por virus, esta reacfio na maioria das vezes, resulta na formacdo das
chamadas lesdes locais, as quais as particulas virais ficam restritas, podendo sobreviver por
algum tempo, porém, impedidas de invadir outros tecidos.

Além da Reagfio de Hipersensibilidade, também podemos citar como exemplos
importantes de defesa, a produgdo de fitoalexinas, lignina e proteases, bem como de outras
proteinas relacionadas & patogénese (“Pathogenesis Related Proteins” - PR). Nesses processos,
existe a participacdo de vérias enzimas, dentre elas, as peroxidases, que participami de
inimeras vias metabolicas (Gaspar et al.,1991).

Dos eventos acima mencionados, serd destacado aqui o envolvimento das peroxidases
nestes processos. As peroxidases (EC 1.11.1.7) so enzimas largamente distribuidas dentro do
Reino Vegetal e fazem parte de um grupo de proteinas nfio estruturais presentes na parede
celular, que atuam nos mecanismos de crescimento da célula vegetal ¢ participam, junto com
outras enzimas como a PAL (EC 4.3.1.5 “Phenylalanine Ammonia Lyase”) ¢ a CAD (EC
1.1.1.195 “Cinnamil Alcohol Dehydrogenase™) da biossintese de lignina. A lignificagiio tem
sido associada com a atividade de peroxidases especificas da parede celular (Lewis &
Yamamoto, 1990), sendo considerada um evento tardio na diferenciaciio da parede celular

(Liyama et al., 1993) ¢ esta restrita a tecidos que pararam de crescer. Contudo, recentes
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estudos sobre interagdo planta-patégeno tém demonstrado que a parede celular de tecidos
jovens pode sofrer lignificagfio se as células forem danificadas por ferimentos ou sofrerem
ataques por fungos (Walter, 1992). Algumas hipéteses foram propostas para explicar como a
lignificacic atuaria no impedimento da infeccio por um determinado patégeno,
principalmente por patégenos fingicos (Ride, 1978). A primeira delas prope que a lignina
aumentaria a resisténeia mecénica da parede celular dificultando a penetraciio. A lignificacdo
da parede celular no ponto de entrada do patdgeno poderia tornd-la mais resistente a
dissociacdo pelas enzimas do fungo. Uma outra hipbtese seria que compostos fendlicos
precursores da lignina poderiam apresentar atividades antifungicas, provavelmente através de
alteragdes nas membranas ou enzimas dos fungos.

A infecgdo por virus geralmente causa um aumento na atividade das peroxidases, que
tem sido relacionado com os mecanismos de defesa associados a Reagfio de
Hipersensibilidade. No entanto, também as infecgdes com invasdo sistdmica, ou seja, sem
reagdo de hipersensibilidade, podem promover um aumento na atividade de peroxidases (Bates
& Chant, 1980; Loebenstein & Linsey; 1986; Baptista eral; 1998).

A atividade de peroxidases associada & resisténcia induzida por virus pode ser
exemplificada através dos trabalhos de Souza er al. (1999). Eles verificaram a atividade de
peroxidases, em plantas de milho de diferentes linhagens, tanto sadias como infectadas pelo
virus do mosaico comum. Os resultados mostraram que a atividade da enzima aumentou
significativamente nas plantas inoculadas com o virus. E ainda, a maioria das linhagens
resistentes ao virus também apresentou maior atividade peroxidasica quando comparadas com
linhagens susceptiveis. Um outro exemplo de aumento da atividade de peroxidases foi
observado em plantas de batata infectadas pelo luteovirus PLRV (Schons & Manfroi, 1997).

Estes resultados sugerem a participagdo destas enzimas nos mecanismos de defesa a doenca.
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Considerando a importdncia das peroxidases, no processo de lignificagdo € nos
mecanismos de defesa da planta, foram investigadas aqui as mudancas na atividade destas

enzimas em plantas de cana-de-actcar sadias e infectadas pelo ScYLV.

1.6.  Alteracdes Fisiologicas Associadas 2 Infecgdo Viral

Nesta categoria consideram-se aquelas alteragbes metabolicas ou fisiolégicas que,
embora ndo relacionadas diretamente com mecanismos de resisténcia, sdo conseqiiéncia da
infeccdo viral e geralmente estfio associadas a manifestacfio de sintomas ou queda de
produtividade.

O estabelecimento de infecgbes virais em plantas resulta em algumas alteragOes
fisioldgicas e bioquimicas que se manifestam' principalmente nos processos de fotossintese,
translocacio de carboidratos, permeabilidade de membranas e até em alteragbes dos padrdes
protéicos (Ladygina & Babosha; 1996).

De uma maneira geral, as altera¢cGes metabdlicas induzidas por virus assemelham-se
muitas vezes a um processo acelerado de senescéncia. As alteragdes na capacidade
fotossintética estio, entre outros fatores, associadas com a alteracdo na morfologia ¢ no
metabolismo dos cloroplastos e com a redugéio do seu niimero, resultando numa diminui¢io na
taxa de fotossintese. As infecgdes causadas por virus levando a clorose ou necrose dos tecidos
infectados, induzem mnos cloroplastos destes tecidos, mudancas estruturais ¢ metabdlicas
relacionadas com a severidade dos sintomas. Embora os cloroplastos nfio estejam envolvidos
diretamente na replicacéio da maioria dos virus, tem sido demonstrada, através de microscopia

eletrbnica, a presenga de particulas virais da familia Tymoviridae em vesiculas periféricas dos

29



cloroplastos de plantas de repolho infectadas, sugerindo que as particulas virais sdo montadas
na superficie destas organelas (Matthews, 1991).

Embora haja excegdes, as infecgSes causadas por virus geralmente levam a uma
reducdo na taxa de transpiragfo, redugfo esta freqilentemente correlacionada com diminuicio
da abertura do estdmato foliar. Em folhas de cevada infectadas pelo BYDV, houve uma
diminui¢do na taxa de transpiracfo nas folhas sistemicamente infectadas, cuja reducéio foi
ainda mais pronunciada em plantas susceptiveis mostrando severo amarelecimento foliar
(Esat, 1957; Orlob & Arny, 1961).

O acimulo de carboidratos em tecidos foliares é uma caracteristica comwm de varias
doengas causadas por virus, como BCTV — Beet Curly Top Virus (Panopoulos ef al., 1972),
BYV (Watson, 1971), BYDV (Orlob & Amy, 1961) e PLRV (Beemster, 1987). Este actmulo
geralmente ¢ acompanhado pela necrose do floema e/ou deposicdo de gomas, especialmente
nos estadios finais de infecgio, sugerindo que a dificuldade na translocaciio de carboidratos
seria uma das razdes do actimulo destes nas folhas. Entretanto, um niimero de observagdes
sugere que a degenerago do floema ndo ¢ o tnico fator envolvido. H4 exemplos mostrando
que o actmulo de carboidratos precedeu as mudancas detectdveis nos tecidos floematicos em
plantas de batata infectadas pelo PLRV. Foi entfio proposto que, o acimulo de carboidratos se
deveria principalmente a uma atividade enzimatica prejudicada que estaria envolvida na
interconverséo de carboidratos, mais do que na redugdio da translocaggo (Faccioli ef al.,1982).

Outros trabalhos também foram relatados mostrando um actmulo de carboidratos em
folhas de tomate infectadas pelo Curly Top Virus e em folhas de Physalis floridiana infectadas
pelo PLRV. Este acumulo foi associado ao fato de que a taxa de sacarose foi reduzida nas
folhas infectadas, enquanto as taxas das hexoses, glicose e frutose aumentaram. J4 que a

sacarose ¢ geralmente o principal carboidrato transportado pelo floema, foi sugerido que a nfio



conversdo de hexoses em sacarose seria a causa do reduzido transporte e actimulo de
carboidratos em folhas de plantas infectadas (Panopoulos et al., 1972).

Anos mais tarde, foi entdo observado pela primeira vez que, a proteina de movimento
codificada pelo TMV (MP30) aumenta o limite de exclusfo dos plasmodesmas (Wolif er al.,
1989). Os luteovirus codificam uma suposta proteina de movimento, denominada MP17, com
propriedades similares a MP30 do TMV. A localizacfio desta proteina nos plasmodesmas do
floema (Schmitz ef al., 1997) e a alteragiio da estrutura destes plasmodesmas (Herbers ef al.,
1997) sustentam a idéia do envolvimento desta proteina no movimento do virus. Essas
alteragdes estruturais dos plasmodesmas provavelmente prejudicam também o transporte de

moléculas essenciais para o carregamento de carboidratos no floema (Herbers et al., 1997).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

* Caracterizar o agente causal da Sindrome do Amarelecimento Foliar da Cana-

de-Agtcar (SAFCA) quanto a4 forma de transmissfo, circulo de hospedeiras,

propriedades fisico-quimicas e serolégicas e alguns aspectos fisiologicos da planta

infectada.

2.2.  Objetivos Especificos

» Ratificar a etiologia viral da SAFCA e caracterizar o seu agente causal.

¢ Desenvolver um método de purificagiio viral mais eficiente para a SAFCA.

e Determinar as propriedades fisico-quimicas e serolégicas das particulas virais
associadas a SAFCA.

» Produzir anticorpos policlonais especificos.

* Desenvolver um método serologico eficiente para o diagnéstico.

* Verificar se o agente causal ¢ transmitido por inoculagfio mecanica para a cana-de-
agucar ¢ outras gramineas.

» Avaliar diferentes espécies de afideos quanto a sua eficiéncia na transmissdo do
virus associado a4 SAFCA.

e Avaliar a possivel correlagio entre a concentracio de virus nos tecidos e a
manifestacdo dos sintomas em diferentes variedades.

e Avaliar o efeito da infecgio viral nos teores de agticares em variedades de cana-de-
aclicar com diferentes niveis de sensibilidade ao virus.

* Determinar possiveis alteragSes na atividade de peroxidases por efeito da infecgéio
viral em variedades de cana-de-agticar sadias e infectadas pelo virus exibindo os

sintomas da doenga.
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3.  MATERIAL E METODOS

A parte experimental envolvendo os testes de transmissdo, a purificacdo do virus, a
caracterizacdo da particula viral e a producfio de anti-soro foi feita na Universidade de
Minnesota (USA), sende que os demais experimentos foram realizados no Departamentc de

Fisiologia Vegetal, do Instituto de Biologia da Unicamp e em colaboragfio com a Copersucar.

3.1. Fonte de Virus e Material Vegetal

Plantas de cana-de-agticar exibindo os sintomas da doenca foram usadas para a
purificacdo das particulas virais associadas a SAFCA. As variedades utilizadas foram SP 70-
1143, SP 71-6163, SP 71-1406, RB 72-454 originadas do Brasil; CP 65-357 dos Estados
Unidos e H 73-6110 do Hawaii. Os toletes que deram origem a estas plantas foram
gentilmente cedidos pela Copersucar. Para fins de diagnose foram utilizadas como controle
negativo plantas originadas de semente (“seedlings™) ja que o virus nfio é transmitido através
da semenie.

Para estudos fisiopatologicos, que exigem comparagdio entre materiais geneticamente
iguais e de desenvolvimento similares, mas infectado ou nfo pelo virus, foram utilizadas duas
abordagens para obtencdo de materiais adequados. Uma delas foi a obtencdo de material livre
de virus através da cultura de micro-meristemas provenientes de material infectado. A segunda
abordagem consistiu em procurar no campo, plantas de diferentes variedades, que pudessem
estar ainda livres do virus.

As amostras obtidas da triagem de plantas de campo (sadias ¢ infectadas), foram entio
testadas por DAS-ELISA e se destinaram ao estudo das alteracOes resultantes apds a infecgiio
viral, relacionadas a4 manifestacdo dos sintomas e 4 concentracfio do virus, a atividade de

peroxidases e aos teores de agticares soltiveis contidos nas folhas.
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3.2. Testes de Transmissdo do Virus

Os testes de transmissdo do virus foram feitos por inoculagfio mecénica e com afideos.
A inoculagfio mecdnica foi feita utilizando-se extratos de folhas de cana com sintomas,
parcialmente purificados como descritos por Ahlawat ef al. (1996). As amostras parcialmente
purificadas foram observadas ao microscépio eletrnico para confirmar a presenca de
particulas do tipo isométricas. Dez plantas de cada espécie foram utilizadas para este
experimento. Os extratos foram levemente friccionados sobre a superficie de folhas
previamente polvilhadas com carborundum, em plantas sadias de cana-de-agticar das
variedades CP 65-357 ¢ H 73-6110, em plantas de mitho (Zea mays L.), sorgo (Sorghum
bicolor L.), Johnsongrass (Sorghum halepense 1.) e Erianthus sp. As plantas de cana-de-
acucar inoculadas mecanicamente foram mantidas em uma camara de crescimento por 12
meses para observagho dos sintomas e testadas aos 6 e 12 meses por microscopia eletrdnica e
por DAS-ELISA. As plantas das outras espécies foram mantidas por 6 meses para observacgdo
- dos sintornas ¢, ao final deste periodo foram também testadas por microscopia eletrénica e por
DAS-ELISA.

