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RESUMO

Deteccéo do virus da leprose dos citros nos tecidos da planta infectada e do
acaro vetor Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae)

A leprose € uma das principais doengas na citricultura brasileira devido a sua
ocorréncia difundida nos pomares e aos altos custos para o controle quimico do acaro
vetor. A doenca compromete a producdo da planta e sua vida util, manifestando-se
através de lesdes locais cloroticas ou necroticas em folhas, ramos e frutos, levando a
gueda prematura destes 0rgdos e a seca de ramos. O patdégeno, Citrus leprosis virus C
(CiLV-C), recentemente classificado como espécie tipo de um novo género de virus de
planta, Cilevirus, é transmitido pelo acaro Brevipalpus phoenicis (Geijskes). Apesar de
haver consenso de que a doenca tem etiologia viral, ainda existem muitas questdes
pendentes sobre as interagfes virus-planta-vetor, cujas solu¢des contribuirdo para o
controle integrado da doenca. O presente trabalho teve como objetivo obter
informagBes sobre a interagdo do virus com células hospedeiras através de ensaios de
imunolocalizagdo das proteinas MP (putativa proteina de movimento), helicase
(associada a replicagdo) e p29 (putativa proteina capsidial) do CiLV-C. Para tal, as
sequéncias codificadoras das ORFs mp e hel foram amplificadas via RT-PCR e
clonadas em vetor de expressdo. Em seguida, promoveu-se a expressao in vitro das
respectivas proteinas em células de E. coli e purificacdo por cromatografia de afinidade
e troca ibnica. A proteina MP pura foi utilizada para producdo de antissoro policlonal
especifico que foi testado quanto a especificidade por métodos soroldgicos. Os
resultados do ELISA mostraram que o0 antissoro apresentou reacdo positiva com
extratos foliares de lesBes lepréticas em todos os estagios de desenvolvimento da
doenca, quando utilizado em altas concentracdes. Além disso, lesbes maduras
reagiram mais intensamente que lesdes mais novas. Por Western Blot, detectou-se
somente a proteina pura, ndo sendo possivel obter reacdo positiva em extrato de
lesBes foliares. Também né&o foi possivel detectar a MP por imunolocalizag&o in situ.
Os resultados em conjunto sugerem que ocorre baixo nivel de expressdo da MP nos
tecidos do hospedeiro. Empregando-se anticorpo policlonal contra proteina p29 do
CiLV-C, foi possivel detectar o CiLV-C em extratos de lesfes foliares de leprose por
ambos os métodos sorologicos testados e também por Tissue Blotting. Ensaios de
imunolocalizag&o in situ permitiram confirmar que as particulas baciliformes presentes
em cisternas do reticulo endoplasmatico de tecidos de lesdes lepréticas em plantas
representam de fato virions do CiLV-C. Além disso, também demonstrou-se que o
viroplasma que ocorre no citoplasma representa o sitio de acumulo da proteina p29.
Este mesmo ensaio revelou que particulas baciliformes que ocorrem entre membranas
de células adjacentes (intestino meédio, glandulas prosomais, musculos e epiderme) de
B. phoenicis viruliferos sdo de fato do CiLV-C. A auséncia de viroplasma no acaro
sugere que a relacao virus/vetor seria do tipo circulativo, sem replicagdo. Baseado
neste fato discutem-se alternativas para explicar como o virus trafegaria do limen do
intestino até o duto salivar para causar infeccdo numa planta sadia.

Palavras-chave: Citrus leprosis virus C (CiLV-C); Brevipalpus phoenicis; Citrus sinensis;
Expresséo de proteinas; Antissoro policlonal; Imunolocalizag&o in situ
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ABSTRACT

Detection of Citrus leprosis virus C (CiLV-C) inth e tissues of infected plants and
of mite vector Brevipalpus phoenicis Geijskes (Acari: Tenuipalpidae)

