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RE SUMO

A sindrome do amarelecimento foliar da cana-de-agucar
constitui hoje uma preocupagdo mundial para a produtividade
da cultura. Contudo, controvérsias ainda s30 levantadas sobre
a sua origem e primcipalmente sobre a natureza do agente
causal da moléstia.

visando contribuir para O estabelecimento da etiologia
da doenca, o presente trabalho apresenta a purificacgao do
luteovirus identificado em plantas com sintomas e a tentativa
de produgdo de um anti-soro policlonal para o estabelecimento
de um método seguro de diagnostico.

As alteracdes na fisioclogia da planta provocadas pelo
patégeno, refletinde ou nao em sintomas visiveis, foram
estudadas por monitoramento da eficiéncia fotossintetica e
dos contetdos de pigmentos fotossintetizantes e carboidratos
fotoassimilados.

0 método de purificagdo avaliado ofereceu uma boa
eficiéncia, sendo obtidas razdes Boso/Azee=1,8 e concentracdes
de 100pg/ml de particulas virais de formato isométrico de ca.
25nm. Os anti-soros policlonais produzidos, porém, ndo foram
liteis para deteccdo seroldgica do virus, sendo constatada uma
forte reacao cruzada com plantas sadias em testes PTA-ELISA,
DASI-ELISA e “Tissue-Blotting”.

Foram encontradas redugdes nos teores de pilgmentos
fotossintetizantes e na razao Cla/Clb, indicando alteracdes

na estrutura e funcado dos cloroplastos em plantas infectadas.



Ocorreu diminuicdo da atividade fotossintética, em
termos da taxa de troca ligquida de CO,, principalmente sob
altos niveis de radiacio fotossinteticamente ativa.

As plantas infectadas também apresentaram fotoinibicao e
alteracdes em algumas etapas do transporte eletrbénico no PSII
durante o preenchimento do “pool” de PQ.

Houve acumulo de acucares nas folhas de plantas
infectadas, provavelmente devido a presenca do virus nas
células do floema foliar. O acgicar de maior acumule fol a

sacarose, devido & interferéncia no seu carregamento e/ou

transporte no floema. Essas alteracdes nas relacdes fonte-
dreno aliadas a queda na eficiéncia fotossintética foram
interpretadas como os principais responsaveis pela quebra de

producdce da cultura.
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SUMMARY

PARTIAL CHARACTERIZATION OF SUGARCANE LEAF YELLOWING

ASSOCIATED LUTEQVIRUS AND PHYSIOPATHOLOGICAL ASPECTS OF THE

HOST PLANT.

The sugarcane yellow leaf disease has become a serlous
problem in most sugarcane growing countries. In recent
studies, 1uteovirus-like particles present in the phloem

companion cells have been found in symptomatic plants (VEGA

et al., 1997).

This work was intended to obtain adequate amounts of
purified particles to immunize animals against the Virus,
along with additional studies for 1ts characterization.
polyclonal antisera were obtained by injecting rabbits and
chickens with purified virus. Physiological aspects of the
infected plants were also studied by monitoring
photosynthetic processes using chlorophyll fluorescence and
gas exchange analysis, changes in photosynthetic pigment
jevels and carbohydrate deterninations in the leaves.

The best purifications were obtained using a final
centrifugation for 3 hours at 35000 rpn in density gradients

of 5 and 10% sucrose, 5,10,15 and 20% Cs,504 in a 10% sucrose
solution. Concentration of particles were around 100pg/ml and
the 260/280 ratio of 1,8. Rbsorbance spectra at UV, after

fractionating, presented curves characteristic of polyhedral
particles with peaks at 260nm. Electron Microscopy of

fractions with higher Dogy showed a great number of isomebric
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isometric particles of ca. Z25nm. Antisera obtained did not
offer a good tool for diagnosis, since cross~reaction against
healthy plants were frequently found in PTA-ELISA, DASI-ELISA
and Tissue-Blotting.

Levels of chlorophylls a and b, and carotenoids were
reduced in infected plants as well as the ratio chia/chlb. It
seems likely that these alterations are partially responsible
for the reductions found in net rates of gas exchanges, by
the photcinhibition and modifications on redox state of
primary and secondary electron acceplors of photosystem I,
0A and QB, during the filling up of the plastoquinone pool
(PQ) .

Accumulations of carbohydrates, especially sucrose, Were
found in the leaves. The presence of the virus in phloem
cells is thought to impair the loading and/or transport of

sugars in the phloem, inducing their accumulations in the

leaves.



1. INTRODUCAO

1.1. A sindrome do amarelecimento foliar da cana-de-aglcar.

0 amarelecimento foliar da cana-de-acicar (AFCA} ({(VEGA,
1994, VEGA & SCAGLIUST, 1994) se Lornou um  problema
preocupante para a cultura canavieira no Brasil nos uGltimos
anos. No estado de Sdo Paulo, onde foram relatados os

primeiros casos de amarelecimento, a variedade SP71-6163,

lancada comercialmente em 1983 pela COPERSUCAR, fol a
primeira a apresentar os sintomas da moléstia. Essa
variedade, uma das mais susceptivels ao amarelecimento, teve
seu plantio expandido no estado a partir dos anos de 1987/88,
guando divulgado o seu elevado teor de sacarose (RENE A.
SORDI, dados ndc publicados).

Em 1289 deram-se os primeiros relatos dos sintomas
tipicos da moléstia - amarelecimento da nervura central na
face abaxial, seguido do limbo foliar e seca progressiva das
folhas do apice para a base -~ na regido de Ourinhos, no sul
do estado (RENE A. SORDI, dados néo publicados). No ano
seguinte, a mesma sintomatologia foi verificada na Estacdo
Experimental COPERSUCAR em Piracicaba, constatando-se tambén
um pequeno desenvolvimento radicular e um consegiiente nanismo
das plantas afetadas. Em 1991 esses sintomas j& expandiam-se
por varios talhtes comerciais na regidoc de Piracicaba.

Em 1892, quando a SP71-6163 1Ja alcancava 470.000 ha

plantados, o que equivalia a 22% da &rea total da cultura no



estado, o amarelecimento atingia hovos municipios, como
Araraquara, Jaboticabal e Pradépolis. Mas foi em 1993 que a
moléstia assumiu caradter epidémico, com proporgdes alarmantes
na SP71-6163 e 34& incidindo sobre outras variedades. Nesse
mesmo ano houve o primeiro caso fora de S5ao Paulo, no estado
do Espirito Santo. Nos anos seguintes novos casos comecaram a
ser relatados nos diversos estados brasileiros produtores de
cana~de ac¢tcar, constituindo-se atualmente uma preocupacao
nacional.

0 acompanhamento da evolucdo dos sintomas da moléstia na

variedade SP 71-6163 revela que as folhas mais jovens ndo
apresentam sintomas visivels, o0s gquais evidenciam-se apenas
nas folhas inteiramente formadas. Segundo VEGA et al. (1997),
o intenso amarelecimeto da nervura central na face abaxial
(Figura 1) inicia-se normalmente a partir da gquarta folha
mais jovem. Folhas mais velhas, sexta ou sétimas a partir do
dpice, também mostram uma coloracio vermelha (Figura 2) na
face adaxial da nervura central. Subseglientemente, uma perda
de pigmentacdo distribui-se pela lamina foliar, progredindo
do apice para a base da folha, sendo eventualmente seguida
pela necrose do tecido. As vralzes e colmos mostram
crescimento reduzido e, consegllentemente, a producdo é
significativamente prejudicada. Sintomatologia similar tem
despertado preocupacdc em outras partes do globo, tendo sido

descrita para algumas variedades no Havai (SHENK & HU, 1991},

Australia (Andnimo, 1994) e em outros paises produtores de

cana-de-acucar (VEGA et al., 1997).
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Figura 1. Folha de cana-de~agucar da variedade SP71-6163 com
o sintoma tipico da moléstia: amarelecimento da nervura

central na face abaxial da folha.

Figura 2. Folha de cana-de-aguUcar da variedade SP71-6163 com
sintomas avancados da infeccgdo: coloracdo vermelha da nervura

central na sua face adaxial.
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Na tentativa do estabelecimento da eticlogia da doenca
varias hipoteses tém side levantadas, variando desde fatores
edafoclimaticos a infestacdo por patdgenos diversos, CoOno
fungos e nematdides. Estudos recentes realizados por VEGA
{1994) e VEGA et al. {1997} em plantas c¢om sintomas,
mostraram a presenca de alteragdes no floema gue sugerem o©
envolvimento de um patdgeno associado a esse tecido condutor.
Microscopia de luz usando iluminacdo de epifiuorescéncia
evidenciou um material fluorescente verde-amarelo anormal nho

floema, raramente observado em plantas controle. Tentativas

de purificacdo permitiram a observagdo ao microscopio
eletrénico, de particulas isométricas de cerca de 25nm de
didmetro, em concentracdo mnuito baixa. O exame de sec¢des
finas de tecido floemdtico mostrou que as células-
companheiras continham particulas semelhantes a virus e
apresentavanm alteragdes citoldgicas aparentenente
relacionadas ao desenvolvimento da infecgdo por virus. Testes
de microscopia eletrdnica de imunocadsorgao (ISEM) denotaram
uma fraca reacdo seroldgica dessas particulas com um anti-
soro para o virus do nanismo amarelo da cevada serotipo PAV
("Barley Yellow Dwarf Virus-PAV", BYDV-PAV), espécie tipo do
género Luteovirus (WATERHOUSE et al., 1988). Imunclocalizacao
em membranas de nitrocelulose com a técnica de “Tissue
Printing” usando o mesmo anti-soro, mostrou uma reacdo fraca,
mas claramente positiva no floema. Andlises de PTA-ELISA
(“Plate-trapped Antigen Enzyme-Linked Immunosorbent Assay’)
com o anti-soro BYDV~-PAV também indicaram uma fraca reacdo

sercolégica entre esse luteovirus e o virus assocliado ao AFCA.



1.2. Caracteristicas gerais dos luteovirus.

0s luteovirus foram iniciaimente reconhecidos como um
grupo pelo Comité Tnternacional de Taxonomia de Viroses cn
1976 (SHEPHERD et al.,le7e6), a partir de trés viroses CORL
caracteristicas em comum. Nesde entdo, muitos virus foram e
continuam sendo classificados Ccomo espécies do género
Luteovirus com base o circulo de hospedeiras, relacbes com
os veltores, morfologia das particulas, relacdes serologicas

e, nais recentemente, estrutura das particulas e homologias

no acido nucléico (WATERHOUSE et al., 1988; DARCY et
al.,1989; MARTIN & D'ARCY, 1990 apud MARTIN et al., 1990). As
particulas virais tém formato poliédrico, com didmetro entre
25 ¢ 30 nm , com O capsideo formado por um anico polipeptideo
de 22 a 23 kDa e o genomd constituido de uma molécula RNA
fita simples (ssRNA)} de senso positivo com 5,7-5,8 kb
(KITAJIMA et al., 1997, MILLER & RASOCHOVA, 1997)

O nome do género, previamente denominadoc grupo
luteovirus (FRANCKI et al., 1991), é derivado do latin
luteus, que significa amarelo, uma alusao aos sintomas de
amarelecimento provocados nas suas hospedeiras (FRANCKI et
al., 198%). 0Os sintomas induzidos por luteoviroses Sa0
freqiientemente dificeis de distinguir de sintomas causados
por outros patdgenocs, deficiéncias nutricionais, ou periodos
de temperaturas baixas (D"ARCY, 1995 apud MILLER & RASCCHOVA,
1997) . Essas viroses ocorrem em grande numero de espécies
cultivadas ampilamente distribuidas pelo globo, provocando

perdas econdmicas significativas en varios paises - dois dos
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exemplos mais conhecidos s&o o virus do nanismo amarelo da
cevada (“"Barley Yellow Dwarf Virus”- BYDV), gue pode ser de
grande impacto e €& um fator limitante para producgao de
cereais neos Estados Unidos (MILLER & RASOCHOVA, 1997); e o
virus do enrolamento da folha da batata (“Potato Leaf-roll
Virus”~ PLRV), principal responsavel pela importacdo de
batata-semente no Brasil (SOUZA-DIAS & COSTA, 1983). Qutras
espécies menos conhecidas sado o “Beet Western Yellow Virus”
{(BWYV), o virus do nanismo da soja (“Soybean Dwarf Virus” -

S5DV), o virus do enrolamento da folha do feijoeiro (“Bean

Leafroll Virus”- BLRV), o virus do nanismo necrotico do fumo
{(“"Tobbaco Necrotic Dwarf Virus -~ TNDV”), o “Carrct Redleaf
Virus” (CRLV), entre outras.