Os testes de transmiss@o do virus por insetos foram feitos com trés espécies de afideos
que celonizam cana-de-aglcar: Melanaphis sacchari (Zehntner), Rhopalosiphum maidis
(Fitch) e Sipha flava (Forbes). O objetivo destes primeiros testes foi determinar se o virus
associado & SAFCA € transmitido de plantas de cana-de-acticar com sintomas, para plantas
sadias, através destas trés espécies de afideos. Para este teste foram usadas 10 plantas sadias
de cana-de-agtcar da variedade CP 65-357. Os afideos foram mantidos por 48-72 horas em
plantas infectadas de diferentes variedades para aquisicio do virus. Apos o periodo de
aquisicio, por¢des da folha contendo entre 20 a 30 afideos foram colocadas em cima das

folhas de plantas sadias por 12 horas. Em seguida os afideos foram exterminados com
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inseticida. Os controles consistiram de plantas sadias infestadas com afideos mantidos em
plantas livres de virus. Apés a inoculagdo, as plantas foram mantidas por 12 meses para a
observagdo dos sintomas, em uma cimara de crescimento, 3 prova de afideos e com
temperatura controlada (25°C / dia e 20°C / noite), para depois serem indexadas por
microscopia eletrnica ¢ DAS-ELISA para a detecgio do virus. Estes experimentos de
transmiss@o por afideos foram repetidos duas vezes.

Uma segunda série de testes de transmisso por afideos foi realizada com M. sacchari
¢ R maidis. O objetivo destes testes foi determinar se estes afideos poderiam transmitir as
particulas virais associadas a SAFCA, de plantas infectadas de cana-de-aglicar para plantas
sadias de milho, sorgo e Erianthus sp. Os testes de transmissio com M. sacchari € R. maidis
foram feitos como descrito anteriormente e as plantas foram mantidas por 6 meses apos a

inoculagdo para a observagdio dos sintomas e detecgfio do virus por microscopia eletrénica e

por DAS-ELISA.

3.3. Purificaciio do Virus

O virus foi purificado a partir de plantas cultivadas em casa de vegetagdo, em fungéo
das plantas originadas do campo estarem freqiientemente contaminadas por bactérias,
dificultando assim, a eliminagdo destes contaminantes das preparagdes purificadas.

O protocolo aqui descrito foi baseado em diferentes métodos de purificacdo do virus
(Takanami & Kubo, 1979; D’Arcy et ai., 1983; Waterhouse & Helms, 1984; Matsubara ef al.,
1985; D*Arcy et al., 1989 e Lockhart ef al., 1992) e € o resultado de vérias modificacdes.

Folhas infectadas de plantas mantidas em casa de vegetagdo foram cortadas em

pequenos pedagos, congeladas e mantidas a — 90°C. O tecido congelado foi pulverizado com
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gelo seco ou com nitrogénio liquido em um moedor elétrico de café, utilizando-se trés
volumes (peso/volume) de 250 mM de tampfio de extragdo com NaKPQ,, pH 6,0, contendo
0,.2% (v/v) de 2-mercaptoetanol, 2% (v/v) da enzima Celluclast 1,5 L (Novo Nordisk), 1%
{(p/v) Na;S03 e 0,01 M DIECA. Esta mistura foi agitada por 4 horas a temperatura ambiente,
homogeneizada por 2 minutos em um liquidificador e filirada em duas camadas de gaze. Ao
volume total filtrado foi adicionado Triton X-100 em uma concentragéo final de 0,8 % (v/v) e
esta mistura foi agitada “overnight” (4 °C). O extrato foi clarificado pela adi¢io de um volume
igual de cloroférmio/n-butanol (1:1, v/v) seguido de centrifugacio a 12.000 x g por 15
minutos. A fase aquosa foi recuperada e o virus concentrado pela adiciio de 10% (p/v) de
polietilenoglicol (MW 10.000) e 2% (p/v) de NaCl. O precipitado foi recuperado pela
centrifugacdo a 12.000 x g por 20 minutos e os “pellets” foram ressuspensos em 100 mM de
tampdo NaKPO,, pH 7.0, contendo 0,65% (v/v) de Triton X-100. O extrato parcialmente
purificado foi clarificado por centrifugacdio a 20.000 x g por 15 minutos e o virus foi entdo
concentrado por ultracentrifugaciio a 148.000 x g por 90 minutos, sobre um colchio de
-~ sacarose-de 5,0 mL -a 30% em 100'mM de tampio NaKPOjy, pH 7,0. Os “pellets” formados
foram ressuspenso§ neste mesmo tampdo, colocados sobre um gradiente de sacarose de 10 —
40 % e centrifugados a 130.000 x g por 3 horas e 35 minutos, a 6 °C. O gradiente foi
fracionado em aliquotas de 1,0 mL, comegando pela base do tubo, usando um fracionador de
gradiente de densidade (Isco, modelo 185). As fragdes contendo as particulas virais livres de
contaminantes foram coletadas ¢ agrupadas, para concentrar o virus numa Gnica amostra,

centrifugando-as novamente por uma hora e trinta minutos a 223.000 x g a4 °C. O “pellet”
final, contendo as particulas, foi ressuspenso em 500 pL de 10 mM de tampédo NaKPO,, pH

7,0. A concentragio do virus das preparacdes purificadas foi estimada em um
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espectrofotdmetro Beckman (DU-40) usando um coeficiente de extingdo de 8,6 (1,0 mg/mL a
260 nm em cubeta de 1,0 cm de caminho optico) segundo Takanami & Kubo (1979).
A pureza das particulas virais foi monitorada durante as vérias etapas do processo de

purificacfio, através de microscopia eletrdnica de transmissdo.

3.4. Determinacdo da Densidade da Particuia Viral

G “pellet” final obtido no processo de purificacfio, ja contendo o virus purificado, foi
coletado e utilizado para determinar a densidade da particula viral.

A densidade do virus foi entfio determinada por ultracentrifugago da amostra, em uma
solucdo de CsySO4 a 31% (p/p) em 100 mM de tampio NaKPO,, pH 6,0, por 24 horas a
223.000 x g, a temperatura de¢ 20 °C. O gradiente formado durante a centrifugagio foi
fracionado em aliquotas de 0,25 mL e observadas ao microscépio eletronico, para verificar a
presenga do virus. O indice de refraciio das amostras contendo o virus foi determinado num
refratbmetro modelo Abbe. A densidade do meio contendo as particulas virais foi ento
calculada segundo a formula:

p* = 10,2402 n* — 12,6483 onde p* = densidade g/c’ e ™= indice de refragio a 25 °C

(Bruner & Vinograd, 1965).

3.5. Microscopia Eletronica de Transmissio

Amostras purificadas de virus ¢ parcialmente purificadas foram montadas em grades de

cobre para microscopia eletronica, cobertas com Formvar e carbono e contrastadas com 1% de
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acido fosfotingstico, pH 5,0 (PTA), contendo 100 pg/mL de Bacitracin como espalhante. A
observacio das particulas foi feita em um microscdpio eletrbnico de transmissio Philips

modelo CM 12. A calibragdo do microscépio eletrénico foi feita conforme descrigdo feita por

Wrigley (1968).

3.6. Produgio de Anti-Sore para o ScYLV

Anti-soro policlonal foi produzido pela imunizacio de dois coelhos da raca Branco da
Nova Zelandia, com uma injecdo subcutdnea primdria de 50 pg de virus purificado
emulsificado com adjuvante Hunter TiterMax (Sigma-Aldrich). Outras trés injeces
subcutdneas de virus de 20 pg cada, emulsificadas com adjuvante incompleto de Freund,
foram administradas subseqiientemente em intervalos de duas semanas. Amostras de sangue
foram coletadas em intervalos de uma semana, sendo a primeira amostra coletada duas
semanas ap6s a tltima injesio. O sangue coletado foi coagulado pdf 1 hora a 37 °C e
submetido a centrifugagdo a 10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante contendo o soro foi
coletado e mantido a 4 °C. O titulo do anti-soro foi determinado por uma variagdo da técnica
de ELISA, denominada de PTA-ELISA (“Plate Trapped Antigen™) como descrito por Mowat
& Dawson (1987). A primeira etapa deste método consiste em incubar na placa de ELISA,
amostras contendo o virus purificado, diluido em tampiio carbonato, para avaliar a
especificidade do anti-soro para o ScYLV e extrato de folhas de cana-de-aglicar sadias
(“seedlings™) como controle, para a possivel deteccdo de anticorpos inespecificos, também
preparado em tampéo carbonato, na proporgdo de 1,0 grama de tecido para 5,0 mL de tampéo.

Quatro replicagSes foram usadas para cada amostra. Ap6s lavagem, as amostras de anti-soro a

38



serem testadas, diluidas de 1:1.000 at¢ 1:40.000 foram colocadas na placa ¢ incubadas. Em
seguida, apos lavagem, adicionou-se o anticorpo secunddrio, preparado contra a IgG de coelho
(“Goat anti-rabbit immunoglobulin G” - Sigma-Aldrich), conjugado com fosfatase alcalina
diluido 1:35.000. Finalmente foi adicionado o substrato PNPP (p-nitrophenylphosphate), na
concentracdio de 0,5 mg/ml. e a absorbéncia a 405 nm determinada apos 1 hora da adigdo do
substrato.

A purificacfio das imunoglobulinas contidas no soro foi feita por precipitagdo com uma
solugiio de sulfato de amodnia, 50% de saturagfio e separadas através de uma coluna de
cromatografia de DEAE-Cellulose. Aliquotas de 1,0 mL eluidas da coluna foram avaliadas no
espectrofotdbmetro em UV (280 nm) e todas aquelas cuja absorbéncia era superior a 0,500
foram agrupadas e ajustadas para uma concentragio final de IgG de 1,0 mg/mL. A conjugagio
da IgG com a enzima fosfatase alcalina (IgG-AP), foi feita utilizando 0,06% de glutaraldeido,
deixando por 4 horas a temperatura ambiente {(MacKenzie, 1990). Esta mistura foi entfio
dialisado em tampdo 10 mM NaKPOy, pH 7,4 contendo 0,85% de NaCl e 0,02% de KCI, para
remover o glutaraldeido. A esta solugdo; foi adicionads BSA (Alburiing de Soro Bovino), ha

concentragdo de 5,0 mg/ml, para preservar o conjugado.

3.7. Testes Serolégicos

O teste ELISA utilizado foi o “Double Antibody Sandwich” ou DAS-ELISA como
descrito por Clark & Adams (1977), com algumas modificacdes. A técnica de DAS-ELISA foi
utilizada para o diagnéstico de todas as plantas utilizadas neste trabalho ¢ também para

comparagOes serolégicas com outros luteovirus.
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As placas de ELISA foram cobertas com 100 pL do anti-soro produzido para o ScYLV
(AS-ScYLV), na dilui¢do de 1:1.000 ou com IgG purificada desse anti-soro (1,0 ug/mL), em
tampéo carbonato, pH 9.6. Anti-soros preparados contra outros luteovirus foram utilizados,
tais como: BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-RMV e BYDV-SGV, obtidos da firma Agdia.
Anti-soros para o PLRV, BLRV e para o BWYV foram obtidos da American Type Culture
Collection.

As amostras testadas foram preparadas triturando 1,0 g de tecido foliar com N> Hquido
e homogeneizadas em 5 volumes de tamp&o 100 mM NaKPG;, pH 6.0, acrescido de 1% (p/v)
de Na;S0;, e 0,05% (v/v) de Tween-20. Os extratos foram centrifugados a 12.000 x g por 15
minutos ¢ 100 ul do sobrenadante foram usados para incubar a placa. Para avaliar a
especificidade do AS-ScYLV foram utilizadas amostras de plantas infectadas com outros
luteovirus. Folhas de aveia infectadas por diferentes estirpes do BYDV, (fornecidas pelo Dr.
F. Gilldow, Pennsylvania State University) e¢ folhas de batata infectadas com PLRV, de
beterraba com BWYV e de feijdo pelo BLRV (fornecidas pelo Dr. E. Banttari, University of
Minnesota), foram extraidas seguindo 0 mesmo método de eXtrac;éb ﬁsado para as plantas de
cana. Plantas de cana-de-agticar obtidas por sementes (“seedlings™), foram utilizadas como
controle sadio.