Citrus leprosis is one of the most important diseases in the Brazilian citrus
production due to the wide occurrence in orchards and also to the high costs involved in
the chemical control of the mite vector. The disease affects the plant production and
longevity and it is characterized by localized chlorotic and/or necrotic spots on the
leaves, stems and fruits. Affected leaves and fruits may drop prematurely and dieback
can be observed in stems. The pathogen, Citrus leprosis virus C (CiLV-C), recently
considered as the type member of a new genus, Cilevirus, is transmitted by the mite
Brevipalpus phoenicis Geijskes. Despite the consensus that citrus leprosis has viral
etiology, there are many pending questions regarding the viral interactions with the
infected plant and the viruliferous mites. The solution of these questions may contribute
to a better disease integrated management. This work aimed to obtain a better
understanding about the virus-plant-vector relationship with the host cell by
immunolocalization assays of the putative movement protein (MP), helicase (protein
involved in the viral replication) and p29 (putative coat protein) of the CiLV-C. ORFs
coding sequences of mp and hel was amplified by RT-PCR and cloned in the
expression vector. Afterwards, in vitro expression of these proteins in E. coli and its
purification by affinity chromatography were realized. The purified MP was used to
produce specific polyclonal antibody that was tested for specificity by serological
methods. The ELISA results showed that high concentration antibody reacted with the
leaves extracts from lesions in all the disease stage of development. Furthermore, the
old lesions reacted more intensely than the younger. Western blot (which detected only
the pure protein) and in situ immunolocalization assays failed to detect the native MP in
lesioned leave extracts. The results as a hole suggest the occurrence of low expression
of MP in host tissue. The polyclonal antibody against p29 was able to detect the virus in
lesioned plant extracts by PTA-ELISA, Western Blot, and Tissue Blotting. The viral
nature of the putative viral particles, present within endoplasmic reticulum cisternae of
infected leaf tissue, was confirmed by immunogold label. The labeling also occurred
intensely in the viroplasmas, indicating that these structures represent p29 protein
accumulation site. Putative virus particles, visualized in viruliferous B. phoenicis,
between membranes of adjacent cells (midgut, prosomal glands, epidermis, muscles),
was also immunogold labeled indicating that they represent CiLV-C. The absence of
viroplasma in the mite tissues suggests that CiLV-C / B. phoenicis relationship is of the
circulative type, without replication. Based on this finding, we search for possible
alternatives for the viral circulation in the mite body from the midgut lumen to the
salivary duct for the infection of a healthy plant to occur.

Keywords: Citrus leprosis virus C (CiLV-C); Brevipalpus phoenicis; Citrus sinensis,
Protein expression; Polyclonal antibody; in situ Immunolocalization
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1 INTRODUCAO

A leprose dos citros, causada pelo Citrus leprosis virus C (CiLV-C), é
considerada uma das principais doencas virGticas da citricultura brasileira por afetar
Citrus spp., principalmente laranjas-doce (MULLER et al., 2005). No Brasil sdo gastos
aproximadamente U$100 milhdes por ano para o controle quimico do acaro vetor, o
Brevipalpus phoenicis Geijskes (BASTIANEL et al., 2006). Além da relevancia na
citricultura brasileira, a leprose vem aumentando de importancia no cenério
internacional, uma vez que foi recentemente relatada em pomares na América Central
e, aparentemente, esta se disseminando em direcdo ao norte do continente. A doenca
manifesta-se através de lesfes locais clordticas a necroticas nas folhas, frutos com
lesGes deprimidas cloréticas ou marrons e seca de ramos. Além disso, pode levar a
gueda prematura de folhas e frutos comprometendo seriamente a producéo e vida util
das plantas (RODRIGUES et al., 2003; BASTIANEL et al., 2006).

Apesar dos avancos nas pesquisas sobre o CiLV-C, como a obtencédo de
ferramentas moleculares para diagnostico da doenca e o sequenciamento completo do
genoma viral, as informagdes disponiveis sobre as interagbes que ocorrem entre virus-
acaro-planta ainda ndo estdo totalmente esclarecidas. Ha caréncia de informacfes
essenciais como o processo de infeccao e replicacdo do virus nos tecidos hospedeiros,
razBes da auséncia de infeccao sistémica e sobre a relagédo do virus com o vetor. Estas
informagodes sao fundamentais para compreender melhor a epidemiologia da doenca e
estabelecer estratégias mais econémicas de controle.