A taxonomia recente dos luteovirus subdivide o género em
24 espécies e 14 espécies tentativas (RANDLES & RATHJEN, 1995
apud MAYO & ZIEGLER GRAFF,1996), sendo que algumas viroses na
lista de espécies 34 foram relatadas por outros autores como
sendo estirpes de uma mesma espécie (WATERHQUSE et al.,
1988) . A espécie tipo do género é o barley yellow dwarf virus
(BYDV), a qual ¢ dividida em dois subgrupos: subgrupo I,
composto pelos serotipos BYDV-PAV, BYDV-MAV e BYDV-S8GV;
subgrupo II, composto pelos serotipos BYDV-RGV, BYDV-RMV,
BYDV-RFV ( RANDLES & RATHJEN, 1995 apud KITAJIMA, 1997;
MILLER & RASOCHOVA, 1997).

Os luteovirus foram inicialmente classificados por suas
propriedades biolbdgicas; eles s8o transmitidos por afideos
numa relacdo persistente, circulativa e, aparentemente, nao

propagativa, multiplicando-se exclusivamente nos tecidos do
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floema das plantas infectadas (WATERHOUSE et al., 1988,
KITAJIMA et al., 1997). Nenhuma dessas viroses & transmitida
por inoculacio mecanica e ndo had relatos da transmissdo por
sementes. Os afideos vetores de diferentes luteoviroses
variam expressivamente, sendo que mnais de doze géneros de
afideos contém uma ou mais espécies que sdo vetores (ROCHOW &
DUFFUS, 1981 apud MAYO & ZIEGLER-GRAFY, 1996), porem
individualmente os luteovirus sdo transmitidos eficientemente
por uma ou poucas espécies de afideos (WATERHCUSE et al.,

1988). O circulo de hospedeiras varia marcantemente. Devido

ao tipo de relacd&o com os vetores e a freqgilente infecgdo de
plantas perenes invasoras e gramineas, que podem servir como
fonte de indéculo, as luteoviroses podem tornar-se dificeis de
se controlar (MARTIN et al., 1990).

O exane microscopico de tecidos infectados com
luteovirus mostra que o virus acumula-se quase que
exclusivamente nos elementos crivados e células companheiras
do floema e, ocasionalmente, no parénquima floematico (MAYO &
ZIEGLER-GRAFF, 1996). Essa restricdo a multiplicacdo dos
luteovirus as células do floema provavelmente ndo se deve ao
fato desses virus ndo poderem se replicar em outros tipos de
células, uma vez que a replicacgéao foi mostrada em
protoplastos do mesdfilo isolados e em algumas células fora
do tecido vascular. A  replicacédo foi demonsirada em
protoplastos do mesdéfilo incculados com o BYDV-PAV ({BARNETT
et al, 1981; DINESH~KUMAR el al., 1992), BYDV-RPV (SILVER et

al., 1994), PLRV (KUBO & TAKANAMI, 1879), BWYV (VEIDT et al.,

1982) e TNDV (KUBO, 1981). O TNDV também foi demonstrado
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replicar-se em c¢élulas epidérmicas inoculadas (IMAIZUMI &
KUBQ, 1980}, além do BYDV ter sido algumas vezes encontrado
em células do parénguima xilemdtice (GILL & CHONG, 1981).
Ainda em plantas de Nicotiana clevelandil infectadas com o
PLRV, algumas c¢élulas do mesdfilo tornaram-se  invadidas
{BARKER, 1987).

A detecgdo de particulas virais em células infectadas
por luteovirus apresenta dificuldades, pois a8 esmnas
assemelham~se a ribosomos citoplasmaticos quando visualizadas

em cortes finos (FRANCKI et al., 1985). Essa identificacéo

torna-se mails confidvel quando as particulas virais formam
agregados cristalinos ou amorfos, ou entdo assumen
localizacdes na célula ndo caracteristicas de ribossomos. O
problema também pode ser solucicnado com a digestdo do RNA
ribossdmico in situ com ribonuclease pancreatica, depois da
fixacdo com aldeido e antes da poés-fixacgdo com ésmio (HATTA &
FRANCKI, 1981 apud FRANCKI et al., 1985). Esse método também
permite a detecc¢do de particulas nos plasmodesmas e vactolos
de células infectadas (FRANCKI et al., 1985). Os efeitos que
a infecgdo causa na ultraestrutura celular difere de acordo
com o subgrupo ao qual o virus pertence (GILL & CHONG, 1979).
MAYO & ZIEGLER-GRAFEF (199%6) citam como exemplo a infeccdo de
plantas de avelia com o BYDV-MAV e PAV (subgrupo I), gue
resultou na formacdoc de vesiculas de membranas simples e
filamentos densos, os quals pareciam acumular-se no ntcleo.
As particulas virais acumulavam-se no citoplasma, e no
decorrer da infecc¢do o ndcleo tornava-se distorcido e

deteriorado. Em contraste, a infeccdo da mesma espécie de
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aveia com o BYDV~RPV (subgrupo II) resultou na formacao de
vesiculas e tubulos com membranas duplas, com as particulas
virais acumulando-se no ndcleo, o gqual permaneceu intacto.
Cutras vircses de genoma enquadrado no subgrupce 11 provocaram
efeitos semelhantes, embora no casco do PLRV nenhuma particula
fTosse detectada no nlGcleo (SHEPARDSON et al., 1980). Ainda em
protoplastos isclados, inoculados com o “Pea Enation Mosailc
Enamovirus” (PEMV  RNA-1}, cuja organizacdo gendmica se
assemelha a dos luteovirus, ocorreu a formacdo de vesiculas,

e particulas foram detectadas tanto no nucleo quante no

citoplasma (DEMLER et al., 1004).

Os métedos para diagndstico dos luteovirus sdo mais
restritos quando os comparamos com outras viroses, devido
principalmente a dificuldade na obtencio de grandes
quantidades de virus purificade (MARTIN et al., 19380). Com a
introdugdo da técnica ELISA (Enzyme Lynked Immunosorbent
Assay) na virologia vegetal, a serclogia de luteovirus
avangou drasticamente. O ELISA denominado “Sanduiche de Duplo
Anticorpo” (Double Antibody Sandwich ou DAS-ELISA), 3junto com
as varlac¢des do método, pode ser usado para estudar as
relagtes entre viroses (KOENIG, 1979). O DAS-ELISA é bastante
especifico e apenas detecta estirpes de um virus
estreitamente relacionadas. Métodos de ELISA indiretos, nos
quais o anticorpo ndo é conjugado, sic menos especificos e
detectam estirpes e viroses mais distantemente relacionadas.

0O wusc de anticorpos monoclonailis constitui  outra
ferramenta importante no diagnostico e classificacdo de

luteoviroses. Muitos anticorpos monoclonais preparados contra



10
luteovirus tém sido comparados em sua reagao com a maioria
dos luteovirus conhecidos (D'ARCY et al, 1989). Distintamente
dos anticorpos policlonais, com o uso de anticorpos
monoclonals, o numero de epitopos comuns a diferentes
luteovirus pode ser determinado, e 08 epitopos conservados,
identificados.

Com os recentes progressos no ambito da biologia
molecular a diagnose da infeccido por luteovirus tem passado
por constantes evolucGes. MAYO & ZIEGLER~GRAFF (1996

distinguem dois tipos basicos de diagnose de infecgdo por

virus. © ©primeiro deles <caracteriza-se por uma baixa
especificidade de deteccdao, onde mnesmo virus apenas
marginalmente relacionados ao padrdo de referéncia sao
detectados, o que ocorreria com o uso de anticorpos
policlonais; o segundo, abrangendo uma detecgdo altamente
especifica, é requerido no sentide de discriminar o virus de
estirpes proximas, que seria o caso do uso de anticorpos
monoclonais. A obtencdo de DNA complementar (cDNA) para o RNA
gendmico de um grande numero de luteovirus e suas estirpes e
o conhecimento das respectivas sequéncias de nucleotideos,
tém permitido o desenvolvimento de sondas baseadas em
hibridizacido de A&cido nucléico com diferentes graus de
especificidade.

outro método baseado em  técnicas biomoleculares,
potenciamente util para o diagnéstico de luteovirecses, é o
uso da transcriptase reversa seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase (RT/PCR), usando primers desenhados com base nas

sequéncias de nucleotideos do RNA gendmico de diferentes
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luteovirus (ROBERTSON et al., 1991). Tal deteccdc seria
altamente discriminatéria, uma vez gue a analise de sequéncia
de nuclectideos do produto da PCR mostraria o grau de
similaridade do luteovirus detectado com luteovirus
conhecidos. No entanto, deve~se ressaltar gque a maloria das
segiiéncias disponivels atualmente mostram que, ao menos para
alguns luteovirus, tais primers universais ndo funcionam bem,
devido ao mal pareamento (MAYO & ZIGLER-GRAFF, 199¢).

OQutra alternativa para uma deteccdo mais sensivel e

especifica, combinando métodos seroldgicos com o0s bio-

moleculares, ¢ o uso da imuno-captura com PCR, na qual as
particulas virais s&o ligadas a uma placa coberta com um
anticorpo especifico e entdo o RNA é extraido da particula
aderida e submetido & RT-PCR. O método foli efetivo para o
PLRV, com sensibilidade suficiente para detectar particulas
do virus circulando em um Unico afideo (JOLLY, 19924 apud MAYO

& ZIEGLER-GRAFF, 199%6).

1.3. Aspectos fotossintéticos da infecgao por fitoviroses

A eficiéncia qlidntica fotossintética reflete © estado
fisiclégico e metabdélico de células vegetals
fotossintetizantes (KRAUSE, 1988). Estresses ambientais que
afetam direta ou indiretamente 0 funcionamento do
fotossistema II {(PSII) ©podem conduzir a alteracdes
caracteristicas na extincidoc da fluorescéncia da clorofila em
tais células. Essas alteracdes tém sido anmnplamente usadas

para examinar o funcionamento do aparelho fotossintético e
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processos fotoinibitérios. Uma relacdo linear entre a razao
fluorescéncia variavel pela flucrescéncia méxima (Fv/Fm) e a
eficiéncia glldntica foi estabelecida apds varios tratamentos
fotoinibitorios {(BJORKMAN & DEMMIG, 1987), cuio uso tornou-se
amplamente difundido para indicar fotoinibicdo e avaliar a
performance fotossintética de varias culturas (KRAUSE & WEIS,
1991; SEATON et al., 1995). KRAUSE (1988) identificou dois
componentes basicos do processo fotoinibitdric. Processos
evidentemente fotoprotetivos, cuja caracteristica é a pronta

reversibilidade, provocam diminui¢des nas fluorescéncias

moduladas inicial (Fo) e maxima (Fm), com redugdo em Fv/Fm.
Processos que ndo sdc prontamente reversivels, os quails
envolvem dano a proteina DI e a outros componentes do centro
de reacdo do PSII, conduzem ao aumentc em Fo e a diminugac em
Fra e Fv/Fm

Na realidade, os efeitos de fatores de estresse bidéticos
sobre a fotoinibicdo e a fotoprotecdo das plantas tém
recebido pouca atencio dos fisiologistas nos ultimos anos.
Entre esses fatores encontra-se a infeccédo por fitovirus (van
KOOTEN et al., 1990; BALACHANDRAN & OSMOND, 1994;
BALACHANDRAN et al., 1997). Esse fato advém em especial da
dificuldade no acompanhamento do desenvolvimento da infeccdo
e também da grande variabilidade de conseqliéncias
fisiolOgicas admissiveis ({BRADSHAW, 1987; SEATON et al.,
1995) .