O conjugado de imunoglobulina G com fosfatase alcalina (1gG-AP) foi diluido a
1:1.000 em tamp8o Tris/HCI 20 mM, pH 7.4, contendo 150 mM de NaCl, 0,05% (v/v) de
Tween-20 (TTBS), 0,2% (p/v) de BSA (Albumina de Soro Bovino) ¢ 2% de leite em po
despatado (Bio-Rad). Entre as primeiras etapas, a lavagem das placas foi feita com tampio
PBST, sendo as iiltimas feitas com tampio TTBS. Todas as etapas foram incubadas por 4
horas & temperatura ambiente ou “overnight” a 4 °C. Apés a incubagfio das placas com o

conjugado, foi adicionado o substrato PNPP (p-nitrofenil fosfato), na concentragéo de 0,5
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mg/ml. A absorbancia foi lida a 405 nm, num leitor de ELISA (BioRad), comecando apds 1
hora da adigfio do substrato. As amostras com absorbéncia maior que duas vezes a média dos
controles negativos (“seedlings™) foram consideradas positivas.

A concentragfio do virus foi determinada através de DAS-ELISA, baseando-se numa
curva padréo feita com diferentes concentragdes do virus purificado (200, 100, 50, 25, 12,5 ¢
6,25 ng/mL).

Os testes de ISEM foram feitos segundo Vega e al. (1995), com algumas
modifica¢cdes. Telinhas de cobre para microscopia eletrdnica previamente cobertas com
Formvar e carbono, foram incubadas com anti-soro preparado para o virus (AS-ScYLV),
diluido a 1:1.000, por 45 minutos 4 temperatura ambiente. Apés lavagem com tampéo 10 mM
NaKPO,, pH 7.0, as telinhas foram incubadas com extratos de folhas maceradas, conforme
descrito para 0 teste de DAS-ELISA, durante 2-3 horas & temperatura ambiente. Apoés
incubag@io com o extrato, as telinhas foram novamente lavadas e contrastadas com 1% de

acido fosfotingstico (PTA), pH 5,0 para observacfio ao microscopio eletronico.

3.8. RT-PCR (Reacio em Cadecia da Polimerase)

A técnica de RT-PCR aqui empregada seguiu protocolo descrito por Gongalves et al.
(2002), com algumas modifica¢des, utilizando-se “primers” que amplificam um fragmento de
450 pb da regifio que codifica o capsideo viral (gentilmente fornecidos pelo Dr. M. C.
Gongalves, Instituto Biologico/SP). As seqiiéncias dos primers foram as seguintes: sense primer
~ P1 Forward — “SCF” (posi¢o 3660-3882) GCT.AAC.CGC.TCA.CGA.AGG.AAT GT; antisense
primer — P2 Reverse- “SCR” (posicio 4091-4109) GAA.GGG.GGC.CGG.GAA.GAC.T.

(Pharmacia Biotech, Netherlands).
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Para extragio do RNA total, amostras de folhas de cana-de-acucar foram trituradas
com N liquido e uma quantidade equivalente a 500 ul. do pé obtido homogeneizada em 1,0
mlL de Trizol (Gibco). A este volume, foram adicionados 200 uL de cloroférmio e
centrifugados a 12.000 x g por 15 minutos. Ap6s centrifugar, a fase aquosa foi retirada,
misturada com igual volume de isopropanol e novamente centrifugada a 12.000 x g por 5
minutos. O “pellet” contendo 0 RNA foi lavado com etanol 75% e ressuspense em 50 pL de
agua milli Q estéril e conservado a —20°C.

Para obteng&o da primeira fita de DNA (¢DNA), o material foi incubado a 95 °C por 5
minutos, para desnaturagdio do 4cido nucléico e a 40 °C por 10 minutos, para OCorrer o
anelamento. O meio de reagdio da transcriptase reversa continha 1,0 uL de reverse primer
antisense (SCR), 3,0 uL. do RNA extraido da amostra e 4,0 pL de uma mistura contendo 5 X
Strand Buffer (Gibco), 1,0 ul. de RNA Guard (Gibeo), 1,0 uL de 0.1 M DTT, 1,0 uL de 10
mM dNTP (mix de nucleotideos) ¢ 200 U da Superscript I (Gibco). As amostras foram
incubadas por 10 minutos 4 temperatura ambiente € em segmda por 1 horaa 37 °C.

A mistura para a reacio de PCR consistiu de 5,0 pL de 10 X PCR Buffer (Gibco), 1,5
HL de 50 mM Mg Cl; (Gibco), 1,0 uL de 10 mM dNTP (mix de nucleotideos), 2,5 uL de
reverse primer antisense (SCR), 2,5 pL de forward primer (SCF), 0.5 ul da enzima Tag
polimerase (Amplitaq Gold — Perkin Elmer), 34 uL de H,O ¢ 3,0 uL da preparacdio contendo a
primeira fita de cDNA. O marcador de peso molecular (“Ladder” 1 kb) utilizado foi obtido da
Gibco. As amplificagdes foram feitas no termociclador, Perkin Elmer Gene Amp, PCR System
2400, incubando inicialmente por 10 minutos a 94 °C ¢ a seguir 40 ciclos de 30 segundos a 94
°C, 1 minuto a 60 °C e 2 minutos a 72°C. Foi acrescida, no final, uma etapa adicional de 7

minutos também a 72°C.
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3.9. Analises Eletroforéticas da Proteina Viral

Amostras contendo 30 pL do virus purificado foram submetidas a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) num sistema descontinuo (Laemmli,
1970), usando gel concentrador de 5% e gel separador de 12%. A eletroforese foi feita em 110
V por 105 minutos utilizando-se a unidade de eletroforese vertical Mini-Protean (Bio-Rad). As
bandas polipeptidicas foram visualizadas pelo contraste com Coomassie-Blue R 250 (Sigma-
Aldrich) e a massa molecular relativa (M,) dos polipeptideos foi estimada por analises de
regresséo exponencial com marcadores de proteina a cada 10 Kda (GIBCO).

O teste de Western blot foi feito apds transferéncia eletroforética dos polipeptideos
para a membrana de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas por dois minutos em 2%
de Tween-20 e incubadas “overnight” a 4 °C com anticorpo primario (AS-ScYLV) diluido a
1:5.000 em TTBS contendo 1% de gelatina (Bio Rad). Apds lavagem com TTBS, as
membranas foram incubadas por 4 horas & temperatura ambiente com o conjugado “Goat anti-
rabbit immunoglobulin G — alkaline phosphatase™ (Sigma-Aldrich) na dilui¢do de 1:30.000 em
tampZio TTBS contendo 1% de gelatina (Bio Rad). Marcadores de peso molecular biotinilados
(Bio-Rad) foram detectados com o conjugado Extravidin-Alkaline phosphatase (Sigma-
Aldrich). As membranas foram incubadas por alguns minutos (5 — 10 minutos) na solugio
BCIP/NBT contendo 8 mg de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-phosphate) e 16 mg de NBT
(nitroblue tetrazoliumy), até que as bandas de proteinas pudessem ser visualizadas.

Para verificar a possivel glicosilagio da proteina do capsideo viral, amostras
purificadas do virus foram submetidas a eletroforese como descrito acima ¢ ap6s transferéncia
para membrana de nitrocelulose, foi utilizado um kit especifico para deteccio de
glicoproteinas (“Immuno-blot Glycoprotein Detection” — Bio Rad), utilizando ovoalbumina

como proteina-padrio (1,0 mg/mlL). " ~§§ .. ]
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3.10. Caracterizaciio do Acido Nuciéico Viral

Amostras contendo 80 pg de virus purificados foram ressuspensas em 50 uL de
tampéo 10 x DNAse Buffer pH 7,5 (Promega) acrescido de 5.0 pL (cinco unidades) da enzima
desoxiribonuclease livre de ribonuclease (RQ 1 DNAse, Promega) e incubadas a 37 °C por 15
minutos, para digerir residuos de DNA vegetal. Proteinase K e SDS foram entfio adicionados a
uma concentracéo final de 1,0 pg/uL e 0,.5% (p/v) respectivamente e a mistura foi incubada a
37 °C por 30 minutos. Esta solugfio foi extraida duas vezes com um volume igual de
fenol/cloroférmio/lcool-isoamilico  (25:24:1) e, duas vezes com cloroférmio/dlcool-
isoamilico (24:1). O 4cido nucléico foi precipitado pela adicdo de 0,1 volume de tampéo
acetato de s6dio 3 M, pH 5,5 e um volume de isopropanol. O precipitado foi coletado por
centrifugacdo a 20.800 x g por 30 minutos, lavado com etanol a 70%, seco a vacuo e
ressuspenso em 10 mM de Tris/HCL, pH 7,5, contendo 1 mM de EDTA. O volume final foi
dividido em 10 aliquotas de 5,0 pL cada. Este volume foi entfio usado para estimar o tamanho
do 4cido nucléico, por eletroforese em gei de agérose 1% ¢6m 50 mM de tampé@o MOPS (3-N-
Morpholinopropanesulfonic acid), pH 7.0, contendo 40 mM de acetato de s6dio e 5 mM de
EDTA. Os marcadores de massa molecular de RNA de fita simples (0,2 a 10 Kb) foram
obtidos da Sigma-Aldrich. O tipo de 4cido nucléico foi determinado pela digestdo com

DNAse, RNAse e S-1-Nuclease, como descrito por Lockhart (1990).
3.11. Anadlises dos Acticares Soltiveis

Os materiais obtidos por cultura de micro-meristemas e cultivados em casa de

vegetagdo ndo atingiram a maturidade necessdria para as observacdes relacionadas ao

44



metabolismo de actcares. Além disso, ao serem testadas por DAS-ELISA, muitas plantas
ainda se encontravam infectadas pelo virus. Por esse motivo, para esses estudos foram
utilizados material sadio e infectado obtidos da triagem de plantas de campo através de testes
DAS-ELISA.

Onze variedades de cana-de-acucar (SP 80-3280, SP 85-3877, SP 80-1842, SP 81-
3250, SP 87-344, SP 80-185, SP 80-1816, SP 86-155, SP 87-396, SP 84-2025 € SP 71-6163),
foram analisadas quanto ao conteido de aglicares solUveis. As andlises foram divididas em 2
etapas, sendo a primeira feita com folhas inteiras (nervura + lamina foliar), da folha + 1 e a
segunda, separando-se a nervura central da ldmina foliar (folhas + 1 e + 4). Trés plantas
(replicagdes) de cada variedade, com aproximadamente 15 meses de idade foram submetidas a
analise de agtcares soluveis. Para isto foi preparado extrato de folhas na proporgfo de 1,0 g de
tecido para 5,0 mL de 4gua deionizada (milli ), centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a
4°C e filtrado através de membrana Millipore (0,45 pum). Aliquotas de 100 uL desse extrato

foram injetadas numa coluna de HPLC Shodex KS 801, usando o cromatografo Shimadzu (1.C

10 AD). Os principais picos de eluicdo obtidos foram identificados como correspondentes &

sacarose, glicose e frutose, por meio de padrdes e quantificados com base na area de cada um
deles.
Os dados obtidos foram submetidos & analise estatistica da varidncia e a comparagéo

das médias feita pelo teste de Tukey.

3.12. Determinacdes Enzimaticas — Atividade de Peroxidases

As analises para a determinacgfio enzimatica de peroxidases (EC 1.11.1.7) foram feitas

seguindo protocolo descrito por Peyrano ef al. (1997) com algumas modificagdes. Os ensaios
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foram feitos através da oxidagio de dois substratos, guaiacol e siringaldazina, sendo que o
primeiro detecta todas as isoformas de peroxidases e o segundo detecta as peroxidases ligadas
a parede celular e associadas a lignificago (Goldberg ef al., 1983).

As extragdes foram feitas com folhas (folha + 1) obtidas de plantas das variedades SP
84-2023, SP §1-3250 (sadias e infectadas) e de plantas de SP 71-6163 infectadas, mas com ou
sem sintomas visiveis.

As amostras de folhas foram trituradas com N, liquido e depois maceradas em 50 mM
tampdo fosfato pH 6,0, na propor¢do 1,0 g de tecido para 5,0 mL de tampdo. O extrato foi
centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos, “o pellet” foi descartado e o sobrenadante obtido foi
utilizado nos ensaios enziméticos.

O meio de reagfo para determinar a atividade da guaiacol-peroxidase foi composto de
5 mM de guaiacol (Sigma), 5 mM de H>O, (Merck) e 50 mM de tampio fosfato (NaH,POy)
pH 6,0 (NaOH). Para cada 3,0 mL do meio de reagfio, foram adicionados 30 uL do extrato
foliar. A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro a 470 nm e a leitura feita a cada
10 segundos, por um periodo de 3 minutos.

O meio de reagSio para determinar a atividade da siringaldazina-peroxidase foi
composto de 19 uM de siringaldazina (Sigma), 54 uM de H,0, (Merck) e 50 mM de tampéo
fosfato (NaH,PO4.H,O) pH 7,4, e a temperatura foi mantida aos 35 °C. Ap6s acrescentar 120
ul. do extrato foliar, foi determinada a absorbincia a 530 nm e a leitura feita a cada 10
segundos, por um periodo de 3 minutos.