A dificuldade na obtencdo do virus purificado pelo fato do CiLV-C néo infectar
suas hospedeiras sistemicamente, apresentar baixo titulo e labilidade das particulas,
compromete a obtencdo de antissoro a partir de particulas puras. Um dos fatores
limitantes para o acompanhamento da expressdo de proteinas virais em células
infetadas inclui a falta de ferramentas sorolégicas. Como parte das estratégias para
avancar nesta linha de pesquisa, procurou-se expressar in vitro algumas proteinas
essenciais ao ciclo de vida do CiLV-C e utilizd-las na producdo de anticorpos

especificos para detecgéo do virus.
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A deteccao de proteinas expressas pelo CiLV-C in situ podera fornecer inimeras
informagBes como o sitio de replicacao viral, local de acumulo de determinadas proteinas,
morfogénese dos virions, tipo de relacionamento virus-vetor e processo de aquisi¢ao e
inoculagéo viral. Além disso, seré possivel confirmar a identidade dos virions e explicar a

natureza e funcéo do virolplasma citoplasmatico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Virus transmitidos por  Brevipalpus

Os virus transmitidos por acaros Brevipalpus (VTBs) dividem-se em dois grupos,
nuclear e citoplasmatico, que, além do vetor, possuem em comum a morfologia das
particulas e os efeitos citopaticos. Numerosos casos de VTBs ja foram identificados em
diferentes espécies de plantas, todos eles se caracterizando por causarem infec¢des
localizadas (manchas anelares/cloréticas/verdes/necréticas) em folhas, ramos e frutos
KITAJIMA et al., 2003).

O tipo nuclear apresenta particulas nuas em forma de bastonetes curtos (40 nm x
100 nm), presentes no nucleo ou citoplasma das células, comumente associadas
perpendicularmente as membranas do involucro nuclear e ao reticulo endoplasmatico.
Frequentemente formam configuracbes conhecidas como “roda de carro¢a”, nas quais
as membranas ficam arranjadas em circulos e os virions organizados radialmente
(KITAJIMA et al., 2003). A principal caracteristica destes virus € a formacdo de um
viroplasma elétron-transparente localizado no nucleo da célula hospedeira (KITAJIMA et
al., 2003). Os virus do tipo nuclear foram encontrados pela primeira vez em orquideas
infectadas pelo virus da mancha da orquidea (Orchid fleck virus - OFV) (DOI et al.,
1969, 1977; KITAJIMA et al., 1974a, 2003) e, posteriormente, em varios casos como em
alguns isolados de leprose dos citros do tipo nuclear (Citrus leprosis virus nuclear type -
CiLVC-N), mancha anular do cafeeiro (Coffe ringspot virus - CoRSV), mancha clorética
do Clerodendrum (Clerodendrum ringspot virus - CIRSV), mancha clorética de Solanum
violaefolium (Solanum violaefolium chlorotic spot virus - SVCSV), mancha clorética do
Hibiscus (Hibiscus chlorotic spot virus - HCSV), mancha anular do Malvaviscus
(Malvaviscus ringspot virus - MRSV), entre outros (KITAJIMA et al., 2003).

O tipo citoplasmético apresenta particulas baciliformes, envoltas por membranas
(50-60 nm x 110-120 nm), acumulando-se em cisternas do reticulo endoplasmatico. Em
células infetadas, ocorre usualmente uma inclusédo densa e vacuolada no citoplasma
referida como viroplasma. O tipo citoplasmatico foi encontrado pela primeira vez na
Argentina, em amostras de folhas afetadas por “lepra explosiva”, e identificado como

um isolado do CiLV (KITAJIMA et al., 1974b). Posteriormente, a maioria dos isolados
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brasileiros encontrados tém sido referidos como leprose dos citros tipo citoplasmatico
(Citrus leprosis virus C - CiLV-C) (COLARICCIO et al., 1995; RODRIGUES et al., 2003).
Fazem parte deste grupo, além do CiLV-C, outros virus como o da mancha verde do
maracuja (Passion fruit green spot virus - PFGSV) (KITAJIMA et al., 1997), mancha
anular do Solanum violaefolium (Solanum violaefoliium ringspot virus - SVRSV)
(FERREIRA et al., 2007), mancha verde do Hibiscus (Hibiscus green spsot virus -
HibGSV) (KITAJIMA et al., 1999a), mancha anular do Ligustrum (Ligustrum ringspot
virus - LIgRSV) (VERGANI, 1942; RODRIGUES et al., 1995b), mancha anular de
Schefflera (Schefflera ringspot virus - SchefRSV) (KITAJIMA et al.,, 1999b), mancha
anular do manaca (Brunfelsia ringspot virus - BrRSV) (NOGUEIRA et al., 2001), dentre
outros.