BALACHANDRAM et al. (1997) destacam que apds a

publicagaoc do primeirc volume do  “Annual Review of

Phytopathology”, no qual a fisiologia de plantas infectadas
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por viroses fol caracterizada, a énfase nas duas utltimas
décadas tem se voltado para a analise molecular das
interacdes patdgeno-hospedeiro. No entanto, O notavel
progresso que as inovadoras técnicas de biologia molecular
trouxeram para o entendimento da estrutura do genoma e da
replicacdo de fitoviroses ndo fol acompanhado por expansaoc
similar de conhecimento sobre os efeitos da infeccido viral
na fisiologia de suas hospedeiras (ZAITLIN & HULL, 1987).

Os sintomas classicos que a infeccdo por fitoviroses

induzem em suas hospedeiras, tais como mosaicos, c¢lareamento

de nervuras, clorose e mosqueados, constituem efeitos sobre a
sintese de clorofila e ruptura na estrutura e funcdo de
cloroplastos (GOODMAN et al., 1986} . Mais recentemente,
SEATON et al. (1995), mostram algumas evidéncias da alteracao
na funcdo fotossintética com estudos usando a fluorescéncia
em plantas infectadas com o virus do mosaico do fumo
{(“Tobacco Mosalc Virus”- 1TMV) e o “Peanut Green Mosaic
Virus” (PGMV} .

Apesar da sintomatologia permanecer uma Area complexa
na patologia vegetal, BALACHANDRAN et al. {1997) tentan
esclarecer alguns aspectos sobre os processos fotoguimicos
primarios, a regulagdo metabdlica, e a expressio génica no
desenvolvimento de sintomas sob a oOtica da pesquisa
fotossintética contempordnea. Dois aspectos sdo discutidos.

0 primeiro deles propde que o desenvolvimento dos
sintomas pode decorrer de lesGes nos pProcessos

fotobiocenergéticos, e utiliza o modelo de KRAUSE (1988) sobre

0os dois componentes basicos do processo fotoinibitério,
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descritos no inicio desse subitem: (1} ajuste de mecanismos
fotoprotetivos dentro dos eventos fotogquinmicos primarios para
aliviar o excesso de energia, gquando uma ou mals lesdes
prejudicam a dissipacdo ordenada de energia de excitagdo
através do transporte fotossintético eletrdnico; (2) inicio
dos processos foteinibitérios quando a capacidade para
fotoprotecio é excedida. Esses pProcessos parecem
potencializar a Tfoteoxidacdo seguindo-se o© desbalanco no
transporte eletrdénicoe de oxigénio e a geracdoc de espécies

toéxicas de oxigénio a taxas excedendo a capacidade de

mecanismos de detoxificacdo no fotossistema I (ASSADA, 1994),
podendo estar envolvidos na exacerbacao de sintomas
dependente de luz.

0 seqgundo aspecto discutido propde gue os sintomas poden
desenvolver-se de lesdes no metabolismo, seguidas por uma
baixa regulacdo na expressdo g¢génica e conseqgliente baixa
sintese de pigmentos e proteinas. Essas lesbes devem surgilr
de efeitos da infeccdo sobre processos ndo fotossintéticos,
tais como compartimentalizacdo e transporte metabdlico. Una
analogia com patdgenos fungicos, que induzem invertase extra
celular e causam acumulo localizado de acglcares, propde que a
interferéncia viral com o particionamento do carbone pode
levar a “repressio por aclcar” da expressdo génica, o que
pode contribuir para acelerar a senescéncia e »)
desenvolvimento de sintomas (BALACHANDRAN et al., 1997). Ao
mesmo tempo, a replicagdo viral e a sintese de &cido nucléico

provavelmente monopolizam carbono citoplasmético e causam
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altas demandas sobre reservas celulares de acucares~fostato e
a sintese de ATP (SEATON et al., 1995).

A atividade fotossintética de plantas infectadas também
tem sido estudada gquanto 34 taxa de assimilagao de c0,. Os
resultados mais gerals da infeccdo viral refletem uma reducao
na atividade fotossintética, porém os relatos sobre a
assimilacao de CO; sdo bastante variaveis (MATTHEWS, 15861) .
GOODMAN et al. (1986) relatam que reducdes foram encontradas
em plantas de fumo infectadas com o TMV ocu o "“Tobacco Etch

virus” (TEV) , cevada infectada com O BYDV e bLomate com ©

“Pomato Aspermy Virus” (TAV). Todavia, alguns estudos nao
mostraram qualquer diferencga significativa entre tecidos de
Nicotiana glutinosa sadios e infectados com o TMV, fumo com O
virus X da Dbatata (“Potato Virus X”- PVX) e abobrinha
infectada com o virus do mosalco da abobrinha (“Squash Mosailc
Virus”—- SgMV). DOKE & HIRAIL {1970a, 1970b) trabalhando com
plantas de fumo infectadas sistematicamente com o PVX e ©
™V, encontraram ainda que gquando <¢élulas en diferentes
estados de infeccdo sdo avaliadas, surgem novas diferencas na
assimilacaoc de CO,. Houve estimulo na incorporacao de CO; em
células nos estadios iniciais de infecgdo e declinio em
células que haviam side infectadas por varios dias. As mesmas
variacées foram encontradas em exemplares de N. glutinosa

infectados com o TMV.
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2. OBJETIVOS

0s objetivos desse trabalho foram:

estabelecer um método de purificacdo para o virus associlado

ao amarelecimento foliar da cana-de-acgucar;
produzir um anti-soro policlonal para diagnéstico;

caracterizar as particulas virais purificadas por

espectrofotometria e microscopia eletrdénica;
estudar as alterac¢des fisioldgicas provocadas pelo virus em

plantas infectadas por meio da eficiéncia fotossintética e

dosagens de carboidratos e pigmentos fotossintéticos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenvolvimento de um método para purificacgao.

O primeiro passo na caracterizacdo do virus foram as
tentativas de purificacao das particulas virais. A
metodologia utilizada teve como base o método de HAMMOND et.
al.(1983) para purificacdo do Barley Yellow Dwarf Virus
(BYDV) ,

Folhas da variedade SP71-6163, com sintomas evidentes de

amarelecimento, foram cortadas em pequencs pedagos de cerca
de 1,0 cm’ e congelados - aliquotas de 500g desse material
foram usadas para cada purificacdo. O tecido foliar foi
congelado e pulverizado em nitrogénioc liquido com o uso de um
liguidificader e o pd resultante submetido & extracido en
Lampdo fosfato (KPB) 0. 5M, PHG6.0 na relacéo 2:1
{(tampdo:tecido) contendo 0.5% de Na,S0;, 10mM de DIECA, ImM
do inibidor de proteases PMSF (Phenil Metil Sulfonil Fluoride
- C;HFO:5) e 2% da enzima CELLUCLAST (1.5 L, BA CCN 030040 -
Novo Nordisk, Denmark), por 3 horas, com agitacdes de 30
segundos a cada 15 minutos. Ap6s esse periodo foi adicionado
ao homogeneizado 0.5% de Triton X-100, agitado por 30 minutos
a 4~8°C e filtrado em tecido de nylon. 0 filtradeo foi
clarificado com a adiglo de 1/5 de seu volume, de uma mistura
cloroférmic:alcool n-amilico (2:1)}, por agitacdo durante 30
ninutos em banho de gelo. Apds uma centrifugacidc a 8§000rpm

por 10 minutocs no rotor Beckman JA 14, ao sobrenadante
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recuperadc , fol adicicnado 0.25M de NaCl e 10% de PEG
(polietilenoglicol) 6000 (PM), seguindo-se agitacdo por 20
minutos a 4°C. Uma nova centrifugacdo a 8000rpm (rotor JA 14)

por 20 minutos foi realizada e os “pellets” Tressuspensos ern
KPR 0.1M, pH7.0, durante a noite.

Na manhd seguinte o liquido foi passado por um
rriturador de tecidos de vidro, e a susSpensao centrifugada
por 10 minutos a 5000rpm  no  rotor Beckman JA 20. O
sobrenadante recuperado fol submetido a um “colchdo de

sacarose’” 30% com uitracentrifugacdo a 48000rpm por 1h e

45min no rotor Beckman 80 Ti. Os pellets formados foram
ressuspensos em KPB 0.1M, pH7.0, em triturador de tecidos e
centrifugades por 5 minutos a 7000rpm (roter Beckman JA 21} .
0 sobrenadante recuperado foi submetido a um gradiente de
densidade de sacarose 10% e Cs:504 15%, 22.5% e 30% (em
sacarose 10%), por ultracentrifugacao a 29000rpm durante
2:30h no rotor Beckman SW 41. Na tentativa de concentrar os
virions em faixas mais baixas do gradiente, em novas
purificacdes o mesmo foi modificado para sacarose 5% e 10%,
Cs,50, 5%, 10%, 15% e 20% em sacarose 10%, aumentandc a
velocidade para 35000rpm e o tempo de centrifugagdo para 3
horas, no nesmo rotor SW 41, Apods a ultima
ultracentrifugacao, 0s gradientes foram fracionados 2m

aliquotas de 600ul.



3.2. Avaliagdo da eficiéncia das purificacgdes

As fracgdes de cada gradiente, devidamente identificadas,
foram analizadas num espectrofotédmetro Hewlett Packard 8452A.

Foi realizada uma varredura compreendida entre 220-320nm para

cada aligquota de 600uL e plotadas as respectivas curvas de
absorbancia espectral.
A concentracgdo do virus {mg/mlL) nessas aliquotas foi

calculada pela equacdo [(Absxs - Abssg) x fator de diluico}/8,

. .1% : . s ' . s : ~
assumindo B "20=8,0. Uma idéia da eficiéncia das purificacdes

foi obtida pela razido ADbSuw/AbSyy. Purificacdes com alta
concentacgdoc de particulas, porém alta porcentagem de
impurezas, foram submetidas & dialise em KPB 0.05M, pH7.0,
durante aproximadamente 15 horas. Apds a diédlise, uma
centrifugacdo a baixa velocidade foi realizada e novas
analises no espectrofotdmetro foram feitas.

0 monitoramento das purificacdes também fol realizado
por Microscopia Eletrénica de Imunoadsorcdo (MEIAD). Para
isso, grades de microscopia eletrénica (200-300 mesh) com
filme parlodium/carbono foram inicialmente incubadas com o
antisoro para o “Barley Yellow Dwarf Virus serotipo PAV” ({As-
BYDV-PAV), na proporgdo 1:500 em KPB 0.01M, pH7.0, por 40
minutos. Esse anti-soro j& mostrara anteriormente certo grau

de reacdc com virus do amarelecimento foliar da cana-de-
acucar em testes de PTA-ELISA (VEGA et al., 1997). Apds a

lavagem em tampdo fosfato 0.1M , as grades foram incubadas

com o virus purificado na proporc¢dc 1:1000, em KPB 0.1M, pH
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7.0, “overnight” a 4°C. Apdés a lavagem em agua destilada foil

feita contrastacdo com acetato de uranila 1%, as grades foram
secas e examinadas ao microscoépio eletrdnico ZEISS EM-10C.
Observacdes das purificagbdes ao microscopio eletrdnico pela
técnica de contraste negative com acido fosfotungstico (PTA),
sem a prévia incubacdo conm anti-soro, tambémn foram
realizadas.