Os dados obtidos foram submetidos 2 analise estatistica da varidncia ¢ a comparacio

das medias feita pelo teste de Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacio do Virus

4.1.1. Testes de Transmissio do Virus

Os testes de transmissdo do virus por inoculagio mecénica foram negativos. Nenhum
sintoma foi observado nas plantas de cana-de-agticar, milho, sorgo, Johnsongrass e Erianthus
sp. que foram inoculadas mecanicamente com extratos parcialmente purificados do ScYLV.
Nestas plantas nfo foram detectadas particulas do virus por microscopia eletronica nem por
DAS-ELISA.

A reprodugfio dos sintomas de amarelecimento da nervura, caracteristico da SAFCA,
foi obtida em plantas de cana-de-actcar da variedade CP 65-357 através da transmissdo do
virus por afideos. Os sintomas foram observados nas dez plantas inoculadas por afideos das
espécies M. sacchari (Figura 4) e R. muaidis, porém ndo uniformemente. Algumas plantas
desenvolveram os sintomas entre 6-8 semanas apos a inoculagfo, sendo que outras demoraram
mais para desenvolver os sintomas (num periodo de até 8 meses apds a inoculagfo). Os
sintomas da doenca ndo foram desenvolvidos nas plantas que haviam sido inoculadas pelo
afideo S. flava e também ndo foram detectadas particulas virais nestas plantas.

As plantas de milho, sorgo, Johnsongrass e Erianthus sp. que foram inoculadas da
mesma forma e pelos mesmos afideos (M. sacchari e R. maidis) nfo apresentaram os sintomas

da doenca apds inoculacfio e também apresentaram resultados negativos nos testes serolégicos.
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Figura 4. Inicio dos sintomas tipicos do amarelecimento foliar na variedade CP 65-357,
apos inoculacdo por Melanaphis sacchari alimentados em plantas infectadas pelo
ScYLV.

4.1.2. Purificacfio e Propriedades da Particula Viral

Nas tentativas de purificagfio do virus a partir de plantas do campo observou-se
freqiientemente a contaminacfio com bactérias flageladas, ficando dificil a eliminagio destas
durante o processo de purificaciio. Ao se usar folhas de plantas cultivadas em casa de
vegetagdo para purificagfo da particula viral, este tipo de contaminacdo ndo foi observada.

O procedimento aqui adotado para purificacdo do virus foi o resultado de vérias
combinagdes, sendo que durante a otimizac8io deste procedimento, foram introduzidas

modificagSes quanto aos tamp6es e enzimas de extraglo (Celluclast, Driselase, Extractase e

48



Ultrazym 100), uso de diferentes anti-oxidantes e os diferentes tipos de solventes orgénicos
utilizados durante a etapa de clarificagfo. Das enzimas testadas, os melhores resultados foram
obtidos com o uso da Celluclast, sendo que uma quantidade substancialmente menor de
particulas virais foi observada quando esta enzima foi omitida do tamp@o de extraco.
Também foi observada uma menor concentracfo de particulas virais quando a extragfio do
virus foi feita com a mesma enzima, porém em pHs 7,0 ou 8,0, sendo o pH 6,0 o melhor para a
atividade da enzima, resultando numa extracdo com uma maior concentracdo de particulas.
Este protocolo permitiu obter prepara¢Ges purificadas contendo alta concentragio de particulas
virais e livres de contaminantes. O rendimento de virus purificado foi equivalente a 200 pg/kg
de tecido foliar. Muitas amostras purificadas, quando observadas ao microscépio eletronico,
estavam contaminadas com estruturas do tipo isométricas, de didmetro aproximado de 15 nm,
interpretadas como proteinas da planta hospedeira. Tais estruturas, somente observadas em
alta magnificagdo, foram eliminadas das preparacSes com o uso da mistura cloroférmio/n-

butanol nas etapas de clarificagfo.

As particulas virais purificadas observadas ac microscépio eletrénico, contrastadas
com 1% de fosfotungstato de potdssio pH 5,0, apresentaram um didmetro aproximado de 25—
28 nm (Figura 5). Quando contrastadas do mesmo modo, mas em pH 6,0 ou 7,0, as particulas
pareciam deformadas (inchadas) e seu tamanho variava.

O espectro de absor¢fio em UV das amostras purificadas mostrou valores da relagio
Asgo/Aggy de 1,7 — 1,9. Para se determinar a densidade da particula, foram feitos testes de
estabilidade do virus utilizando soluc¢@es de sulfato de césio (Cs,SO,) e cloreto de césio (CsCl)
em pH 6,0, 7,0 e 8,0. Apos a ultracentrifugaciio do gradiente, foi verificada uma baixa
concentracdo de particulas virais ¢ a deformacfio das mesmas por meio da observagio ao
microscopio eletrénico, quando usado CsCl em pH 7,0 ou 8,0, ao passo que em pH 6,0 com

Cs,S0; observou-se grande niimero de particulas sem deformag#o. Isto permitiu concluir que
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o virus ¢ mais estdvel em pH 6,0 em meio contendo Cs,SO4. Nestas condi¢des a densidade das

particulas virais mostrou ser de 1,30 g/em’.

Figura 5. Particulas virais purificadas a partir de folhas de cana-de-agucar infectadas pelo
ScYLV. Preparagdo apds a ultracentrifugagio em gradiente de sacarose, diluida cinco vezes e
contrastada com fosfotungstato de potassio em pH 5,0. Observar a alta concentracdo de
particulas. (Aumento: 80.000 X).

4.1.3. Caracterizacio da Proteina Viral

Analises eletroforéticas das particulas virais purificadas do ScYLV continham uma
proteina principal de aproximadamente 27 kDa a qual demonstrou ser um tnico polipeptideo,
representado como uma tUnica banda, detectada pelo contraste com Coomassie blue (Figura
6A). Uma protefna migrando na mesma posicio foi detectada por testes de Western blot
usando o anti-soro para o ScYLV, que provavelmente corresponde & proteina do capsideo

viraLi Uma proteina adicicnal de Vaproximadamente 58 kDa e quatro menores (25 - 17 kDa)
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foram detectadas usando o mesmo anti-soro (Figura 6B, linha 2). Anti-soro para BYDV-RPV
também detectou duas bandas, a principal de 27 kDa e uma adicional de 58 kDa (Figura 6B,
linha 1). Nenhuma das proteinas presentes nas preparagbes purificadas do ScYLV foram
detectadas por anti-soro preparado contra plantas sadias de cana-de-agtcar e o anti-soro para o
ScYLV nfo detectou nenhuma banda em amostras parcialmente purificadas de plantas sadias
de cana-de-agtcar.

A proteina do capsideo viral nfo era glicosilada (figura 7, linha 3), pois nfo foi
detectada no teste para proteinas glicosiladas. Somente a proteina controle, ovoalbumina, foi

detectada neste ensaio (figura 7, linha 2).
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Figura 6. Analises eletroforéticas e serologicas do ScYLV (SDS-PAGE e Western blot). A:
Detecgio de um unico polipeptideo de 27-kDa (indicado pela seta) contrastado por Coomassie
blue (linha 2). Linha 1 contém os marcadores moleculares. B: Polipeptideos detectados por
Western blot ap6s SDS-PAGE. Linha 1: polipeptideos detectados por anticorpos preparados
para o BYDV - RPV; linha 2: polipeptideos detectados por anticorpos contra o ScYLV; linha
3: marcadores biotinilados de peso molecular; os tamanhos estfo indicados a direita.

1 2 3

Figura 7. Andlise eletroforética da protefna viral apés transferéncia para membrana de
nitrocelulose. Linha 1 = Marcador Molecular; Linha 2 = Ovoalbumina usada como padrio
apos contraste com solu¢do de BCIP/NBT; Linha 3 = Amostra purificada do ScYLV.
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4.1.4. Caracterizaciio do Acide Nucléico Viral

Os primeiros ensaios para extra¢do do 4cido nucléico a partir de amostras purificadas
do virus foram negativos. No entanto, quando o tratamento com a enzima Proteinase K foi
adicionado ao processo de extracio, o resultado obtido foi positivo.

O 4cido nucléico extraido das particulas virais do ScYLV migrou sob condigdes
denaturantes em gel de agarose, como uma tinica espécie cujo tamanho foi estimado em 5,8 kb
(Figura 8, linha 2). Este componente foi completamente digerido pelas enzimas RNAse e
nuclease S1 (Figura 8, linha 1), mas n#o foi afetado pela DNAse confirmando a natureza do

acido nucléico do Sc YLV, como sendo de RNA de fita simples.

Kb

Figura 8. RNA gendmico do ScYLV visualizado por brometo de etidio em eletroforese de gel
de agarose (linha 2). Tratamento com RNAse (linha 1). A direita (linha 3) estfo os marcadores
de peso molecular de RNA.
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4.2. Meétodos de Diagnéstico

4.2.1. Producéo de Anti-Soro para o ScYLV

As primeiras imunizagdes, feitas em um wnico coelho originaram anti-soro que reagia
positivamente com o extrato de plantas de cana sadias, em testes de PTA-ELISA. Estas
preparacSes purificadas do virus mostraram estar contaminadas com protefnas da planta
hospedeira, visiveis ao microscopio eletrdnico como estruturas isométricas, com didmetro
aproximado de 15 nm. Apés modificagdes do protocolo de purificacio do virus, tais
contaminagdes das preparagSes purificadas nfo foram mais observadas, eliminando entdo a
reagdo inespecifica.

Utilizando-se de preparacdes melhor purificadas, dois coelhos foram imunizados e
submetidos 4 sangria ap6s duas semanas da tltima injecfo com o antigeno. Todas as sangrias,
cinco no total, foram testadas por PTA-ELISA para avaliacio da produgdo de anticorpos.

O anti-soro obtido na quarta sangria, ap6s cinco semanas da tltima injecéio de virus, foi

0 de maior concentragio de anticorpos € mostrou valores em testes PTA-ELISA positivos até
para uma dilui¢o de 1:8.000. Houve uma diferenga na producgo de anticorpos entre os dois
coelhos, sendo utilizado para testes futuros o anti-soro do coelho com melhor resposta

imunogénica.

4.2.2. Testes Serolégicos

O teste de DAS-ELISA com anti-soro policlonal produzido contra o ScYLV detectou

eficientemente todos os isolados do virus, provenientes de diferentes origens (Tabela 1).
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Durante os primeiros ensaios do teste DAS-ELISA, foi observada uma reacdo
inespecifica com plantas sadias de cana-de-agucar, resultando em leituras com valores
préximos do controle infectado (background reaction). No entanto, esta reagdo inespecifica foi
contornada adicionando-se 5% de leite em p6 desnatado (Non-fat Dry Milk — BioRad) ao
tampéo de diluicdo do conjugado. Apés a otimizagdo do teste, esta técnica mostrou-se muito
eficiente ¢ sensivel para deteccio do ScYLV e por esta razdo foi o método adotado para o

diagnéstico das variedades aqui utilizadas.

Tabela 1. Testes de DAS-ELISA com anti-soro produzido para o ScYLV. Médias de quatro
pocinhos apés 2 horas da adi¢fo do substrato. ¢/s = com sintomas; s/s = sem sintomas

Amostras Abs. (405 nm)
Seedlings (controle negativo) 0,084
SP 71-6163 (c/s) 0,765
SP 70-1143 (s/s) 0,832
SP 81-3250 (s/s) 0,090
SP 81-3250 (c/s) 0,873
H 73-6110 (c/s) 0,775
CP 65-357 (c/s) 0,880
Folhas de Batata — Sadia 0,050
Folhas de Batata - PLRV 0,055
Folhas de Beterraba — Sadia 0,048
Folhas de Beterraba - BWYV 0,054
Folhas de Feijio - Sadia 0,043
Folhas de Feijao - BLRV 0,045
Folhas de Aveia - Sadia 0,035
Folhas de Aveia BYDV - PAV 0,046
Folhas de Aveia BYDV - MAV 0,040
Folhas de Aveia BYDV — RPV 0,045
Folhas de Aveia BYDV — RMV 0,050
Folhas de Aveia BYDV - SGV 0,050
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O teste DAS-ELISA desenvolvido deu resultados negativos para amostras de plantas
infectadas por outros luteovirus (PLRV, BLRV, BWYV e BYDV), mostrando a especificidade
do anti-soro para 0 ScYLV. Do mesmo modo, quando testes comerciais (Agdia) de DAS-
ELISA, utilizando-se de anti-soro preparado para outros luteovirus (BYDV, BLRV, PLRV e
BWYYV) foram feitos com amostras de cana infectadas pelo ScYLV, os resultados foram
também negativos. O anti-soro produzido também mostrou-se eficiente nos testes de
microscopia eletronica de imuno-adsor¢do (ISEM), confirmando os resultados obtidos por

DAS-ELISA.