Aléem da semelhanca morfolégica entre as particulas dos VTBs e dos
rhabdovirus, embora mais curtas, esta dicotomia também é similar aos rhabdovirus de
plantas, que sao divididos em dois géneros, Nucleorhabdovirus e Cytorhabdovirus, de
acordo com o local da sua replicagdo (WALKER et al.,, 2000). Em razdo destas
semelhancas, os VTBs eram considerados membros tentativos da familia
Rhabdoviridae. O OFV, primeiro VTB a ser caracterizado molecularmente, possuli
genoma composto por duas fitas de ssRNA sentido negativo, cada uma com cerca de
6.000 nucleotideos. Baseado em semelhancas com os nucleorhabdovirus de estrutura
gendmica, morfologia da particula, caracteristicas de distribuicéo celular e formacao de
viroplasma no nucleo das células (KONDO et al., 1998, 2003), Kondo et al. (2006)
propuseram a classificacdo do OFV como espécie tipo de um novo género,
Dichorhabdovirus, dentro da familia Rhabdoviridae, porém, possuindo genoma
bipartido.

Por outro lado, o sequenciamento completo do genoma do CiLV-C (LOCALI-
FABRIS et al., 2006; PASCON et al., 2006) mostrou que suas -caracteristicas
moleculares sdo bem distintas dos rhabdovirus tipicos. De fato, a maior similaridade
com virus de particulas rigidas alongadas e com genoma composto de ssRNA sentido
positivo reforgou a hipétese de que o CiLV-C néo fazia parte da familia Rhabdoviridae
(LOCALI et al., 2003b; LOCALI-FABRIS et al., 2006; PASCON et al.,, 2006). Desta
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forma, atualmente o CiLV-C encontra-se classificado como espécie tipo de um novo
género de planta denominado Cilevirus (LOCALI-FABRIS et al., 2006, 2008a).

A falta de conhecimento mais profundo das indmeras viroses transmitidas por
Brevipalpus, assim como das exatas relagfes existentes entre elas, deixa claro a
necessidade de melhor estuda-las para ampliar as informacdes disponiveis. Dentro
deste contexto, muitas das informacdes geradas poderdo esclarecer os parametros
epidemioldgicos destas viroses, além de permitir o estabelecimento de estratégias de
manejo integrado mais adequadas e eficientes do que as atuais, principalmente em
relacéo aquelas de maior importancia econémica, como a mancha anular do cafeeiro, a

pinta verde do maracujazeiro e a leprose dos citros. (FERREIRA, 2007).

2.2 Leprose dos citros

A leprose dos citros, cujo agente etiolégico € um virus transmitido pelo
Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae) (MUSUMECI; ROSSETTI,
1963; CHIAVEGATO; MISCHAN, 1987; RODRIGUES et al., 2003), € considerada uma
das principais enfermidades dos citros no Brasil (ROSSETTI et al., 1993; BASTIANEL et
al., 2006). A doenca manifesta-se através de lesdGes locais circulares cloréticas ou
necroéticas nas folhas, frutos com lesdes deprimidas cloréticas ou marrons e seca de
ramos devido a confluéncia de lesdes. A infeccdo resulta na queda prematura de folhas
e frutos, comprometendo seriamente a producéo. Além disso, a morte descendente dos
ramos reduz a vida util das plantas, podendo leva-las a morte (RODRIGUES et al.,
2003; BASTIANEL et al., 2006). A doenga pode ocorrer em qualquer época do ano,
sendo sua disseminacdo mais frequente em periodos de seca, entre abril e setembro,
época favoravel a expansédo da populacdo do acaro (FUNDECITRUS, 2009).