As melhores fracdes foram devidamente identificadas e

congeladas a -80°C em ultrafreezer, ou a ~20° no caso de

material para uso laboratorial freqiiente.

3.3. Produgio e preparo de anti-scros

Os animais usados para producdo de anti-soros

policlonais - 3 coelhos “brancos da HNova Zelandia” e 3
galinhas “Leggorn” - foram mantidos no biotéric do Centro de
Tecnologla Copersucar (CTC), em Piracicaba. Para a pre-

imunizacdc dos animais, as purificacdes do virus selecionadas
foram enmulsionadas com adjuvante de Freund completo, na
propergdo 1:1, num total de 50ug de virus por animal. As
injec¢des foram via intradérmica e subcutdnea, nos coelhos e
galinhas respectivamente. Antes da aplicacdo dos antigenos,
foi realizada uma sangria de prova nos cocelhos e coletados 2
ovos de cada galinha.

Decorridos 21 dias da primeira imunizacido, um “booster”

foi realizado com adjuvante de Freund incompleto, na

proporgdo 1:1 com o virus purificado, com 60ug de virus
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injetado nos coelhos nlimeros 1 e 2 e galinhas nlUmeros 2 e 3,
e 90ug de virus no coelho 3 e galinha 1. Essas concentragdoes
diferenciadas foram baseadas em avaliacdes dos anti-sorcos
coletados, descritas posteriormente.

Um segundo booster, nos mesmos padrdes do primeiro, foi
realizado apds 21 dias desse. As concentracdes de virus
injetadas foram 50pg nos coelhos 1 e 2 e galinhas 2 e 3, e
80ug no coelho 3 e galinha 1.

Os coeoelhos foram submetidos a 4 sangrias intercaladas

entre as imunizagdes. A primeira fol realizada 10 dias apds o

primeiro booster. Decorridos 11 dias, Jjunto com segundo
booster, reallzou-se a segunda sangria. Trinta e um dias e 61
dias apds, foram realizadas respectivamente a terceira e
gquarta sangrias. Logo apbés a coleta do sangue, esse era
resfriade por uma hora para coagulacido e a segulr
centrifugado a baixa velocidade para separacdo das hemaceas.
Os anti-soros foram armazenados congelados a -20°C.

0Os ovos de cada galinha foram coletados diariamente,
identificados por animal e data de postura, e armazenados em
geladeira até o processamento. Uma das galinhas (n° 3) teve a
producdoe de ovos interrompida logo apdés a primeira
imunizacéo, voltando a produzi-los cerca de 50 dias depois.
Os oves foram usualmente processados em grupos de 2 por
animal, com datas de postura préximas. O método inicialmente
utilizado para extragfio dos anticorpos, ou seja, a
imunoglobulina (fracdo IgG) das gemas, foi o da precipitacédo

com PEG 8000 (HARAKAWA, 1993). As gemas foram inicialmente




22
separadas da clara e lavadas em aAgua corrente, retirando-se
em seguida a membrana que as envolve. As mesmas foram
diluidas na relacdo 5:1 em KPB 0.01M, pH7.0, NaCl 0.1IM e
0.01% de NaNj;, acrescentando-se PEG 8000 até a concentracio
de 3.5% {(p/v) e agitade até a completa dissolucdc. A mistura
fol centrifugada por 20 minutos a 4500rpm (rotor Beckman JA
14), desprezando-se o0 sedimento amarelo. O sobrenadante foi
filtrado em funil com algeoddo para retirada da camada de
gordura. Ao filtrado foi adicionado PEG 8000 até a

concentracado de 12% (p/v), agitado até a completa dissclucdo

e novamente centrifugado por 15 minutos a 4500rpm (rotor JA
14). O pellet foil ressuspendido em KPB salino 0.01M na mesma
proporcdo do volume original das gemas, adicionando-se igual
volume de etanol 50%, com ¢ material mantido em banho de
gelo. Apds centrifugag¢do por 15 minutos a 4500rpm (rotor JA
14}, o pellet foi ressuspendide em KPB 0.1M, pH7.5, NaCl
0,1M. Para armazenamento a 4°C, foi adicionadc 0.02% de azida
sddica.

Uma variacdo desse método de extracdo da imunoglobulina
substituindo a WUltima precipitacio com etanol POr uma nova
precipitacdo com PEG a 12% (van REGENMOTEL, 1982) fol
testada. Apés a lavagem e rompimento da membrana envolvente,
as gemas foram agora diluidas no tampido fosfato 0.01M, pH7 .5
{contendo 0.1M de NaCl e 0,01% de azida sbdica), na relaciao
1:1, acrescentando-se PEG 8000 até a concentracdo de 3.5%. A
velocidade de centrifugacdo foi aumentada para 1006Crpm por
20 minutos. Ao sobrenadante filtrado em funil com algodao foi

adicionado PEG 8000 até a concentracio de 12% e centrifugado
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por 15 minutos a 10000rpm. Os pellets foram ressuspendidos em
volume de KPB 0.01M igual ao original das gemas, e PEG 8000
foi novamente adicionado até a concentragao de 12%. Apds a
conpleta dissolucgdo do PEG, a suspensdo fol centrifugada por
20 minutos a 10000rpm. Os pellets foram ressuspendidos em KPB
0.01M, num volume correspondente a 1/4 do volume original da
gema, sendo adiclonado 0.02% de azida sbddica para
armazenamento. Tcdas as centrifugagdes foram no rotor Beckman

JA 14.

Un método simples de clarificacdo com clorofédrmio (HU

et., al, 1985) também fol testado para extracdo da fracdo IgG.
As gemas, inicialmente lavadas em Agua corrente, foram
misturadas com o mesmo tampdo fosfato dos métodos anteriores
na proporc¢do 1l:1. Cleroférmio foi adicionado num volume igual
ao da mistura e agitado até a formacac de uma emulsio
uniforme. A emulsdo fol gquebrada por centrifugacdoc a 4500rpm
por 20 minutos. Ao sobrenadante recuperado foi adicionado
0.02% de azida sdédica. As preparacdes de cada método foram

posteriormente comparadas em testes PTA-ELISA.

3.4. Avaliagio dos anti-soros

Os anti-soros provenientes das sangrias em diferentes
datas foram analisadoes separadamente, assim cComo as
imunoglobulinas provenientes de ovos postos em datas
distantes. A monitoracido do titulo desses antisoros foi feita
basicamente por ELISA (“Enzyme-Linked Immunossorbent Assay”)

e alguns testes de deteccdo imunohistoquimica de proteinas em
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membrana de nitrocelulose (“Tissue-Blotting” - LIN et al.,

1980) .

3.4.1. Procedimentos para ELISA.

As microplacas de poliestireno utilizadas em todos os
testes foram da marca Corning (catdlogo n°25880-96), cobertas
com 100uL de liquido por corificio em cada etapa. 0Os testes
usados para avaliacgdo dos anti-soros de coelho foram na sua

maioria PTA-ELISA. As purificacdes de virus selecionadas
foram diluidas para 5pg/mL, lpg/mL e 0.2pg/mL de virus en

tampao carbonato 0.05M, pH 9.6 e incubadas por 1h a 37°C. A
segulr um blogqueio com BSA 1% (albumina de soro bovino) em
tampdo fosfato (KPB) 0.05M, pH 7.0 por 30min. a 37°C foi
realizado. Apds 3 lavagens com KPB 0.01M, pH 7.4, contendo
0.1M de NaCl e 0.05% de Tween 20 (KPB-Tween}, foram
adicionados o anti-soro e o soro pré-imune, na diluicédo
1:1000 em KPB 0.05M, pH 7.0, e incubados por 1h a 37°C. Apéds
3 novas lavagens com KPB Tween, o conjugadc de IgG de cabra
contra IgG de coelho com fosfatase alcalina (“Anti~rabbit
IgG- Alkaline Phosphatase conjugate”, Sigma A-9919) foi
adicionado na diluigdo 1:18000 em KPB 0.05M, pH 7.0 e
incubado por 1lh a 37°C. Trés novas lavagens foram realizadas
e o substrato p-nitrofenilfosfato, foi adicionado na
propor¢do Img/mL em tampdc dietanolamina 10%, pH 9,8. As
absorbancias foram medidas a 405nm apés 1 e 2 horas da adicao

do substrato num aparelho Labsystems Multiskan Bichromatic.
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Em testes PTA-ELISA posteriores, além das purificacgdes do
virus para cobertura da placa, foram usados exXtratos de
plantas sadias e doentes diluidos 1:10 em tampdo carbonato
0.95M, pH 2.6, adicionado de 0.5% de DIECA.

As imunoglcbulinas produzidas em galinha foram testadas
inicialmente por DASI-ELISA {(“Double Antibody Sandwich
Indirect ELISA”). As placas foram cobertas com anti-soro
produzido em coelhos na diluicdo 1:1000 em tampdo carbonato

0.05M, pH 9.6 e incubadas durante a noite a 4°C. BApds 3

lavagens com KPB-Tween, amostras de plantas sadias e doentes
trituradas em nitrogénio liguido e diluidas 1:10 em KPB
0.05M, pH 7.0, adicionado de 0.5% de DIECA, e as purificacdes

de virus (0.5ng/mL e 1.0png/mL), também em KPB 0.05M, foram

incubadas por 1lh a 37°C. Apds o blogqueio com BSA 1% em KPB
G.05M por 30 minutos e trés lavagens em KPB Tween, a
imunoglobulina de galinha (método PEG/Etanol) foil adicionada
nas dilulg¢des 1:100, 1:250 e 1:500 em KPB 0.05M e incubado
por lh a 37°C. Trés novas lavagens foram feitas e o conijugado
de fosfatase alcalina com IgG de coelho anti IgG de galinha
(Anti-chiken IgG Alcaline Phosphatase conjugate Sigma A-9171)
diluido 1:35000 em KPB 0.05M, foi adicionado e incubado por
1h a 37°C. Apds trés lavagens, O substrato D=
nitrofenilfosfato (img/mL em dietanolamina 10%) foil
adiclonado. As leituras foram feitas apés 1 e 2h a 405am no
mesmo aparelho utilizado anteriormente.

A fragdo I1gG de ovos obtidas pelos trés mnétodos

distintos de processamento {PEG, PEG/Etanol, e Cloroféormio)
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foram testados por PTA-ELISA, no sentido de avaliar a
eficiéncia de cada um. A metologia foi a mesma usada para o
PTA-ELISA com anti-soro de coelho, acrescentando além do
virus purificade para cobertura da placa, amostras sadias e
doentes de plantas de cana. As amostras sadias constituiram-
se de plantas provenientes de “seedlings” ou limpas por
termoterapia no Centro de Tecnologia da Copersucar (EUGENIO
C. ULIAN, comunicacédo pessoal).
Devido a ocorréncia de reacdes inespecificas nos testes

de PTA-ELISA com amostras de plantas sadias de cana {a ser

abordado nos resultados), foi tentada a pré-absorcio dos
antisoros com extratos dessas plantas. 0s extratos obtidos de
seedlings foram submetidos ao mesmo processo usado para
purificacdes do virus, sendo interrompido antes da
ultracentrifugacdo Com colchdo de sacarose, Apés 3
centrifugacdo a 5000rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
recuperado, fracionado em aliquotas de 1ImL e congelado. A
mesma semi-purificacdo foi realizada com plantas de cana
doentes, para posterior uso nos testes ELISA. Para prée-
adsor¢do os anti-soros foram misturados com o extrato sadio
semi-purificado, na proporcdc 10:1 (antisoro:extrato) e as
imunoglobulinas de ovos na proporgdo 50:1, incubados durante
a mnoite a 4°C e centrifugados a baixa velocidade,
recuperande-se ¢ sobrenadante.