4.2.3. Quantificacio do ScYLV

Para avaliar a possibilidade de empregar 0 método DAS-ELISA para determinacdes
quantitativas do virus foram realizados ensaios com concentra¢des conhecidas do virus

purificado. Os valores de absorbdncia obtidos com diferentes concentragdes de virus

mostraram alto nivel de correlagio com o logaritmo da concentragfo viral, permitindo o ajuste
de uma reta de regressio com R%= 0,994 (figura 9). Considerando que nos experimentos para a
quantificagio do virus, a absorbancia observada nos testes de material sadio foi em média 0,02
¢ que para considerar um resultado positivo a leitura deve ser duas vezes esse valor, a
sensibilidade do método seria de aproximadamente 4,0 ng/mL (ou 400 pg por pocinho da

placa de ELISA usando amostras de 100 pL).
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Figura 9. Curva padrfio feita com seis concentragdes do virus purificado para quantificagfo do
ScYLV em testes DAS-ELISA.

4.2.4. RT -PCR (Reacdio em Cadeia da Polimerase)

A técnica de RT-PCR aqui utilizada apresentou muita sensibilidade e especificidade e
detectou eficientemente o virus em estudo — ScYLV (figura 10). Esta técnica foi capaz de
detectar quantidades menores de virus quando comparada com a de DAS-ELISA, sugerindo
sensibilidade relativamente superior, pois como mostra a tabela 2 houve um caso de resultado

negativo para ELISA que foi positivo para RT-PCR.
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Tabela 2. Comparacio entre resultados de diagnéstico por
DAS-ELISA ¢ RT-PCR.
- = negativo + = indica intensidade da reacéo.

Variedades DAS-ELISA RT-PCR

Seedlings - -

SP 81-3250 (micromeristema) - +
SP 70-1143 (micromeristema) ++ ++
SP 71-6163 (micromeristema) ++ ++
SP 80-1842 ++ ++
SP 80-1816 ++ ++
SP 86-155 ++ ++
SP 85-3877 - -

SP 87-396 - -

No caso do material de SP 81-3250 proveniente de cultura de micro-meristema, o
resultado positivo para RT-PCR (figura 11) e negativo para DAS-ELISA, provavelmente se
deve ao fato de que-estas-plantas, quando testadas eram muito novas-e a concentracdo do virus
nos tecidos, extremamente baixa. Porém, quando as duas técnicas foram comparadas e usadas
para detecgfio do virus em plantas adultas, ambas mostraram especificidade e sensibilidade
similares (figura 10). Em fungfio destes resultados, foi adotado entfio o uso da técnica DAS-
ELISA, por ser esta a mais simples, por permitir testar um grande ntimero de amostras e por

S€T MEenos onerosa.
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Figuras 10 e 11: Testes de RT-PCR em gel de agarose com Brometo de Etideo com primers

especificos para o ScYLV.

P1234586 78 9
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Figura 10. Amostras obtidas no campo. P = Padrfio de peso molecular, 1= Seedlings (controle
sadio), 2= SP 81-3250 (sadia), 3= SP 70-1143 (infectada), 4= SP 71-6163 (infectada), 5= SP
80-1842 (sadia), 6= SP 81-3250 (infectada), 7= SP 70-1143 (infectada), 8= SP 71-6163
(infectada) e 9= SP 71-6163 (infectada). A seta indica a posi¢do da banda do produto da
amplificacfo.

| 450 pb

Figura 11. Amostras obtidas na casa de vegetacfio. P = Padrio de peso molecular, 1 =
Seedlings (controle sadio), 2 = SP 81-3250 (micro-meristema, infectada), 3 = SP 81-3250
(micro-meristema, infectada), 4 = SP 70-1143 (micro-meristema, sadia), 5 = SP 70-1143
(micro-meristema, sadia), 6 = SP 71-6163 (micro-meristema, infectada), 7 = SP 71-6163
(micro-meristema, infectada), 8 = SP 85-3877 (sadia), 9 = SP 81-3250 (infectada), 10 = SP 87-
396 (sadia) ¢ 11 = SP 71-6163 (infectada). A seta indica a posi¢io da banda do produto da
amplificacdo.
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4.3. Fisiopatologia

4.3.1. Concentraciio do Virus em Plantas de Cana-de-Acticar Originadas no Campo

Baseando-se nos resultados obtidos na curva padrio, a técnica DAS-ELISA foi entiio
utilizada para avaliar a concentragfio do virus em diferentes variedades de cana-de-actcar, que
apresentam diferencas na manifestaco dos sintomas. Para isso foram atribuidas notas de 1 a 4
segundo a intensidade dos sintomas, sendo 1 para variedades sem sintomas e 4 para variedades
com os sintomas mais severos. Tanto a dosagem do virus como a atribuicdo das notas foram
feitas nas folhas + 1 de plantas com 15 meses de idade. Em cada teste de DAS-ELISA foram
incluidas algumas concentragdes conhecidas do virus purificado, como padrio para
quantificagfo do virus.

Tabela 3. Contetido da concentragio viral em variedades de cana-de-ag¢ucar com diferentes

niveis de sensibilidade ao virus. Valores representam a média de quatro pocinhos. As notas
das variedades foram atribuidas na ocasidio da coleta.

Variedades Nota de sensibilidade [Virus] ng/mL
da variedade - sintomas
Controle Sadio 1 Negativo
SP 71-6163 4 9,1129
SP 81-3250 3 8,2436
SP 84-2025 3 7,8406
SP 80-185 2 7,3952
SP 70-1143 1 15,1697
SP 80-1842 1 5,6604
SP 80-3280 1 7,5198
SP 87-344 1 11,1361
SP 80-1816 1 56133
SP 86-155 1 6,5242
SP 85-3877 1 Negativo
SP 87-396 1 Negativo
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Algumas variedades originadas do campo apresentaram-se livres do virus, ac passo que
outras seis variedades com a mesma nota de sintomas (nota 1= sem sintomas) apresentaram
concentragdes virais variaveis (tabela 3).

Entre as variedades infectadas pelo ScYLV, a variedade SP 71-6163 foi a mais sensivel
ao virus, mosirando sintomas severos da infec¢do (nota 4). No entanto, quando testada por
DAS-ELISA, mostrou concentracio viral relativamente baixa, com valores de absorbincia
entre 4 a 5 vezes maiores que os do controle sadio (tabela 3). As variedades SP 81-3250, SP
84-2025 ¢ SP 80-185 mostram sintomas menos severos, € apresentaram concentra¢io
ligeiramente menor de virus. Porém, as variedades SP 70-1143, SP 80-1842, SP 87-344, SP
80-1816 ¢ SP 86-155, que ndo apresentam sintomas de infec¢fio pelo virus (nota 1), quando
testadas por DAS-ELISA, mostraram resultados positivos 4 infecgfo, sendo que algumas
mostraram concentragfio do virus bem maior que nas variedades sensiveis, com valores de
absorbancia entre 6 ¢ 7 vezes maiores que os do controle sadio. As variedades SP 85-3877 ¢

SP 87-396 ndo apresentaram sintomas de infec¢fio pelo virus e mostraram estar livres dele,

com valores deabsorbéncia semelhantes aos do controle sadio.
Estes resultados mostraram que nfio hd uma relagfio direta entre a concentracio do

virus e a intensidade dos sintomas, quando as compara¢des foram feitas entre diferentes

variedades.

4.3.2. Distribuicfio do Virus em Folhas com Diferentes Idades em Variedades Sensiveis

Um estudo da distribui¢fio do virus foi feito nas folhas +1 e + 4 de plantas cultivadas
em condi¢bes de campo com 15 meses de idade, utilizando apenas as variedades mais

sensiveis: SP 81-3250 e SP 84-2025 (sadias e infectadas) e SP 71-6163 (infectadas com e sem
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sintomas). A concentragdio do virus foi determinada na nervura principal e na 1amina foliar
separadamente (figura 12), através de DAS-ELISA, incluindo em cada teste concentragdes
conhecidas do virus purificado.

As analises feitas com folhas + 1 de plantas infectadas e com sintomas mostraram uma
maior concentragdo do virus na nervura (figura 13), com concentracio viral até nove vezes
maior que a concentragio detectada na l4mina da mesma folha (SP 71-6163).

Quando as folhas + 4 foram testadas da mesma maneira, observou-se uma dréstica
reduciio na concentraclio viral, nos dois tecidos (l4mina foliar e nervura), diminuindo a

diferenca da concentragdo do virus entre um tecido e outro (figura 13).

Figura 12. Nervura central extrafda de folhas +1 de cana-de-actcar, sadias (esquerda) e
infectadas pelo virus ScYLV.
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4.3.3. Actcares Soliveis
4.3.3.1 Contetido de Acticares nas Folhas de Diferentes Variedades

Para o estudo das alteragBes metabélicas associadas & infecgiio viral o ideal é fazer
comparagdes entre plantas da mesma variedade (geneticamente idénticas), de mesma idade e
crescendo nas mesmas condig¢es. No caso particular dos agtcares soltveis, verificou-se em
testes preliminares que unicamente em plantas préximas a maturacio (12-15 meses desde o
plantio) os agticares ocorriam em concentracSes suficientes para permitir sua dosagem de
forma consistente. Por este motivo foram utilizadas plantas de campo, com coletas feitas
proximas ao periodo de colheita (corte) para estas determinacdes, fato que limitou este estudo
as variedades disponiveis em campo com as caracteristicas requeridas para a comparag#o.
Sendo assim, as diferentes variedades de cana-de-agtcar coletadas no campo foram
primeiramente testadas por DAS-ELISA, para avaliar a presenca ou auséncia do virus, para
que depois pudessem ser submetidas as analises de acticares.

As dosagens foram realizadas em folhas + 1 (primeira folha totalmente expandida
saindo do cartucho), ou em folhas + 4 como indicado em cada um dos experimentos.

Com base nos dados de DAS-ELISA, as variedades testadas para andlises dos teores de
aglicares foram organizadas em trés grupos: 1) sadias; 2) infectadas sem sintomas e 3)
infectadas com sintomas.

O contetido de acticares nas folhas das variedades infectadas e com sintomas (grupo 3)
foi significativamente maior que o observado em plantas sadias ou sem sintomas representadas
pelos grupos 1 e 2 (Figura 14). Na variedade SP 71-6163 infectada e com sintomas, ©
contetido de agticares na folha + 1 atingiu valores até 4 vezes superior ao observado nos

grupos 1 e 2. N&o houve diferenca significativa entre a média do grupo de variedades sadias e
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a média do grupo de variedades infectadas sem sintomas. As diferencas observadas no
contetido de aglcares, entre as variedades de um mesmo grupo podem ser atribuidas as
diferengas genotipicas exisientes entre elas. No grupo de variedades infectadas e com sinfomas
charnoy a atengdo o alto valor alcancado na variedade SP 71-6163 (78,6 mg/g mf) que superou

em mais de 50% os valores observados nas outras variedades do mesmo grupo.
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4.3.3.2 Distribuigiio de Agticares em Folhas de Variedades Sensiveis com Diferentes Idades

A distribuicfio dos agticares soliveis em folhas +1 e + 4 foi examinada separadamenie
na nervura cenfral e na ldmina foliar, apenas nas variedades sensiveis ao virus: SP 84-2025, SP
81-3250 e SP 71-6163, sendo que para as duas primeiras variedades as comparagBes foram
feitas enire plantas sadias e infectadas com sintomas, € para a variedade 5P 71-6163 a
comparacio foi feita entre plantas infectadas, porém com e sem sintomas.

Os resultados (figura 15) mostraram que em plantas infectadas e com sintemas ocorreu
um grande aumento da concentracdo de aglcares, principalmente nas folhas novas (+1). Este
aumento € evidente na nervura ceniral, com 140 % de aumento em média e em menor medida
também na lamina foliar (100% em média). Nas folhas mais velhas (folhas +4) verificou-se
também aumento do contelido de aglicares, embora ndo tio expressivo quanto nas folhas +1.
Nestas folhas foi observado um aumento de 85 % na nervura central e de 61 % na ldmina
foliar. Embora o efeito da infecclio viral, com manifestaciio dos sintomas, sobre o contendo
dos agtcares soluveistenha sido evidente nas tréy variedades exaiiiinadas, ia SP71-6163 6 SP
81-3250 o aumento observado na ldmina das fothas +4 ndo foi estatisticamente significativo.