Dentro do género Citrus, as laranjas doce (Citrus sinensis L. Osbeck) sao
consideradas as mais suscetiveis ao CiLV-C, sendo a variedade ‘Péra’, uma das mais
plantadas no estado de Sao Paulo, amplamente afetada pela doenca. As tangerinas (C.
reticulata Blanco, C. reshni Tanaka, C. deliciosa Tenore) e hibridos como “Murcott” sdo
menos suscetiveis ao virus, enquanto os limdes (C. limon L. Osbeck) e as limas [C.
aurantifolia Christmann Swingle] s&o considerados imunes. (RODRIGUES et al., 1995a,
2000, BASTIANEL et al., 2006, 2008).
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Até recentemente, nenhum outro género de planta era conhecido por servir como
hospedeiro natural do virus causador da leprose. Entretanto, Ledn et al. (2008), na
regido de Llanos Centrais na Coldmbia, encontraram Swinglea glutinosa, uma rutacea
arbustiva frequentemente usada como cerca viva ao redor de pomares de citros,
naturalmente infectada pelo CiLV-C. Em condi¢cdes experimentais e com algumas
dificuldades, lesdes locais foram obtidas em hospedeiros herbaceos inoculados
mecanicamente (Chenopodium amaranticolor Coste & Reynaud, C. quinoa Willdenow e
Gomphrena globosa L.) (COLARICCIO et al., 1995). Nos ultimos anos, outras espécies
vegetais como Solanum violaefolium, feijoeiro (Phaseolus vulgaris), trapoeraba
(Commelina benghalensis L.), urucum (Bixa orellana L.), malvavisco (Malvaviscus
arboreus DC.), hibisco (Hibiscus rosa-sinensis L.) e gravilea (Gravilea robusta A. Cunn.)
foram relatadas como hospedeiras do CiLV-C em ensaios de transmissdo com acaros
(RODRIGUES et al., 2005; GROOT et al., 2006; NUNES et al., 2006; NUNES, 2007).

A doenca ocorre nas Ameéricas do Sul, Central e do Norte, estando atualmente
ausente nos EUA (CHILDERS et al.,, 2003c), onde foi relatada pela primeira vez
(FAWCETT, 1907) no Estado da Flérida. Ha descri¢cdes de leprose em citros no sudeste
asiatico e Africa do Sul (FAWCETT, 1936), mas sem comprovacdes posteriores a
respeito (MURAYAMA et al., 2000), exceto pelo relato feito na india por Choudhari
(1978), descrevendo os sintomas em citros. Este relato, contudo, seria uma
interpretacdo equivocada de lesdes de sorose (E.W.KITAJIMA, comunicacgdo pessoal).

No Brasil, a doenca foi identificada pela primeira vez em 1933, no Estado de S&o
Paulo (BITANCOURT, 1940, 1955), onde atualmente ocorre de forma endémica em
todas as areas do planalto paulista, principalmente nas regibes Norte e Noroeste.
Também ja foi descrita em quase todos os estados que produzem citros (BASTIANEL et
al., 2006; FUNDECITRUS, 2009).

A etiologia da leprose dos citros inicialmente foi controvertida, atribuindo-se o
envolvimento de fungos, sendo apontados Colletotrichum gloesporioides,
Hormodendron sp. e Clamidosporum herbarium var. citri como possiveis patdgenos
(FAWCETT, 1936). Na década de 30, constatou-se doenca similar em pomares citricos
no Paraguai e Argentina, tendo-se demonstrado ser transmissivel por B. obovatus
Donnadieu (VERGANI, 1945). Nos EUA, Knorr (1950, 1968) mostrou que B. phoenicis,
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B. obovatus e B. californicus (Banks) transmitiam a leprose, enquanto, no Brasil, ha
relatos apenas da transmissdo por B. phoenicis (MUSUMECI; ROSSETTI, 1963).
Posteriormente, varios estudos sobre a transmissdo da leprose pelo acaro foram
realizados, verificando-se que todas as fases ativas de seu desenvolvimento (larva,
ninfa e adulto) poderiam adquirir e inocular o virus, e que, possivelmente, o virus se
replicaria no acaro (CHAGAS et al., 1983; CHIAVEGATO, 1995; RODRIGUES et al.,
2003). Evidéncias de gque os sintomas ndo seriam causados pela toxina do acaro, mas
por um virus, foram obtidas por Knorr (1968), que observou a expansdo da lesdo em
ramo do enxerto para o tecido sadio, e por Kitajima et al. (1972), que detectaram
presumiveis particulas virais do tipo nuclear em secc¢des de tecido de citros com leséao
leprética. Contudo, trabalhos posteriores envolvendo microscopia eletrénica de
transmissdo observaram prevalentemente particulas do tipo citoplasmatico (KITAJIMA
et al., 1974b; COLARICCIO et al., 1995). Também foi demonstrada a transmissibilidade
mecéanica do CiLV-C de citros para citros e outras hospedeiras herbaceas
(COLARICCIO et al., 1995).