0s anti-soros e imunoglobulinas pré-adsorvidos foram
avaliados por PTA-ELISA. As amostras consistiram agora de
extratos de plantas sadias (seedlings) e doentes diluidas enm

tampdo carbonato 0.05M, pH 9.6 na proporcdo 1:5; de extratos
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semi-purificadeos de plantas sadias e ©plantas doentes,
diluidos na proporcdo 1:10 em tampdo carbonato; e do virus
purificade (lug/mL) também diluido em tampdo carbonato. As
placas foram incubadas por 1h a 37°C, realizando-se a seguir
0 bloqueio com BSA 1% em KPB 0.05M, pH 7.0, por 30 minutos a
37°C. Apés 3 lavagens com KPB-Tween, os anti-soros pré-
adsorvidos, na dilugdo 1:800 e as imunoglobulinas na diluicio
1:100, foram incubados por 1h a 37°C. 0s respectivos
conjugados  “anti-rabbit  IgG-AP” e “anti-chiken IgG-AP”

(Sigma}, foram adicionados apds 3 novas lavagens e incubados

por lh a 37°C. Novas lavagens foram feitas e o substrato p-
nitrofenilfosfatro { Lmg/mL de dietanclamina 10%) foi
adicionado. As absorbidncias foram lidas apdés 1 e 2 horas no

mesmo aparelho previamente mencionado.

3.4.2. Detecgdo imuno-histoquimica em membranas de
nitrocelulose

O  procedimento realizado baseou-se na técnica de

“Tissue-Blotting” (LIN et al., 1990). As membranas de

nitrocelulese foram inicialmente marcadas com a nervura
central de folhas de cana por meio de uma leve pressdo,
produzindo réplicas do tecido em relevo. Fssas foram om
sequida submetidas a um bloqueio com BSA 2% em tampao Tris-
HC1 0.01M, pH 7.4, adicionado de 0.85% de NaCl e 1% de Triton
X~100, por 2 horas sob agitacdo. 0O anti-sorc foi adicionado

na diluigdo 1:1000 em tampdo Tris-HCL 0.01M, pH 7.4,



28
adicionado de NaCl 0.85%, 0.3% de Triton e 0.05% de Tween 20.
Apds incubagdo por 1h sob agitacdo, 5 1lavagens foram
realizadas em ftampido Tris-HC1 0.01M, pH 7.4, 0.85% de NaCl e
0.05% de Tween 20. O conjugado “Anti-rabbit IgG-AP” (Sigma A-
6025) na diluicgdo 1:5000 em Tris-HCl 0.01M mais BSA 1% foi
adicionado. Decorrido o tempo de incubacdo de 1h, 5 lavagens
em tampdo Tris-HCl 0.01M, pH 7.4 (0.85% NaCl e 0.05% de Tween
20) e 2 lavagens em Tris-HC1 0.1M, pH 9.5 adicionado de 0.1M

de NaCl e 5mM de MgCl, foram realizadas. O substrato NBT/RCIP

foi finalmente adicionado diluido nas quantidades de 165ug/mlL

de NBT e 85ug/mL de BCIP em tampdc Tris-HCl 0.01M, pH 9.5,
NaCl 0.85%. Apds incubacio sob baixa luminosidade e formacio
da coloracdo roxa, caracteristica da acdoc da enzima sobre o
NBT/BCIP, a rea¢do foi parada com tampdo Tris-HCI 20mM,
pH7.5, adicionade de O5mM de EDTA. As membranas foram
examinadas ao microscodpio dtico com iluminacdo por

transparéncia (luz transmitida).

3.5. Medig¢des de fluorescéncia

Plantas de cana-de-acicar da variedade SP-716163 foram
mantidas em estufa em dois grupos separados, sob as mesmas
condigdes ambientais. Um dos grupos feol constituido de
plantas oriundas de mini~toletes infectados com o virus do
amareiecimento foliar da cana-de-aciicar, e o outro de mini-
toletes de plantas livres do virus por limpeza via

termoterapia seguida de cultura de meristema. Foram
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realizados dois ensaios com plantio em épocas diferentes e
analises em épocas diferentes.

As medigdes dos parametros e curvas da cinética de
inducdo da fluorescéncia foram feitas com um aparelho modelo
PEA (Plant Efficiency Analyzer), da Hansatech, Kings Lynn,
Norfolk, UK. Os parametros da fluorescéneia da clereofila
fornecidos pelo instrumento sdo: fluorescéncia inicial (FO0},
fluorescéncia variavel (Fv), fluorescéncia maxima (Fm), e a
razdao Fv/Fm. A cinética da fluorescéncia da clorofila do

nivel inicial (F0) ao nivel maximo (Fm) foi avaliada com base

no trabalho realizado por STRASSER et al (1995). © PEA
permite o acimulo de dados em intervalos de tempo de
microsegundos (us), cuja faixa de leitura foi transformada
numa escala de tempe logaritmica, no eixo das abscissas, para
a plotagem das curvas da cinética de indugdo. 0s niveis
transitdérios da curva de inducdo apresentados no modelo de
Strasser - 0O(F0), J{F3), I(Fi) e P(Fp) - foram comparados
entre os tratamentos, convencionando a emissao de FO no tempo
de 60 us.

As medicdes foram padronizadas na quarta folha mais
jovem de cada planta, na sua porcdc mediana. Foram feitas
varias estimativas para determinacado do tempo de tratamento
de escurc das folhas necesséario para que eficiéncia
fotoguimica maxima fosse alcangada. A partir do tempo inicial
de 5 minutos, com intervalos também de 5 minutos, foi
encontrado o valor médioc de 50 minutos. A intensidade de luz
utilizada foi de 600 W/m*, equivalente a 100% da intensidade

luminosa fornecida pelo fluorimetro, e o tempo de inducdo de
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5 segundos, suficiente para que a fluorescéncia maxima fosse
alcancgada.

No primeiro ensaio foram usadas plantas com 8 meses apds

o plantio, com o grupo infectado ja apresentando os sintomas

tipicos do amarelecimento - diferentes intensidades de

amarelecimento da nervura central. Todas as leituras de

fluorescéncia foram realizadas entre 10 e 11 horas da manha

no periode de 26 de janeiro a 7 de fevereiro de 1997.

Observa-se que ocorreram variacdes na intensidade de luz

entre os diferentes dias de medicédo, pela conduciao do

experimento em «casa de vegetacdo, todavia procurou-se
padronizar os resultados nos dias com condicdes semelhantes.
Nove plantas de cada grupo, sadio e infectado, no mesmo
estadio de desenvolvimento, Fforam usadas para as medicdes,
sendo cada uma delas considerada uma repeticdo. Todas as
medicdes foram feitas no interior da estufa a temperatura
ambiente,

No segundo ensaio foram usadas 9.plantas de cada grupo
com c¢inco meses apds o plantio, analizadas durante 29 de
setembro a 2 de outubro de 1997, Algumas plantas do grupo
infectado ainda ndoc apresentavam sintomas visiveis, porémn,
todas foram testadas individualmente por DAS-ELISA para
constatagdo da infecgdo pelo virus e a real sanidade das
plantas sadias. Esses testes foram realizados apsés uma
extensa rotina para o estabelecimento de uma metodologia
confiavel de diagnéstico (vide resultados). Todas as leituras
foram feitas fora da estufa, sob luz solar direta, somente em

dias limpos. Trés medicdes foram realizadas, sendo a primeira
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delas apds 1 hora de adaptacado fora da estufa, e as demails
ap®s 5 horas sob luz solar direta. Os tempos de tratamento de

escuro e leitura do primeiro ensaio foram mantidos.

3.6. Dosagem de pigmentos e aglcares

Os mesmos grupos de nove plantas sadias e infectadas
citados no toépico anterior foram submetidos a dosagem de
cleorofilas a e b, xantofilas e carofendides, acucares

soluvels totals, acgucares redutores e sacarose.

Foram retirados 15 discos foliares de Tmm de dié&metro
das mesmas folhas usadas para medigdes de fluorescéncia. As
extracdes foram feitas em 10mL de MCW (metanol, cloroférmioc e
Agua) nas prorporcdes 12:5:3, durante aproximadamente sete
dias, ou até gue ‘os discos se tornassem inteliramente
despigmentados. 0s discos das amostras de cada grupo foram
secos individualmente em estufa a 80°C, estimando-~se uma
média do peso seco para plantas sadias e infectadas.

Para dosagem de clorofilas e carotendides foram
retiradas pequenas aliquotas de extrato e diluidas em etanol
96%. 0s calculos seguiram as equacgles propostas por
LICHTENTHALER & WELLBURN (1983), com 0s resultados expressos
em lg/mg massa seca.

Ao restante do extrato fol adicionade cloroférmioc e Hy0,
nas proporcdes 4:1:1,5 (extrato:cloroférmio: H,0) para
separacao de fases; da fase superior aquosa foram dosados o0s
acucares. O método fenol sulfurico (DUBOIS et al., 195%6) foi

usado para aglcares soluvels totais. Nas mesmas amostras,
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apbs a digestdo com KOH, a sacarose fol dosada pelo método
antrona (van HANDEL, 1968). A concentracdo de acglcares
redutores foi calculada pela diferengca entre acgucares

soluveis totais e sacarose. (Os resultados foram exXpressos em

lLg/mg massa seca.

As leituras de absorbancia para clorofilas e
carotendides foram realizadas em um espectrofotdémetro duplo
feixe B3%G Micronal, nos dois ensaios. As leituras de
absorbincia para agucares foram feitas em um

espectrofotdémetro 435 FEMTO, com excecgdo de aclicares scluveis

totais no segundo ensalo, no qual fol usado o aparelho

mencionado para plgmentos.

3.7. Medigdes da taxa de troca liquida de CO,

As avaliacdes de taxa de troca de C0O, foram feiltas
apenas nho segundo ensalo, devido a ndo disponibilidade do
aparelho usado nas medic¢des no decorrer do primeiro ensaio.

As pilantas dos dois tratamentos foram levadas para a
Secdce de Fisiologia no Centro Experimental do Instituto
Agrondmico de Campinas, onde permaneceram em estufa por
quatro dias para adaptacdo antes do inicio das avaliactes.
Foi utilizado o aparelho portatil de medida de fotossintese
IRGA modelo 6200 (“Infra Red Gas Analyzer” , LICOR, Nebraska,
USA) .

As plantas foram levadas para fora da estufa pela manha,
onde permaneceram por cerca de 2 horas antes do inicio das

leituras, as quais foram feitas na quarta folha inteiramente
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expandida, a mesma das medigdes de fluorescéncia. Foil
escolhido um dia totalmente limpo, sem nebulosidade para
coleta de dados durante a evolucio das condicdes amblentes.
Cinco medicdes foram feiltas das 9:30 as 15:30 horas,
alternando-se entre cada leitura plantas sadias e infectadas.

As mesmas plantas foram submetidas a medicgdes dentro do
laboratério, com uma fonte de luz artificial fixa de
densidade de fluxo de fotons fotossintéticamente ativos de

-1

1246 + 33 umoles fotons.m™’.s e a temperatura ambiente de

24°C. Houve adaptacdo de cerca de 20 ninutos sob as novas

condicdes antes que as lellturas se sucedessem alternadamente

entre plantas sadias e infectadas.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Purificagdes do virus

As tentativas de purificacdo do virus associado ao
amarelecimento foliar da cana-de-~acucar (VAFCA) usando o
método de HAMMOND et al. (1983) apresentaram rendimentos
muito baixos, fato evidenciado anteriormente por VEGA et al.