Neste experpmento pdde-se observar que houve uma diminuiclo significativa da
concentracio de agteares das folhas +4 em relagfio as folhas +1, tanto na nervura quanto na
l&mina foliar, efeito este provavelmente associado 4 senescéncia foliar. Esta diminuicfio dos

aglcares mostrou ser proporcionalmente mais intensa nas plantas infectadas e com sintornas.
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Figura 15. Distribui¢fio de agtcares soliiveis (sacarose, glicose e frutose} na nervura central e
na ldmina foliar de folhas +1 e + 4 em variedades senstveis ao virus. Médias de trés plantas.
Colunas com letras diferentes diferem significativamente, comparacio valida para a mesma
folha € mesmo tecido. (Tukey 5%).
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4.3.4. Atividade de Peroxidases

Os resultados dos ensaios espectrofotométricos da atividade enzimatica da guaiacol-
peroxidase estio exemplificados na figura 16. O grafico mostra a linearidade da reacio
enzimética com R® superior a 0,99 ¢ cujo coeficiente angular (A Abs por segundo ou
inclinacfo da reta) representa a atividade enzimatica presente no tecido examinado. A
atividade foi calculada em unidades de A Abs por minuto por grama de massa fresca e esses
dados calculados individualmente para cada uma das trés plantas testadas, foram submetidos a
andlises estatisticas. O resultado deste experimento estd resumido na figura 17.

Observou-se a existéncia de um padriio constante nas alteracBes da guaiacol-peroxidase
associadas a infeccdo e manifestagio dos sintomas causados pelo virus: as plantas infectadas
apresentaram atividade cerca de 50% maior que as sadias, incremen‘tc; este estatisticamente
significativo. O mesmo padrfio plde ser observado comparando plantas infectadas com
sintomas da variedade SP 71-6163 com plantas sem sintomas.

No entanto, comparando plantas de SP 71-6163 com sintomas fortes e plantas com
sintomas fracos, ndo houve diferenca na atividade das peroxidases examinadas (dados nfio

mostrados).
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Figura 16. Exemplo de teste de atividade da enzima peroxidase em plantas de cana-de-agticar,
sadias e infectadas pelo ScYLV, utilizando guaiacol como substrato.
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Figura 17. Atividade da guaiacol peroxidase em plantas sadias {s) e infectadas (i) de
diferentes variedades de cana-de-acticar. Para a variedade 71-6163 a comparacio foi feita
entre plantas infectadas, mas sem sintomas (ss) e com sintomas {cs). Médias de trés plantas
(repetigBes) % erro padrfio. Colunas com letras diferentes diferem stgnificativamente,
comparagdo valida para a mesma variedade (Tukey 5%).
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Os ensaios espectrofotométricos da atividade da siringaldazina peroxidase estio
exemplificados na figura 18. O grafico mostra a linearidade da reagdo enzimdtica, com R?
proximoe a 1 e cujo coeficiente angular (inclinac@io) representa a atividade da enzima presente
no tecido examinado. As atividades em A Abs por minuto e por grama de massa fresca foram
calculadas individualmente para cada uma das trés plantas testadas e os dades resultantes
submetidos 4 analise estatistica.

A figura 19 representa os resultados de atividade da siringaldazina peroxidase, que
meostra um padrio claro de alteragfio: as plantas infectadas e com sintoﬁ}as apresentavam uma
atividade enzimadtica cerca de 140% maior que os controles sadios ou sem sintomas. Este

incremento da atividade apresenta alia significdncia estatistica (p<0.01).
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Figura 18. Exemplo de teste de atividade da enzima peroxidase em plantas de cana-de-agtcar,
sadias e infectadas pelo ScYLYV, utilizando siringaldazina como substrato.
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Figura 19. Atividade da siringaldazina peroxidase em plantas sadias {s) e infectadas (i) de
diferentes variedades de cana-de-agucar. Para a variedade 71-61623 a comparacio foi feita
entre plantas infectadas, mas sem sintomas (ss) e com sintomas (¢s). Médias de trés plantas
(repetigbes}) £ erro padrfo. Celunas com letras diferentes diferem significativamente,
comparagio valida para a mesma variedade (Tukey 5%).
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5. DISCUSSAO

5.1.  Etielogia e Caracterizacio

Desde o surgimento dos primeiros sintomas observados no campo em 1990-91, varias
hipéteses foram consideradas em relagiio ao agente causal da Sindrome do Amarelecimento
Foliar da Cana-de-Agtcar (SAFCA), gerando controvérsias sobre a etiologia da doenga.

Os trabalhos de Vega (1994) e Vega er al. (1997) foram os primeiros a relatar uma
consistente associagio entre particulas do tipo luteovirus € a SAFCA, em tecidos de cana-de-
agicar com sintomas. O trabalho aqui apresentado baseou-se nestas evidéncias a fim de
comprovar (ratificar) a etiologia viral da doenca e promover a caracterizacio do seu agente
causal.

Baseando-se nos resultados obtidos neste trabalho, pdde-se concluir que o virus isolado
a partir de plantas de cana-de-acticar com sintomas de amarelecimento foliar e identificado
como Sugarcane Yellow Leaf Virus (ScYLV) é um luteovirus que se assemelha com outros
membros da familia Lufeoviridae por suas inimeras propriedades, que serdo apresentadas
conforme segue.

As tentativas de transmissdo mecénica do virus foram negativas. Estes resultados se
encaixam na descri¢do dos Iuteovirus, j& que estes nfo sdo transmitidos mecanicamente. Cada
espécie de virus que pertence & familia Luteoviridae ¢ transmitida somente por uma ou por
poucas espécies de afideos vetores (Miller & Rosochova, 1997). Os ensaios de transmissio do
virus com insetos vetores mostraram resultados positivos com duas espécies de afideos:
Melanaphis sacchari (espécie muito comum nos campos de cana-de-actcar) e Rhopalosiphum
maidis. A comprovacdo da transmissdo do virus pelos insetos vetores foi feita por meio da

observagdo das particulas virais ao microscopio eletrénico, por testes serolégicos de DAS-
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ELISA e por observagdo visual dos sintomas tipicos do amarelecimento foliar nas plantas
inoculadas. Sintomas de amarelecimento foliar também sdo indicativos de infec¢bes causadas
por luteovirus. Resultados negativos foram obtidos quando as tentativas de transmissdo foram
feitas com um outro afideo, Sipha flava, também bastante comum e cuja populacio atinge
altos niveis nos campos de cana-de-aglicar. Estes resultados referem-se 2 transmissio do virus
entre plantas de cana-de-agiicar (de plantas infectadas para plantas sadias), j4 que as tentativas
de transmissdo do virus para outras gramineas usando os mesmos afideos foram negativas.
Pbde-se concluir que o virus tem uma gama de hospedeiras muito estreita, aparentemente
restrita as espécies do género Saccharum. A gama de hospedeiras estreita é também uma
caracteristica fregiiente entre os luteovirus.

Néo foram detectadas particulas virais, nem foi observado o desenvolvimento de
sintomas em plantas infestadas com afideos que tinham se alimentado em plantas sem
sintomas e livres de virus. As particulas virais do ScYLV foram consistentemente detectadas

por microscopia eletrdnica em extratos parcialmente purificados, unicamente nas amostras de

material - infectado.. Nenhum -outro- tipo' de particula viral foi observado em mictoscopia

eletrdnica nas amostras examinadas durante o presente estudo. Estes resultados demonstram
que os sintomas tipicos da doenga em plantas de cana-de-aglicar estdio associados a infecgdo
pelo ScYLV e néo tém relagio com a infestagiio por insetos vetores ndo viruliferos. Estes
dados fornecem evidéncias sobre a patogenicidade do ScYLV, comprovando a hipdtese de ser
este o agente causal da SAFCA, ratificando a etiologia viral desta sindrome e completando os
Postulados de Koch (Scagliusi & Lockhart, 2000).

Testes de transmissdo do mesmo virus também foram feitos por Lopes er al. (1997),
que relatou a transmissdo de particulas do tipo luteovirus de plantas infectadas para plantas
sadias de cana-de-agiicar. Neste trabalho, a confirmagfio da transmissdo do virus foi feita por

meio de testes serologicos (ELISA) e pela observagiio de sintomas tipicos nas plantas
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inoculadas. Entretanto, a transmissdo do virus foi feita pelos afideos M. sacchari e também
por Sipha flava. A transmissdo por este ultimo afideo difere dos resultados aqui apresentados.
Uma possivel explicagdo para tal divergéncia seria a variagio na habilidade de transmissdo
entre populacdes de uma mesma espécie de afideo. Foi observado recentemente (Smyrnioudis
et al., 2001) que a eficiéncia de transmissdo do luteovirus BYDV-PAV pelo afideo R. padi
variou de 39% a 86%. Estas variagbes poderiam estar associadas com barreiras de circulagiio
do virus dentro do inseto vetor ou com uma dificuldade na capacidade de retencéio do virus
pelo afideo, provavelmente devido a interagdes do tipo “virus-afideo” ou “afideo-planta
hospedeira”. Este mesmo trabalho destaca o papel da temperatura na eficiéncia de transmissio
do virus pelo inseto vetor, ja que possivelmente este fator poderia influenciar o contetido de
virus presente nos tecidos infectados, a estabilidade do virus dentro do inseto vetor e os
padrdes de alimentagfio dos afideos.

Os dados aqui obtidos mostraram a transmissdo do ScYLV apenas para plantas de
hibridos comerciais de cana-de-agticar (Saccharum spp. L.). Entretanto, estudos feitos no
Hawaii (Schenk & Lehrer, 2000) mostraram que algumas espécies, como S, robustum, S.
spontaneum € S. sinensis sdo também hospedeiras naturais do virus. Esses mesmos autores
mostraram que o ScYLV pdde ser transmitido experimentalmente por M. sacchari para
espécies de Erianthus (uma graminea proxima da cana-de-acticar).

Se a cana de agucar fosse de fato a principal fonte de indculo deste virus, seria factivel
propor estratégias de controle da doenga, baseadas no uso de material propagativo livre de
virus, obtido por termoterapia seguido da cultura do meristema apical. Este procedimento tem
sido eficiente no caso do PLRV (Mellor & Stace-Smith, 1977), que ¢ também um luteovirus
que ocorre em batata, que assim como a cana-de-agiicar é propagada vegetativamente. Esta

estratégia iria permitir o uso comercial continuo de cultivares de cana-de-agiticar que foram
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selecionadas por qualidades agrondmicas desejdveis e por serem resistentes a outros
patogenos.

Em funcdo da baixa concentraciio dos luteovirus nos tecidos infectados, muitos
trabalhos foram feitos com o objetivo de se comparar e otimizar os métodos de extracdo e
purificagdo destes virus (D’Arcy ef al., 1983; Waterhouse & Helms, 1984; Matsubara e al.,
1985; D’ Arcy ef al., 1989).

A introdugio do uso de enzimas para degradacdo da parede celular, facilitando a
liberagdo da particula viral mostrou ser de valiosa utilidade, fazendo com que o rendimento
das purificacdes aumentasse drasticamente (Takanami & Kubo, 1979). Viarias enzimas ja
foram testadas, sendo a driselase a mais comumente usada, pois possui atividades de pectinase
e celulase. Inicialmente, a driselase foi usada no nosso trabatho durante as etapas de extracdo
do virus, mas devido ao seu alto custo tomou-se impossibilitado o seu uso, sendo
posteriormente substituida pela enzima Celluclast.

As dificuldades encontradas durante o processo de purificacdio estavam em sua maioria

relacionadas com -a-caracteristica - fibrosa - das - folhas de~ cana-de-agticar "¢ pela baixa

concentragio do virus na planta hospedeira, exigindo grande quantidade de tecido foliar para a
sua extragio. Outras dificuldades encontradas foram solucionadas com as modificagdes feitas
no protocolo original, usado nas preparaces preliminares, e se referiram as alteragGes quanto
ao pH dos tampdes € enzimas de extragio (Celluclast, Driselase, Extractase e Ultrazym 100),
ao uso de diferentes anti-oxidantes e aos diferentes tipos de solventes orgénicos utilizados
durante a etapa de clarificagdio. Ao final, o procedimento utilizado para purificacfio do virus
permitiu um rendimento equivalente a 200 ug de virus purificado por kg de tecido foliar,
resultado considerado excelente para os luteovirus, ja que por serem restritos ao floema, estdo

presentes em baixissima concentragfo nos tecidos infectados.
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O protocolo adotado permitiu a obten¢iio de particulas virais purificadas em alta
concentragdo e sem contaminagdo com fragmentos celulares da planta hospedeira,
possibilitando a caracterizagfo do virus e a producfio de anticorpos policlonais especificos,
eficientes para uso em métodos de diagnostico.

O didmetro das particulas virais purificadas, obtidas de tecidos infectados, quando
contrastadas com fosfotungstato de potassio 1% (com pH 5,0) e observadas ao microscopio
eletrénico mostrou ser de 24-28 nm. O didmetro ¢ o formato das particulas corresponde ao
observado e descrito para outros luteovirus (Waterhouse er al., 1988), no entanto variagies
podem ocorrer de acordo com o pH da soluglo e a substincia usada para o contraste
(Matsubara et al., 1985).

O espectro de absorgdo em UV das amostras purificadas mostrou valores da relagéo
Anse/Aggo de 1,7 — 1,9, que € a faixa de valores esperados para particulas virais isométricas
contendo entre 235 e 35 % de acido nucléico (Gibbs & Harrison, 1976).

A densidade da particula viral determinada em solu¢do de sulfato de césio a 31% e em
pH 6,0 mostrou ser de 1,30 g/em’. Comparacdes feitas com outros luteoviris mostraram
valores de densidade ligeiramente diferentes (1,32 — 1,42 g/cm’, Waterhouse er al., 1988), no
entanto estas determinagdes foram feitas em solugdes de cloreto de césio, ao passo que o
metodo aqui adotado utilizou sulfato de césio, j4 que o virus estudado mostrou ser instavel em
solucdes de cloreto de césio.

Analises eletroforéticas (SDS-PAGE) das proteinas presentes nas particulas virais
purificadas do ScYLV, utilizando Coomassie Blue mostraram a presenca de um tnico
polipeptideo de aproximadamente 27 kDa. Nos testes de Western blot, utilizando anti-soro
para o ScYLV, foram detectadas seis bandas: uma principal de aproximadamente 27 kDa, que
corresponde & proteina do capsideo viral, uma maior com tamanho aproximado de 58 kDa e

outras bandas menores variando entre 25 — 17 kDa. Estas pequenas bandas detectadas por
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immunoblotting logo acima da banda principal (27 kDa) parecem representar produtos de
degradacdio da proteina do capsideo. Tal degradacio pode ser devida a agfio de proteases da
planta hospedeira durante os estagios iniciais de purificacdo do virus, quando as particulas
virais foram expostas por longos periodos a enzimas presentes no extrato. A proteina de
aproximadamente 38 kDa detectada por immunoblotting corresponderia 3 proteina
“readthrough™ que foi relatada ocorrer nas particulas de outros luteovirus como o BYDV
(Waterhouse ef al., 1989; Cheng er al., 1994 ¢ Wang et al., 1995) e do PLRV (Bahner et al.,
1990), onde mostrou estar presente em proporgdes varidveis nas preparacdes purificadas
destes virus e que contém a seqiiéncia da proteina capsidial.

Quando a membrana de nitrocelulose foi tratada com anti-soro para o BYDV (RPV),
este detectou duas das seis bandas observadas com o anti-soro homologo (AS-ScYLV), com
tamanho aproximado de 27 e 58 kDa respectivamente. Esta relagdo seroldgica observada entre
0 ScYLV e o BYDV nos testes de Western blot, ndio foi observada pelas técnicas de DAS-

ELISA e ISEM.

aproximadamente 5,8 kb, o qual ¢ esperado conforme descrito para outros membros da familia
Luteoviridae (Mayo et al., 1982). Por ter sido completamente digerido pelas enzimas RNAse e
nuclease S1, foi confirmada a natureza do seu 4cido nucléico como sendo de RNA, também de

acordo com o esperado para os luteovirus.
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5.2. Métodos de Diagnostico e Relacdes Serologicas

Apds a otimizagfio do método de purificagdio do virus, wma alta concentragiio de
particuias virais foi obtida, sem contaminantes da planta hospedeira, possibilitando a producio
de um anti-soro policlonal especifico, til para fins de deteccio e diagndstico do virus.

Diferencas nas respostas imumoldgicas foram observadas nos animais imunizados
(coelhos 1 e 2), sendo que do animal niimero 2 foi obtida uma methor resposta: anti-soro com
maior titulo em PTA-ELISA. Como os dois animais foram imunizados da mesma forma e com
a mesma dose de antigeno, as diferencas na produgfio de anticorpos devem-se provavelmente
as diferencas individuais de cada animal na sua resposta imune.

Os testes preliminares de DAS-ELISA mostraram uma reagfio inespecifica (reagio de
background) utilizando-se extratos de plantas sadias de capa-de-aglicar. Estas reacOes
inespecificas foram eliminadas ao se adicionar leite em p6 desnatado (Skim milk — BioRad)
durante a etapa de incubagdo com o conjugado.

O anti-soro-aqui obtido mostrou alta especificidade para o ScYLV; nfio apresentando
reagdo com outros luteovirus (BYDV, BLRV, BWYV, PLRV) nos testes de DAS-ELISA.

Reciprocamente, através de testes de DAS-ELISA utilizando-se anti-soros para outros
luteovirus como BYDV, BLRV, BWYV, PLRV, nenhuma reaciio foi observada frente ao
ScYLV.

No entanto, conforme mencionado anteriormente, foi observado nos testes de Western
blot que o anti-soro para o BYDV (RPV) reagia com duas bandas protéicas caracteristicas do
ScYLV. Também foi relatada anteriormente (Vega er al., 1997) uma fraca relagfio serolégica
do ScYLV com o anti-soro para o BYDV isolado PAV, em testes de tissue printing e ISEM,
sendo que nos testes de PTA-ELISA os resultados com ¢ mesmo anti-sore (BYDV-PAV) ndo

foram conclusivos. Estas relagdes serologicas encontradas entre 0 ScYLV e o BYDV podem
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ser atribuidas & maior sensibilidade das técnicas que concentram ou mantém o antigeno numa
area especifica da membrana (como no Western blot), sem que ocorra sua dilui¢do no meio
liquido, como ocorre no teste de ELISA. Esta relagfio seroldgica deve ser considerada no
contexto de dados biolégicos e moleculares sobre o ScYLV hoje disponiveis, que indicam
majoritariamente que se trata de uma espécie de virus ndo descrita anteriormente (Harrison,
1999).

Lister e al. (1994) conseguiram infectar experimentalmente plantas de cana-de-aglcar
com o BYDV, mas nesse caso os sintomas de amarelecimento foliar nunca foram observados.
Por outro lado o ScYLV nfio foi transmitido de cana-de-agiicar para aveia nem por M.
sacchari nem por R. maidis (Lockhart ef al., 1996), contrariamente ao esperado se de fato o
ScYLV fosse uma estirpe do BYDV. Estas observagdes confirmam que 0 ScYLV e 0 BYDV
sdo luteovirus biologicamente distintos com um grau limitado de semelhanga antigénica,

A comparacio entre os resultados obtidos em testes de diagnostico através de DAS-

ELISA e RT-PCR mostrou um alto grau de coincidéncia, indicando sensibilidades

semelhantes para -0s-testes-rotineiros. Porém,quando amostras de piantasang das” peia B

cultura de micro-meristema foram testadas, a técnica de RT-PCR mostrou ser ligeiramente
superior, ja que detectou a presenca do virus em concentra¢cdes muito baixas. Neste caso as
bandas observadas no gel de RT-PCR apresentaram fraca intensidade, indicando uma
concentragdo do virus muito baixa, provavelmente abaixo do limite de sensibilidade do teste
de DAS-ELISA.

Diferentes niveis de sensibilidade foram relatados na literatura para detecgdo de outros
luteovirus pela técnica de DAS-ELISA. D’Arcy & Hewings (1986) trabalhando com trés
luteovirus (BYDV, BWYV e o SDV) conseguiram detectar concentragdes de até 1,6 ng/mL,
correspondendo 2 0,16 ng por pocinho da placa de ELISA, utilizando amosiras purificadas dos

virus estudados. Os resultados obtidos no nosso trabalho com amostras purificadas do virus
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mostraram sensibilidade de aproximadamente 4 ng/mL (ou 0,4 ng por pocinho da placa de
ELISA usando amostras de 100 pL).

Resultados semelhantes aos nossos foram obtidos para a detecgfio do BYDV-PAV por
Figueira et al. (1997) comparando a sensibilidade de diferentes métodos (DAS-ELISA, RT-
PCR e hibridizagdo do 4cido nucléico). Nesse estudo foi concluido que, apesar da
sensibilidade da técnica de RT-PCR ter sido também ligeiramente superior as outras técnicas
avaliadas, a adoc8o deste método impossibilita o seu uso em larga escala, quando grandes
quantidades de amostras precisam ser testadas, sendo o seu uso mais adequado em pesquisas
na area de biologia molecular onde pequenas quantidades de material geralmente sdo
processadas ou para andlises de bancos de germoplasma. Dessa forma, a simplicidade do
método de ELISA comparada com seu baixo custo e facil disponibilidade de reagentes e
equipamentos fez desta técnica a mais largamente utilizada na detecgéio de virus vegetais e por
estas razbes foi também adotada como método de estudo e diagnéstico do ScYLV.

Utilizando primers de oligonucleotideos especificos para os Iluteovirus, Comstock ef
polimerase por transcrigio reversa (RT-PCR), confirmando que o ScYLV € um membro
definitivo da familia Luteoviridae. Informacdes adicionais foram obtidas a partir da seqiiéncia
dos nucleotideos e da organizagiio do genoma do virus, possibilitando sua classificagdo dentro
da familia Luteoviridae, provavelmente como sendo uma espécie dentro do género

Polerovirus (Maia er al., 2000; Moonan et al., 2000; Smith et al., 2000 e Moonan & Mirkov,

2002).

g1



5.3. Fisiopatologia

A relagdo entre a concentragio do virus nos tecidos infectados e a manifestacio dos
sintomas em diferentes variedades de cana-de-actcar foi avaliada através da técnica de DAS-
ELISA. Os dados mostraram que nfo houve uma relacfio direta entre a concentracdo do virus e
a presenca dos sintomas, j& que das variedades testadas, a SP 71-6163 que apresenta muita
sensibilidade ao virus e recebeu nota 4 (sintomas mais severos), mostrou concentragiio viral
inferior a algumas variedades que néo apresentam sintomas (nota 1).

Os resultados indicam haver caracteristicas de tolerancia em algumas variedades que
nio apresentaram sintomas de infecgdo (SP 70-1143, SP 80-1842, SP 80-3280, SP 87-344, SP
80-1816 e SP 86-155), uma vez que ao serem testadas por ELISA mostraram-se infectadas
pelo virus. Em outras variedades (SP 85-3877 e SP 87-396), ha indica¢do de caracteristicas de
resisténcia ja que ndo apresentaram sintomas e que ndo estavam infectadas pelo virus, mesmo

tendo sido expostas ao vetor natural do virus nas mesmas condicdes que as outras variedades.

- O estudo da-distribuigo-do virus nas fothas de plantas de variedades sensiveis de cana-

de-aglicar mostrou que este se acumula em sua maior parte na nervura central de folhas jovens
(folhas +1). Em folhas mais velhas (folha +4), a concentragdo do virus na lamina foliar e na
nervura central ndo diferiu significativamente, sendo muito semelhantes. Estes resultados
tornam-se valiosamente Gteis principalmente na adogdo de métodos de diagnéstico de rotina,
evitando a obtenglo de “falsos™ resultados negativos nos testes de DAS-ELISA, ja que os
valores de absorbéncia observados nas folhas mais velhas de ambos os tecidos eram apenas
ligeiramente superiores aos observados nas plantas sadias. Baseando-se nestes resultados, seria
adequado propor a padronizagio das amostras a serem testadas, utilizando-se folhas mais

jovens (folhas +1 ou +2) ao se adotar métodos de diagnéstico de rotina.
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Os resultados do estudo sobre o contetido de agilicares soliiveis nas folhas de diferentes
variedades foram organizados em trés grupos: 1) sadias; 2) infectadas sem sintomas e 3)
infectadas com sintomas, baseando-se nos dados dos testes de DAS-ELISA. Nossos resultados
mostraram que ¢ conteudo de agicares nas folhas das variedades infectadas e com sintomas
(grupo 3) foi significativamente maior que o observado em plantas sadias ou sem sintomas
representadas pelos grupos 1 e 2. O conteddo de aglicares soliveis das variedades
representadas pelos grupos 1 e 2 n#o diferiu significativamente. Estes resultados indicam que a
infeccdo per se ndo alterou a concentracio dos aglcares, mas que houve um aumento
significativo destes ap6s a manifestag@io dos sintomas.

Uma diferenca significativa no contetido de aglicares soliiveis tarnbém foi observada
entre as medias das plantas das variedades representadas pelo grupo 3. Através do grafico da
figura 14 podemos observar que a variedade SP 71-6163 mostrou concentracio de agucares
soluveis até 62% maior que as outras duas variedades (SP 81-3250 ¢ SP 80-185) também

infectadas e com sintomas. Embora o actimulo de agticares nas folhas também tenha sido

observado nestas duas variedades, os valores observados na variedade SP 71-6163 mostraram =

ser muito _superiorcs, justificando o declinio na produtividade desta variedade, fato que
aparentemente ndo ocorreu com a variedade SP 81-3250.