(1997). No entanto, as modificacdes introduzidas no método

original possibilitaram purificacdes com rendimentos em torno
de 1,8mg/Kg, um excelente resultado no caso de luteovirus,
cujas purificacdes costumam apresentar rendimentos na faixa
de 0,1006-1,5Img/Kg (ROCHOW & DUFFUS, 1981; HAMMOND et al.
1983.}.

As principais modifica¢des que resultaram no aumento de
rendimento foram:

¢ adig¢do do inibidor de proteases PMSF ao tampio de extracao;

e substituicdo das enzimas propostas por HAMMOND et al (1983}
pela enzima de uso industrial CELLUCLAST junto ao tampdo de
extracio;

* alteragdo do gradiente de sacarose para o gradiente misto
de sacarose e (s;50;, conforme GONSALVES et al. (1978).

Os gradientes alterados para 5 e 10% de sacarose e
9,10,15 e 20% de Cs,30, e submetidos a ultracentrifugacio a
35.000rpm por 3 horas apresentaram os melhores resultados.
Houve a tendéncia da concentracdo dos virions nas fracdes

intermedidrias dos gradientes, correspondentes a 10 e 15% de
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Cs,50,. Nessas fracdes a concentracdo média de particulas
virais foli de 100pg/mL.

Os espectros de absorbincia em UV das frag¢bes de um
gradiente de densidade misto de sacarose e sulfato de césio,
mostrados na Figura 3, indicam a presenca de particulas
nucleoprotéicas em diferentes concentracdes ao longo do
gradiente. Considerandc o_pico de absorbancia em 260 nm, que
corresponde ao acido nucléico, a maiocr concentragdo viral
ocorre nas fracdes 3 a 6 (Figura 4).

A Figura 5 representa os resultados obtides em outra

purificacdo, na qual foram nisturadas as £fragdes com maior
concentracdo de virus (1 a 5) e as de menor concentracdo (6 a
10). Esses “pools” de fracgdes foram posteriormente submetidos
a didlise em KPB 0.05M . Este procedimento provocou certa
perda de virus, refletida pela queda na absorbdancia em 260
nm, mas houve ganho na pureza da preparacdo com aumento da
relacdo Amgﬁﬁwg..A mistura das fracdes 1 a 5, gue antes da
dialise apresentocu Aﬂm/Aﬂm;l.G, apdés a diadlise passou a
apresentar BRsge/Azee=1.75. A mistura de fragdes 6 a 10 (conm
menor concentraclo de virus) manteve praticamente inalterado
esse parametro apds a dialise.

A razdo DPoeo/RPsge da preparacdes finais obtidas nas
diversas purificacdes esteve entre 1,60 e 1,85, que é a faixa
de valores esperados para particulas virais isométricas que
contém entre 20 e 35% de acido nucléico (GIBBS & HARRISON
1976) . Estes valores também estio prdoéximos aos obtidos em
trabalhos de purificagdo do BYDV (HAMMOND et al. 1983}, que

ficaram entre 1,5 a 2,0 (BYDV-MAV) e 1,66 a 1.85 (BYDV-PAV).
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OQutro parametro relacionado com o contedde de acido
nucliéico e a relacdo entre a absorbancia maxima, observada
em 258-Z260nm, e a minima que ocorreu em 234-238nm. Na
purificacdo analisada na Figura 6 a relacdo Bpax/Bpip foi de
1,24 e 1,32 para os pools de fragdes 1-5 e 6-10,
respectivamente, passando para 1,66 e 1,42 apds a didlise.
Estes valores sdo consistentes com os observados para outros
virus poliédricos e indicativos de conteido de &acido nucléico
acima de 20% (NOORDAM, 1973).

O exame a0 microscodpio eletrdnico das fragdes do
gradiente de densidade misto de sacarose e sulfato de césio,
em contraste negativo com acido fosfotingstico, permitiu a
visualizacédo de alta concentracdc de particulas isométricas
com Z24-26énm de diametro (Figura 6). A contrastacdo com acido
fosfotuingstico permitiu observar detalhes estruturais na
maicoria das particulas virais, diferentemente do observado em
contraste com acetato de uranila (VEGA et al.1997). Este fato
pode ser indicativo de algum efeito desestabilizador da
estrutura wviral por parte do ion fosfotungstato, como
relatado para alguns menmbros da familia Tricornaviridae
(JOHNSON & ARGOS, 1985). Também foram visualizadas particulas
do mesmo tipo quando realizados testes de microscopia
eletrdénica de imunocadsor¢do com o anti-soro para o BYDV-~PAV,
indicando algum grau de relacido serolégica com esse virus.

A alita concentracdo de particulas virais conseguida nas
purificacdes possibilitou a imunizacdo dos animais na

expectativa da obtencdo de um anti-soro para diagnéstico.
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4.2. Avaliagio dos anti-soros

Os Lestes PTA-ELISA com os anti-soros produzidos em
coelhos mostraram um grau de reatividade consideravel com os
antigencs, em comparacdo com o soro coletado antes da
primeira imunizacdo. As leituras de absorbancia porém, foram
muito baixas apds a primeira imunizacdo, indicando um baixo
Citulo e revelando diferencas entre os antiscros do 3
coelhos.

Ap6s a aplicacé&c de “boosters” nos animais, foi

verificado o aumento no titulo dos anti-soros em testes PTA~
ELISA posteriores. Quando foram incluidos extratos de plantas
sadias e doentes, foi verificada uma forte reacao
inespecifica do anti-soro para o VAFCA com o extrato de
plantas sadias.

Nos testes DASI-ELISA, com anti-scrcos e imunoglobulinas
de ovos, a situacio repetiu-~se, Os resultados foram
consistentes usando-se as purificag¢des do virus e tampdo
carbonato como controle negativoe. Entretanto, ocorreu uma
forte reacdo inespecifica com extrato de plantas sadias,
menor comparativamente a observada em PTA-ELISA com anti-soro
de coelho. A reacgdo dos anti-soros com extratos de plantas
sadias deve-se, provavelmente, a producdo pelos animais de
anticorpos para alguma proteina imunogénica da planta
presente nas purificacdes realizadas.

As imunoglobulinas de ovos purificadas ©pelos 3
diferentes métodos puderam ser objetivamente avaliadas por

PTA-ELISA. O melhor método de extracdo da fracdo 1gG fol o do
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PEG/Etancl, juntamente com método do clorofbdrmio. A
preferéncia para extracgdes posteriores fol dada ao método
PEG/Etancl, devido & recuperacdo da mesma quantidade de
imunoglobulina em um volume final menor. O método de extragioc
com o uso somente de PEG mostrou-se menos eficilente que o0s
anteriores.
As imunoglobulinas obidas de ovos tambem mostraram
reacdo inespecifica com o extrato da planta sadila, porém enm
menor intensidade que o©s testes com anti-soro de coelhos.

Cutra observacdo foi que as absorbdncias dos extratos de

plantas doentes foram sempre maiores que as dos extratos de
plantas sadias, fato ndo evidenciado nos testes anteriores.

A pré-adsorgao dos anti~soros com extrato semi—~
purificade de plantas oriundas de seedlings, diminuiu
sensivelmente a reatividade dos anti-soros com os extratos de
plantas sadias, comparativamente & reatividade com o8
extratos de plantas doentes. A inclusdo dos extratos semi-
purificados como anltigenos, realcou esses resultados no caso
de antisoros de coelhos, mostrando uma maior diferenca entre
as absorbancilas de extratos de plantas deoentes e extratos de
seedlings (Figura 7). Todavia, quando esses extratos
semipurificados foram testados com as imunoglobulinas de
galinhas, resultados menos uniformes foram encontradcs, néo
permitinde uma resposta conclusiva. Quando comparados as
purificacdes do virus, os extratos de plantas (semi-
purificados ou ndo), sempre apresentaram maior absorbancia

nos testes PTA-ELISA. Esses resultados ndo refletiram unma
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so}ucéo efetiva para o problema de reacdo-cruzada entre
plantas sadias e infectadas.

A técnica de Tissue Blotting c¢om membranas de
nitrocelulose também denotou o problema de inespecificidade
dos anti-soros. Apesar do bom grau de detalhamento dos feixes
vasculares da folha de cana-de-acicar no exame ao microscodpio
dptico sob luz transmitida, ambas as partes das membranas,
impressas tanto com folhas de plantas doentes quanto sadias,
mostraram reacdc com o anti-soro de coelho. A coloracgédo

ocorreu em areas marcadas com o floema, xilema e algumas

vezes tecide parenquimidtico, ndo ndo havendo sinal da
localizacdo do virus. Para alguns dos anti-soros testados o
grau de reatividade (intensidade da coloracao roxa), foi
maior no espaco da membrana marcado com as plantas sadias.
Esses resultades ndo possibilitaram conclusdes obietivas.
SCAGLIUSI & LOCKHART (comunicacdo pessoal) vinham
realizando trabalhos simultanecs aos nossos no sentido de
obter um anti-soro para diagndstico do VAFCA. Esses
pesquisadores forneceram gentilmente um anti-soro e um
conjugado dos anticorpos com fosfatase alcalina, para nossa
avaliagdo. A imunizacdc dos animais para a obtencdo do anti-
sorc fol feita com um “poocl” de purificactes de isolados
brasileiros e havailanos do virus. A disponibilidade de um
conjugado para os anticorpos permitiu a execucdo do “Double

Antibody Sandwich - ELISA” (DAS-ELISA}, cuja especificidade é

maior que as do PTA-ELISA e DASI-ELISA, que vinham sendo
realizados. Apds uma extensa rotina de testes DAS-ELISA para

ajustar uma metodologia confiavel de diagnéstico (SCAGLIUSI
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et al., 1997), as plantas do segundo ensaio foram testadas
para o VAFCA. Esse passo permitiu uma maior confiabilidade na
separacdc entre plantas sadias e infectadas para as analises

que se seguliram.

4.3. Alteragdes nos tecores de pigmentos fotossintéticos

Nos dols ensalos ocorreram redugdes expressivas no

conteudo de pigmentos das plantas infectadas com o VAFCA

(Figuras 8 e 10). A clorofila a {(Cla) apresentou as maiores

reducdes, com diferencas estatisticas em ambos ensaios. O
contetdo de carotenéides, ou seja, xantofilas e carotenos (Cx
+ ¢, conforme propesto por LICHTENTHALER & WELLBURN, 1983)
apresentou reducdo estatisticamente significativa apenas no
segundo ensaic. Apesar das visiveis reducdes nos contetdos de
clorofila b (Clb) das plantas infectadas, mostradas nas
figuras 7 e 9, essas ndo foram estatisticamente diferentes.
As alteracdes encontradas nos teores de pigmentos
fotossintéticos nas plantas doentes seria uma consequéncia
previsivel da infeccgdo viral, principalmente nas plantas com
sintomas visiveis. Conforme retratado por GOODMAN et al.
(1986), os sintomas cléssicos provocados por fitoviroses em
suas hospedeiras constituem efeitos da acic do virus sobre a
sintese de clorcfila e a ruptura na estrutura e funcido dos
cloroplastos. Todavia as plantas avaliadas encontravam-se em
diferentes estadios do desenvolvimentos de sintomas,
especialmente no sequndo ensalo, onde muitas nio apresentavam

sintomas visiveis. Parece entdo, que a reducdo na sintese
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e/ou a degradagdo de pigmentos esteja ocorrendo antes que 0s$
sintomas se ltornem visiveis.

A razdo Cla/Clb também sofreu uma queda nas plantas
infectadas (Figuras 9 e 11), chegando no segundo ensalio a uma
recdugido estatisticamente significativa. Nado ha& qualquer
relato sobre esse aspectc na infecgdo por fitoviroses.
Entretanto, diminuig¢des na razio Cla/Clb induzidas por
sembreamento s&c interpretadas como indicativas de maior
empilhamento de tilacdides e uma diminuicdo das lamelas

intergrana, aumentando a razdo PSII/PSI (TINOCO-OJANGUREN &

PERCY, 1995} = esge fato levaria a um aumento na capacidade
de producdo de ATP. Sabe-se que a replicagdo viral e a
sintese de Aacido nucléiceo provocam um aumento na demanda de
energlia na forma de ATP nas c¢élulas infectadas (SEATON et
al., 1995). Provavelmente essa seja a causa para as reducgdes
na razdo Cla/Clh encontradas.

Certamente estd3o envolividos no desenvolvimento de
sintomas aspectos sobre os processos fotoquimicos primarios
que irao caracterizar um processo fotoinibitéric. Provaveis
alteracdes no metabolismo e na regulacgido da expressao génica
da sintese de pigmentos e proteinas do cloroplasto devem dar
sequéncia ao processc (BALACHANDRAM et al. 1997). As analises
de fluorescéncia da clorofila a retratadas a seguir mostrario

a interferéncia da infeccdo viral em algumas etapas

fotobioenergéticas do processo fotoinibitério, complementando

as informacdes apresentadas nesse item.
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4.4. Avaliagdes da fluorescéncia da clorofila a

4.4.1. Parametros da fluorescéncia da clorofila.

conforme ilustrado nas figuras 12, 13 e 14, no primeiro
ensalo as plantas infectadas mostraram aumento na
fluorescéncia inicial (FO) nas cinco medicdes realizadas,
porém em apenas uma delas as diferencas foram
estatisticamente significativas. A fluorescéncia maxima {¥m)
apresentou-se reduzida em todas as medictes, mas — Sem
diferencas significativas. A razdo Fv/Fm, dque reflete &
eficiéncia quantica da fotossintese, apareceu sempre reduzida
nas plantas com O virus, porém com diferencas significativas
em duas medicdes.

No segundo ensalo a mesma tendéncia na variacao dos
parametros foil observada. As plantas infectadas apresentaram
aumentos em O, Com diferencgas estatisticamente
significativas em uma das trés medicées. Os demails parametros
(Fm e Fv/Fm) também foram reduzidos nas plantas infectadas,
mas sem diferencas estatisticamente significativas (Figuras
15 e 16). Um aumento inesperado de Fm nas plantas infectadas
foi verificado na primeira medicdo.

As alteracgdes encontradas nos paridmetros da
fluorescéncia da clorofila a, parecem ter seguido o padréo do
segundo componente do processo fotoinibitério identificado
por KRAUSE (1988), e associado por BALACHANDRAN et al. (1997)
ao desenvolvimento de sintomas de infeccdo por fitoviroses. O

aumento em F0 e a diminulcao em Fm e na razdo Fv/Fm, sao
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4.4.1. Parametros da fluorescéncia da clorofila.

conforme ilustrado nas figuras 12, 13 e 14, no primeiro
ensalo as plantas infectadas moslbraram aumento na
fluorescéncia inicial (F0) nas cinco medicbes realizadas,
poréem em apenas uma delas as diferencas foram
estatisticamente significativas. A fluorescéncia maxima (Fm)
apresentou-se reduzida em todas as medigdes, mas Sem
diferencas significativas. A razao Fv/Fm, que reflete a
eficiéncia guantica da fotossintese, apareceu sSempre reduzida
nas plantas com o virus, porém com diferencas significativas
em duas medicdes.

No segundo ensalo a mesma tendéncia na variacido dos
parametros fol observada. As plantas infectadas apresentaram
aumentos am ¥0, com diferencas estatisticamente
significativas em uma das trés medigdes. Os demals parametros
(Fm e Fv/Fm) também foram reduzidos nas plantas infectadas,
mas sem diferencas estatisticamente significativas (Figuras
15 e 16). Um aumento inesperado de Fm nas plantas infectadas
fol verificado na primeira medicao.

As alteracgdes encontradas nos parametros da
fluorescéncia da clorofila a, parecem ter seguido o padrao de
sequndo componente do processo foteinibitério identificado
por KRAUSE (1988), e associado por BALACHANDRAN et al. (1997)

ac desenvolvimento de sintomas de infeccéo por fitovircses. O
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A fase inicial do processo fotoinibitédrio, caracterizada
- pelo aumentc da extincdo ndo-fotoquimica e uma queda inicial
em Fv/Fm e F0, ndo foi detectada nas plantas avaliadas. Essa
fase ocorre dentro dos eventos fotogquimices priméariocs,
durante o ajuste dos mecanismos de fotoprotegdco. Essa
avallacido seria possivel apenas com o© acompanhamento do
inicio do processc infeccicso do virus, o gque nao pdde ser
feito por trabalharmos com plantas sob infecgde secundéaria
(ciones infectados). O conhecimento do modo de transmissao do

virus e a conseqiénte transmissdo em laboratdédrio contribuiréoc

para estudos futuros com a fluorescéncia da clorofila em

plantas infectadas.

4.4.2. Cinética transitdéria da indugio da fluorescéncia da
clorofila

A elevacgdo da fluorescéncia inicial a fluorescéncia
maxima (FO a Fp) ocorre com alteracgdes no potencial redox dos
aceptores de elétrons no PSII, QA e (B, e do “pool” de
plastoquincna. Apds o tratamento de escuro, QA e QB estido
oxidados, portanto os centros de reacdo do PSII estao
abertos. Sob iluminacdo, QA torna-se reduzido e transfere
elétroné para QB. O nivel Fj, apresentado por STRASSER et al.
(1995) reflete o equilibrio QAQB <> OQAQR", e durante a
elevacdo de Fj até Fp, o© ©pool de plastoquinona é
sucessivamente reduzido por QB . No nivel Fp, QA, OB e PO
estdo inteiramente reduzidos pelo PSII; os centros de reacio

do PSII estdo entdo fechados. Com o inicio da atividade do
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psI, o qual reoxida O pool de plastoquinona, oA e OB, a
fluorescéncia maxima lentamente decresce até um estado de
equilibrio. A parte da cinética de indugao dque val de FC a Fp
& denominada “elevagdo rapida da fluorescéncia da clorofila”,
a qual é completada entre 100 a 500 ms (LICHTENTHALER &
RINDERLE, 1988), sendc referida no presente trabalho como
cinética transitoria da inducdao da fluorescéncia da
clorofila.
As figuras 17, 18 e 19 mostram as pequenas diferencas

encontradas entre plantas sadias e infectadas na fase FO-F3,

que representa a  fase fotoquimica da  emissdo de
fluorescéncia, conduzindo a reducdo de QA a QA"; nas trés
primeiras medigoes do primeirc ensalo e nas duas primeiras do
segundo ensalo, essas diferencas segulram uma curva
caracteristica mais pronunciada. A fase coberta por Fij-Fi-Ip
& denominada fase ndo fotoguimica, devido a ndo dependéncia
da intensidade de luz emitida. Variacdes nos  passos
intermediario, Fi, e final, Fp, refletem diferentes estados
redox de QB (QAQB™™ ou QA QB ) e/ou varios tipos de complexos
do PSII bioquimicamente diferentes, que reduzem o pool de FPQ
a velocidades diferentes - © Ppasso Fi estd ligado ao
preenchimento do pool de PQ, e em Fp todas as moléculas de PQ
estao reduzidas a PQHZ. As medigGes mencionadas na fase
inicial (F0-Fj) também foram as dJque apresentaram curvas
caracteristicas diferentes entre plantas sadias e infectadas
em Fj-Fi-Fp, c¢om excec¢dc da primeira medicdo do segundo
ensaio, onde houve uma inversdo do nivel Fp entre sadias e

infectadas observado nas demais medicOes
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Percebe-se nos graficos da cinética de indugac da
fluorescéncia que, apdés o nivel Fp, ocorrem diferencas claras
em varias medicbOes. Essa fase é denominada de queda lenta da
fluorescéncia (LICHTENTHALER & RINDERLE, 1988) e &
caracterizada pela extingido da fluorescéncia da clorofilia,
porém ela se estende até um nivel de equilibrico (T} gue nio é
mostrado nos graficos; a sua reducgdo ¢é comum quandoe a
capacidade de fotoprotecdo no PSII é excedida durante o
desenvolvimento de sintomas de fitoviroses {OSMOND, 1994). A

extingdo da fluorescéncia de Fp até T é formada por dois

componentes: Q (extincdo fotoguimica ) e E (extingcido ndo-
fotoguimica), que estd associada a energizacdo da membrana do
tilacdide e a formacido de um gradiente de pH através da
membrana. A quantificacdo de ambos pode ser feita com um
fluorimetro modelo PAM (Pulse Amplitude Modulation
Fluorometer) .

A cinética da fluorescéncia rapida da clorofila prové
uma aproximativa experimental para analisar as reacdes do
P5IT que conduzem ao preenchimento do pool de plastoguinona,
fornecendo—nos uma estimativa limitada dos efeitos da
infeccdo viral sobre o tranporte eletrdénico no PSII. O uso
dessa  analise permite~nos investigar o] aparelho
fotossintético in vivo, sob condigdes fisiolégicas, gque
associado as andlises dos pigmentos fotossintetizantes
presentes no sistema de antenas do PSII, as trocas gascsas de
CO, na fotossintese e as dosagens dos teores de aclcares nas
folhas infectadas, nos da uma visdo geral da interferéncia da

infecgdo wviral sobre o processo fotossintético, desde as
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reacdes fotobiocenérgéticas iniciais ligadas a fotoinibicao,

até o transporte de fotoassimilados no tecido floematico.

4.5. Avaliagdes das taxas de troca liquida de CO;

Em todas as medicdes realizadas com o IRGA foram
encontradas reducdes na atividade fotossintética das plantas
infectadas, em termos da taxa de troca liquida de CO;. As
medicdes realizadas no campo apresentaram uma  forte

influéncia da radiacdoc fotossintéticamente ativa e da

temperatura, sujeitas a variacdes no decorrer do dia, sobre
essas reductes.

A Figura 20 apresenta a média das taxas de troca liquida
de C0, encontradas nos dois grupos de plantas em cada uma das

cinco medicdes realizadas ao longo do dia. A primeira medicdo
das 9:37 as 10:05 horas, (PAR 1560+90umoles fotons.m™.s™'; T°
32,6+l,2°C), mostra as menores diferencas as quals na&c foram
estatisticamente significativas. Com o aumento da temperatura
(34,5%0,7°C) ¢ em especial do PAR (1840%34umoles fotons.m*.s
by, a segunda leitura apresentou as malores redugdes
significativas da troca de CO, nas plantas infectadas. A
partir desse horéario, com as temperaturas aumentando e o PAR
diminuindo (Tabela 1), as diferencas nas taxas de ltrocas de
C0, comecaram a diminuir, porém continuaram estatisticamente

significativas até a ultima leitura das 15:09 as 15:31 horas.
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Tabela 1 - Valores da temperatura e da radiagao
fotossintéticamente ativa (PAR) durante as medicdes de trocas

gasosas no decorrer do dia.

Horario das Temperatura * SD’ PAR + SD*
Medlgoes (Celsius) (umoles fotons.m2.57)
9:37-10:05h 32.6+1.2 1560£90
11:50-12:20h 34.5%0.7 1840434
12:55-13:20h 36.,11%0.3 1677422
13:57~14:26h 36.746.4 13734103
15:09-15:31h 35,610.8 106043

! gp~ Desvio Padrdo

A Figura 21 apresenta as taxas de troca ligquida de CO;
dos dois tratamentos em relacdo as variacdes no PAR no
decorrer do dia; a <curvas de regressaoc polinomial permitem
uma visao do comportamento de plantas sadias e infectadas com
o aumento da radiacao fotossintéticamente ativa. O aumento da
distancia entre as curvas mostra que as plantas sadias
aproveitaram mais eficientemente o aumento da irradidncia
para assimililacgao do CO0,. A infeccgdo viral diminuiu a
eficiéncia fotossintética em resposta ao aumento da radiacgao
fotossintéticamente ativa.