Os dados aqui obtidos confirmam o actumulo de agicares soltveis nas folhas de plantas
infectadas e sintomdticas, indicativo de uma disfun¢fo do floema associada & infeccio desses
tecidos pelo ScYLV.

A translocacfio de aglcares em cana-de-acticar ocorre através da lamina foliar,
movendo-se dos feixes da folha para a bainha, via floema, ¢ da bainha em direcdo &s raizes.
Durante o dia, os agtcares sdo temporariamente acumulados nos feixes da folha, antes de ser
translocados para a bainha, com aproximadamente 80% do carbono fixado durante as

primeiras horas do dia, sendo exportado apds o meio-dia (Du er al., 2000). Um perfeito
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funcionamento do tecido floematico €, portanto um requisito para um apropriado movimento
de actcares dentro da planta.

Os luteovirus sdo conhecidos por ter sua replicacfio restrita ao floema, onde estes se
acumulam e se replicam quase que exclusivamente nos elementos do tubo crivado, nas células
companheiras do floema e, ocasionalmente, no parénquima floematico (Mayo & Ziegler-
Graff, 1996).

A quase total auséncia de luteovirus nas células do mes6filo e ao redor do feixe
vascular, apesar de haver um maior nimero de conexdes de plasmodesmas nas células que
saem do complexo floemédtico do que dentro dele, sugere que estes virus sdo restritos ao
movimento através dos plasmodesmas especializados das células do floema, provavelmente
devido & possiveis diferencas em suas estruturas e ou fisiologia (Nelson & van Bel, 1998).

A distribuicdo de aglicares para os drenos é necessariamente feita pelos tecidos
floeméticos, os quais podem ter a sua funcdo alterada pela infec¢fio do virus, conforme

evidenciado por Vega et al. (1997), que observaram a presenca de particulas isométricas do

SeYLV em cortes ultrafinos, nas células-companheiras do floetma de folhas de cana-de-aglicar
com sintomas da doenca. Tais células apresentavam alteragbes citopdticas, como a
desintegracdo da membrana nuclear, a presenca de material elétron-denso € a formacio de
numerosas vesiculas.

O acimulo de carboidratos em folhas também foi descrito para o virus do enrolamento
da folha da batata (PLRV), prejudicando o transporte de carboidratos para a formacgso dos
tubérculos (Peters, 1987). Efeitos similares com outros virus também restritos ao floema foram
observados, como no caso do Abutilon mosaic virus em folhas de Abutilon striatum (Lohaus et
al., 2000).

O carregamento de agticares para o floema em plantas como fumo e batata ocorre pela

via apoplastica (Van Bel, 1993), sendo, portanto improvével estabelecer uma relagio entre o
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tamanho de limite de exclusfio (SEL) dos plasmodesmas e a alteracio nos processos de
transporte de aglcares destas espécies. Por outro lado, alguns trabathos tém relatado
evidéncias que o carregamento de aglcares para o floema em algumas espécies vegetais pode
ocorrer pela via simplastica (Turgeon, 1989; Turgeon, 1995). Dessa forma, seria possivel
propor que as alteragbes no metabolismo de plantas infectadas por estes virus, resultando num
acumulo de carboidratos, estariam relacionadas com uma alteracfio no didmetro e na
funcionalidade dos plasmodesmas.

As alteracGes no metabolismo e no transporte de carboidratos em plantas infectadas por
luteovirus podem ser mais bem compreendidas quando associamos os mecanismos de
replicagio dos virus a estas alteragdes. O processo de replicagfio da particula viral de virus
como os luteovirus (RNA de fita simples e de senso positivo) ocorre no citoplasma da célula
hospedeira (Matthews, 1991). Apds este processo, as proteinas de replicagfio € as proteinas de
movimento codificadas pelo virus interagem ¢ ddo inicio ao processo de transporte do genoma

viral, direcionando-o aos plasmodesmas, local onde ocorre o transporte destes entre as células

(Carrington et al., 1996). As proteinas de movimento (MP) por sua vez, interagem com os

plasmodesmas das células alterando sua estrutura e fungfio (Atkins er al., 1991).

Utilizando-se de plantas transgénicas de fumo expressando a proteina de movimento
do virus do mosaico do fumo (TMV-MP), Balachandram ef al. (1995) estudaram o efeito desta
proteina no acimuio de carboidratos nas folhas. Estes estudos revelaram que a TMV-MP
exerce sua influéneia na alocagio de carboidratos por um mecanismo que é completamente
independente do mecanismo de alterar o tamanho do limite de exclusio dos plasmodesmas.
Eles sugeriram que ocorreria uma interferéncia no processo de transdugfio de sinal regulatério
nos plasmodesmas das células do mesofilo, porém ndo foi demonstrado que a expresséo da
proteina de movimento do virus nas células da planta hospedeira representaria uma explicagiio

generalizada para o acimulo de carboidratos nas folhas infectadas.
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Utilizando-se também de plantas transgénicas de fumo que expressavam esta mesma
proteina (TMV-MP), Lucas et al. (1996) sugeriram que estas proteinas de movimento
controlam o trafego de moléculas sinalizadoras pelos plasmodesmas fazendo com que ocorra
uma alteragdo nos mecanismos enddgenos de controle de alocacdo de carboidratos, que
resultariam num actmulo destes.

O trabalho de Herbers er al. (1997) mostraram o efeito da proteina de movimento do
PLRV (MP17), sobre o metabolismo de carboidratos e nos processos fotossintéticos em
plantas transgénicas de fumo. As plantas transformadas, contendo esta proteina de movimento,
sofreram um atraso no crescimento € desenvolveram um mosaico clordtico em suas folhas.
Neste mesmo trabalho, os autores observaram mudancas nas concentragdes de agucares
solaveis. O aumento nos teores de carboidratos, junto com o crescimento reduzido e a
descoloragdo ou até necrose das folhas das plantas transformadas, sugerem que estas plantas
sofrem uma limitagdo na capacidade de exportar agticares. Seccdes ultrafinas de folhas de
plantas infectadas revelaram alteragdes nos plasmodesmas do tecido floematico, enquanto que
0s plasmodesmas das- células do mesofilo nfio sofreram modificacdes. Estes dados favorecem
a hipdtese de que 6 tecido floemadtico € o sitio primério da agio da proteina de movimento
MP17 e que esta contribuiria em alterar o tamanho do limite de exclusio dos plasmodesmas,
alterando também o metabolismo de carboidratos.

Como foi mencionado anteriormente, para um perfeito funcionamento do tecido
floematico, plasmodesmas funcionais sdo requeridos. Os resultados do trabalho acima
mencionado indicam que a PLRV-MP poderia de alguma forma interferir com o perfeito
funcionamento dos plasmodesmas devido & sua afinidade por certos constituintes deste, além
de impedir o trafego, por estas vias, de moléculas sinalizantes que estabelecem a comunicagio

entre orgéos fonte/dreno.
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A célula vegetal possui mecanismos de defesa contra fatores biéticos e abidticos. Este
sistema de defesa das plantas inclui mecanismos bioquimicos tais como o actimulo de
compostos fendlicos ligados & parede celular, a sintese de fitoalexinas, a formacio de
proteinas estruturais da parede celular e a ativagfio de enzimas envolvidas na lignificagdo. A
lignificagfio € uma das respostas das plantas ao ataque de patdgenos, evento este que conta
com a participacdo das enzimas fenilalazﬁnamonialiase (PAL) e das peroxidases, cujas
atividades servem como indicadoras das respostas celulares das plantas ao estresse (Dixon et
al., 1994).

As peroxidases sdo enzimas largamente distribuidas dentro do Reino Vegetal e estfio
associadas com diferentes processos fisioldgicos incluindo a regulagio do crescimento e do
alongamento celular, oxidagiio do 4cido 3-indolacético, oxidacdo de fendis e uma de suas
principais fungdes, como integrantes do complexo celular é assegurar a desintoxicagfio das
formas ativas de oxigénio (Gaspar er al., 1991). Esta tltima funcdo teria sua importancia na

formacéo das respostas metabdlicas das plantas as diferentes formas de estresse. No entanto,

ainda ndo estda muito claro quais formas destas isoenzimas s4o responsaveis pelas varias

fungBes das peroxidases, principalmente nos casos de estresse.

Nossos resultados mostraram um aumento significativo de peroxidases nas plantas
infectadas pelo virus e que mostravam os sintomas da doenga, evidenciando um alto grau de
correlagdo entre o aumento da atividade enzimatica e a manifestacdo dos sintomas induzidos
pelo virus, pas variedades testadas. Este aumento foi observado tanto quando utilizamos
guaiacol como substrato, como também com siringaldazina, sendo que o primeiro (guaiacol)
estaria detectando todas as isoformas de peroxidase, enquanto o segundo (siringaldazina)
apenas as peroxidases associadas com a lignificacdio da parede celular.

Resultados similares aos nossos foram obtidos por Souza ef al., 1999 que também

observaram uma maior atividade de peroxidases em plantas de milho infectadas pelo virus do

87



mosaico comum. Os resultados mostraram um aumento da atividade enzimatica em duas
situacbes: nas plantas inoculadas com o virus (quando comparadas com plantas sadias da
mesma linhagem) e em plantas sadias, porém de linhagens resistentes ao virus.

Um outro exemplo do aumento da atividade de peroxidases também foi observado em
plantas de batata de trés variedades diferentes, todas infectadas pelo Iuteovirus PLRV (Schons
& Manfroi, 1997), sendo que as plantas sadias das mesmas variedades nfo apresentaram
alteragho da atividade desta enzima. Estes resultados sugerem a participacdo destas enzimas
nos mecanismos de defesa a doencga.

A atividade da peroxidase também foi estudada para auxiliar na diferenciagio entre
isolados fracos e severos do Virus da Tristeza dos Citros — CTV (Baptista er al., 1998). Neste
trabalho foi observada uma queda na atividade da peroxidase quando plantas de laranja
haviam sido inoculadas com isolados fracos do CTV e um aumento da atividade da mesma
enzima em plantas inoculadas com isolados severos do virus.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a infecgfo pelo virus e a
- conseqliente manifestagiio dos sintomas nas variedades testadas, sio capazes de induzir
respostas associadas com mecanismos de defesa, que foram evidenciadas pelo significativo
aumento da atividade das peroxidases nestas plantas.

O avango das pesquisas com énfase no conhecimento dos mecanismos envolvidos nos
efeitos da infecglio viral e na fisiologia de suas hospedeiras devera contribuir em muito para
um melhor entendimento das interagdes planta-patégeno e dos mecanismos de resisténeia a

doengcas.
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6.

1y

2)

4)

5)

6)

CONCLUSOES

A etiologia viral da doenga foi confirmada pela transmissio do virus pelos afideos
vetores Melanaphis sacchari e Rhopalosiphum maidis e pela reproducfio dos
sintomas nas plantas inoculadas, comprovando que o virus identificado como
ScYLV ¢ o agente causal da sindrome do amarelecimento foliar da cana-de-agucar,

ratificando a etiologia viral da SAFCA e completando os Postulados de Koch.

O ScYLV néo € transmitido por inoculagdo mecanica.

O ScYLV nfo ¢ transmitido pelo afideo Sipha flava.

A transmisséo do virus por insetos vetores ocorre apenas entre plantas de cana-de-

agucar. Tentativas de transmissdo do virus para outras gramineas foram negativas.

A metodologia de purificagdo do virus empregada foi eficiente para a obtenc¢do de
particulas virais purificadas em alta concentragio e livres de contaminantes da

planta hospedeira.

As propriedades biologicas ¢ fisicas das particulas virais (o tamanho e o formato
isométrico, transmissdo exclusiva feita por afideos, sintomas de ‘amarelos’ na
planta hospedeira, caracteristicas da proteina do capsideo viral e do 4cido nucléico)
em conjunto com a ja descrita localizagio restrita ao floema, permitem concluir que

o ScYLYV pertence a familia Luteoviridae.




7) Os anticorpos policlonais produzidos e a padronizagiio da técnica DAS-ELISA
revelaram-se um instrumento seguro para fins de detecgdo e diagnéstico do virus

em larga escala.

8) A intensidade dos sintomas observados nas variedades mais sensiveis a0 virus ndo

apresenta relagio direta com a concentraco viral das mesmas.

9) As andlises do contetido de aglicares soltveis feitas nas folbas mostraram wm
actmulo destes em plantas infectadas pelo virus e com sintomas da doenca, sendo

que em plantas sadias ou infectadas sem sintomas, este fendmeno nio ocorre.

10) Folhas de plantas infectadas pelo virus e que apresentam os sintomas da doenca
possuem uma maior atividade de peroxidases em relagio as folhas de plantas
sadias, demonstrando a participago destas enzimas com os mecanismos de defesa

das plantas e resposta a doengas.’
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