No horario em que foram verificadas as maiores

diferencas na taxa de troca de CO0,, as curvas de regressdo
(Figura 22} mostram dque as plantas infectadas respondem bem
ao aumento da irradiancia até um limite proximo de 1600umoles

fotons.m’.s”) A partir desse valor, de uma maneira
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geralizada, parece ndo haver mails aumento das das taxas de
troca liquida de €O, em resposta ao aumento da irradiancia.
Entretanto, as plantas sadias continuaram a aumentar as
trocas de CO, com valores de irradidncia superiores a esse
limite.

A interferéncia do horario do dia, devidoe as variacbes
nas condicdes ambientes, também é apresentada na Figura 23,
junto com as medicdes em laboratdrio sob condicdes

controladas. Essas nmedicgdes, com a temperatura de 24°C e o

PAR fixo em 1246433 pmoles fotons.m™*.s”’, foram suficientes

para detectar reducdes significativas na atividade
fotossintética das plantas infectadas. Parece entdo, dque a
densidade de fluxo de fétons fotossintéticamente ativos
possul grande interferéncia nas diferencas encontradas nas
taxas de ftroca liquida de CO, entre plantas sadias e
infectadas, independente da ocorréncia de temperaturas
elevadas.

Estes resultados indicam gque um ou mais passos no
processo de fixacdo de C0, estdao sendo alterados pela
infecgdo viral. A cana-de-aclcar, por ser uma planta C4, &
quase duas vezes mals eficiente na fixacdo CO0, que uma 3
quando -as temperaturas alcancam 25 a 35°C e os niveis de
irradiéncia sdo elevados (SALISBURY & ROSS, 1994) - apesar

das elevacgdes de temperatura provocarem menor solubilidade do

CO; no cloroplasto, além do fechamento estomdtico reduzindo a
sua entrada. Essa caracteristica é conferida pela capacidade
das C4 em aproveitar o (0, liberado pela descarboxilacioc de

malato e aspartato nas c¢élulas da bainha facilitando a
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producao de 3-PGA pela RUBISCO. Sabe-se due varias enzimas
fotossintéticas dependen da luz e energla na forma de ATP e
NADPH para fixacao € reducdo do COz, cuja disponibilidade nas
células infectadas & reduzida pela utilizacao durante 2
replicacgac viral. Alnda a malato desidrogenase, que converte
oxaloacetato a malato, esta localizada nos cloroplastos, cuja
estrutura e organizagao foram supostamente alterados pela
presenca do virus. As diferencas encontradas no teor de
pigmentos fotossintetizantes e na razao Cla/Clb sao indicics
dessas alteragtes, dque além de afetarem © preenchimento do
pool de plastoquinona do PSII, parecem ter influenciado

também as caracteristicas dinadmicas fotossintéticas de trocas

gasosas.

4.6. Alteracdes nos teores dé aclcares

As reducdes provocadas pela infecgdo do wvirus na
eficiénecia fotossintética das plantas testadas poderiam, a
primeira vista, ser acompanhadas por duebras nas taxas de
actcares provenientes do CO; fotossintético assimilado. No
entanto, resultados bastante diversos desse prognéstico foram
encontrados.

As figuras 24 e 25 apresentam os conteudos de agucares
foliares dos dois tratamentos no primeiro e segundo ensalo,
respectivamente. Houve um aumento nos contetdos de agucares
das folhas infectadas em relacgdo as sadias. 035 diferentes

niveis encontrados no primeiro e segundo ensalos, deve-se
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provavelmente & diferenca na idade e na severidade de
sintomas entre as plantas dos dois ensaios.

Os significativos aumentos observados nos teores de
todos os acltcares nas folhas das plantas infectadas com o
virus, estd possivelmente ligado & presenga do mesmo no
tecido floematico da folha (VEGA et al., 1997). 0Os luteovirus
sdo restritos & multiplicacdo no floema (FRANCKI et al.,
1985), com células companheiras e elementos crivados
usualmente invadides. O carregamento de aclcares no floema,

especialmente sacarose, e a distribuicgdo para os drenos passa

necessariamente por essas vias (GIAQUINTA, 1983; DELROT,
1987}, as quals podem ter a sua fungdo alterada pela presenca
do virus. 0 PLRV, um luteovirus que incide sobre a cultura da
batata, é conhecido por provocar efeitos similares nas folhas
da hospedeira, prejudicando o transporte de carboidratos para
a formacdo dos rtubérculos {(PETERS, 1987).

A replicacido do genoma de virus de RNA fita simples de
senso positive (ssRNA'), entre os quais enconbtram-se oS
luteovirus, ocorre no citoplasma em estreita associacic com
superficles de membranas (MATTHEWS, 19%81). Apds a replicacéo,
interacdes entre proteinas de replicacdo e proteinas de
movimento (MP) iniciam o processo de transporte dos genomas
virais conduzindo-os aos plasmodesmas, por onde ocorre o
transporte intercelular (CARRINGTON et al., 1988) ; as
proteinas de movimento inferagem com o0s plasmodesmas
provocando alteracdes na estrutura e funcionalidade dos
nesmos (ATKINS et al., 1991). Existem evidéncias que algumas

espéclies vegetals realizam o carregamento de acilicares no
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floema por uma via simplastica (TURGEON 1989; TURGEON &
WIMMERS, 1988), com o movimentc seletivo de moléculas pelos
plasmodesmas. Apesar do carater especulativo, essas
informacées induzem & proposicdo de que uma provavel
disfuncdo dessas vias citoplasmaticas pelo virus interporia
ao carregamento de acgucares no floema, contribuindo para o
seu acumulo nas folhas sistematicamente infectadas.
Resuliados similares foram apresentados por BALACHANDRAM et
al.{1995}. Esses autores observaram o acumulo de hexoses,

sacarcse e amido em plantas transgénicas expressando a

proteina de movimento do TMV. A proposicdo é& de que ocorre
uma interferéncia no processc de transdugdo de sinal
regulatdério nos plasmodesmas do meséfilo, poréem se a
expressdo da proteina de movimento do virus nas células da
hospedeira representa uma explicagdo generalizada para o
acumulo de carboidratos nas folhas infectadas, ndc foil
demonstrado.

HERBERS et al. {1997) encontraram aclOmulo de
carboidratos em folhas de plantas transgénicas de fumo
expressando a proteina de movimente do luteovirus do
enrolamento da folha da batata (PLRV). O0s plasmodesmas do
tecido floematico dessas plantas sofreram distorgdes e unm
tipo de dilatacdoc em comparacdo aos de plantas néao-
transgénicas. Sabe-se que para processos simplasticos de
carregamento de sacarose, conforme sugerido inicialwmente,
plasmodesmas funcionais sfo requerides. Esses aultores sugerem
que a proteina de movimento do PLRV poderia de alguma maneira

interferir com o funcionamento normal dos plasmodesmas devido
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a sua afinidade por certos constituintes deste, alem de
impedir o trafego por essas vias, de moléculas sinalizantes
que governam a comunicacdo entre orgdos fonte e dreno.
Similarmente aos nossos resultados, HERBERS et al.
(1997) também constataram taxas de fotossintese reduzidas, em
termos de trocas de C0,, nas plantas trangénicas expressando
a proteina de movimento do PLRV. A explicacgdo para tal fato
foi que o actumulo de carboidratos nas folhas jovens resulta

nas taxas de fotossintese reduzidas, um mecanismo o qual foi

postulado ocorrer wvia “feed~back” inibitdrio pelos produtos

finals da fotossintese. Houve indicios que a inibicdo das
taxas de assimilacdo de CO, em plantas transgénicas é medlada
pela diminuicdo da expressao génica de componentes
fotossintéticos. No entanto, outros fatores, tais como
limitacdo de fosfato e alteracdes nos nivels de atividades
enzimaticas ndo foram descartados.

0 acucar que apresentou maior acumulo nas folhas foli a
sacarose, seguida pelos aclicares soluvels totalis e acgucares
redutores. Esses resultados est@o de acordo com o esperado no
caso de transporte floemédtico prejudicado, proposto acima.
Uma vez que aclUcares redutores ndo s&o transportados pelo
floema {(SALISBURY & ROSS, 1992), & condizente uma menor
diferenca dos seus teores entre plantas sadias e infectadas.
No entanto, apesar de ndc serem precursores lmportantes, a
conversdo de ag¢tcares redutores a sacarose para o transporte
prelo flcoema, pode explicar as pequenas diferencas encontradas
entre os dois tratamentos. A sacarose por sua vez, sendo o

acucar nao-redutor mals abundantemente transportado pelo
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floema, teve o maior acumulo nas folhas infectadas devido as
eventuals alteracdes provocadas pelo virus nos tecidos
floematicos. Analogamente, 0s acglUcares soluveis totails
apresentaram um acimulo intermediaric entre sacarose e
agucares—-redutores.

A diminuicdo no contetdo de sacarose dos colmos de
plantas infectadas podem ser atribuidas as (guedas na
eficiéncia fotossintética provocadas pela infeccdo viral.
Todavia, esta parece ndo ser uma causa uUnica da menor

assimilacdo do carbono fotossintético, pois o acumulo de

aclicares nos tecidos foliares decorrente da mencor capacidade
de transporte pelo floema, contribui para o esclarecimento do
fato. Uma resposta inibitéria a esse acumulo estaria atuando
no controle da expressao génica de enzimas fotossintéticas,
reduzindo a atividade fotossintética. Além disso,
considerandc que os fotoassimilades movem-se através dos
tubos crivados no tecidoe floematico, e que 90% ocu mais do
material transportado por esse tecido consiste de
carboidratos {SALISBURY & ROSS, 1992, as alteracdes
provocadas pela presencga do virus nessas estruturas seria
fortemente responsavel pela quebra na producido de sacarose

nas plantas infectadas.
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5. CONCLUSOES.

1. A metodologia de purificacao do wvirus é reproduzivel.
Concentracdes de particulas em torno de 100pg/mL e a razdo

ABS.a0/ABS,50=1, 8 sioc usualmente obtidas.

2. O espectro de absorcdo em UV, o tamanho de 25nm e o
formato isométrico das particulas ao microscopio eletrdnico,

aliades a localizagdo restrita ao floema, reforgam a hipdtese

do patégeno em questio tratar-se de um luteovirus, como

sugerido inicialmente.

3. Nao foi obtido sucesso na obtencio de anti-corpos para o
virus. Os anticorpos policlonais produzidos ndo constituem
uma fonte segura de diagndstico, mesmo com a sua pré-adsorgao

em extratos de plantas sadias.

4. A infecgdo pelo virus provocou redugdes nos conteudes de
Cla, Clh e carotendides e na razdo Cla/Clk. As reducdes sédo

acompanhadas por alteracdes na estrutura e funcdo dos

cloroplastos.

5. Estas alteragdes refletem na redugdo da atividade
fotossintética em termos da taxa de troca liquida de CO,
especialmente em altos niveis de radiacdoc fotossintéticamente

ativa.
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o. Os reflexos estendem~-se ainda sobre o transporte
eletrdédnico no PSII. 0s parametros da emissdo da fluorescéncia
da Cla (F0, I'm e Fv/Fm) e varias etapas do preenchimento do

pool de PQ foram alteradas pela infecc¢do viral.

7. Actnulos de aglucares, em especial de sacarose, sSao
encontrados nas folhas de plantas infectadas. Estes sdo
devidos a presencga (replicacdo e movimentagdo}) do virus nas
células e plasmodesmas do floema foliar, alterando o seu

funcionamnento normal.

8. 0 transporte preijudicado de fotecassimilados pelo floema e
as quedas na eficiéncia fotossintética parecem ser o0s
principais responsaveis pela quebra na producdo de sacarose

de plantas infectadas com o VAFCA.
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