O conhecimento sobre CiLV-C teve um grande avanco quando Colariccio et al.
(2000) e Rodrigues (2000) puderam extrair dsSRNA de tecidos lesionados, obtendo duas
bandas de alto peso molecular. Os materiais sadios ndo apresentaram bandas
indicando que, em alguma fase do seu ciclo de vida, o CiLV-C gera dsRNA (LOCALI,
2002). Locali et al. (2003a) confirmaram a presenca de dsRNA em CiLV-C e a partir
destes, Locali et al. (2003b) clonaram parte do genoma do virus e desenvolveram
primers capazes de amplificar por RT-PCR dois fragmentos do RNA viral apresentando
similaridades com genes codificadores de proteinas de movimento e replicase de virus
de plantas. Este trabalho abriu caminho para a deteccdo molecular do CiLV-C, tendo
sido demonstrado a ocorréncia generalizada do virus no Brasil, através da analise de
amostras de laranjeiras com sintomas de leprose coletadas em vérias unidades da
federacdo (LOCALI et al., 2004) e também em varios paises da América do Sul e
Central (BASTIANEL et al., 2006). O método também foi sensitivo para detecgdo do
virus em todas as fases de desenvolvimento do acaro, exceto nos ovos, demonstrando

gue nao existe transmissao transovariana do virus (FREITAS-ASTUA et al., 2003).
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Os estudos moleculares do CiLV-C realizados pelos autores referidos
anteriormente serviram como base para que seu genoma fosse completamente
sequenciado em 2006 (LOCALI-FABRIS et al., 2006; PASCON et al., 2006). Até pouco
tempo atras, o CiLV-C era considerado um possivel membro da familia Rhabdoviridae
por possuir particula morfologicamente semelhante a destes virus. No entanto, ap0s a
comparacao da sequéncia completa do CiLV-C com as demais sequéncias depositadas
no GenBank, ficou nitida a auséncia de similaridade com rhabdovirus tipicos. De fato,
enquanto estes possuem genoma monopartido composto por ssRNA sentido negativo,
o CiLV-C apresenta genoma bipartido composto por ssRNA sentido positivo. Além
disso, a maior similaridade com virus de particulas rigidas alongadas e com genoma
composto de ssRNA sentido positivo, como furovirus e tobamovirus, reforca a hipotese
de que o CiLV-C é significativamente distinto dos rhabdovirus (LOCALI et al., 2003b;
LOCALI-FABRIS et al., 2006; PASCON et al., 2006). De acordo com a nova taxonomia
aceita pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), o CiLV-C encontra-
se classificado como espécie tipo de um novo género de plantas denominado Cilevirus,
0 qual possivelmente incluira outros virus com particulas baciliformes, transmitidos por
Brevipalpus e similares ao CiLV-C (LOCALI-FABRIS et al., 2006, 2008a).

O genoma do CiLV-C possui duas particulas de ssRNA, totalizando
aproximadamente 14Kb. O RNA 1, com 8.793 nucleotideos (nt), € composto por duas
ORFs. A primeira é formada por quatro dominios funcionais conservados
(metiltransferase, cisteina-protease, helicase e RNA polimerase) que codificam uma
poliproteina com possivel funcdo de replicase, e a segunda que codifica uma proteina
de aproximadamente 29KDa (p29), cuja possivel funcdo é de capa protéica (LOCALI-
FABRIS et al., 2006). O RNA 2, com 5.064 nt, € composto por quatro ORFs, porém,
apenas a ORF3 ou MP apresenta dominio funcional conservado (possivel proteina de
movimento). As outras trés ORFs, pl5, p61 e p24, apresentam dominios funcionais
desconhecidos (Figura 1) (LOCALI-FABRIS et al., 2006; PASCON et al., 2006).
Andlises filogenéticas agruparam a sequéncia do dominio de helicase préxima as
sequéncias dos géneros Benyvirus, Hepevirus e Vitivirus. A RdRp aparece junto com

membros dos géneros Tobamovirus, Furovirus, Pomovirus, Tobravirus e Bromovirus, e
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a possivel proteina de movimento agrupa-se com membros dos géneros Furovirus,
Bromovirus e Umbravirus (LOCALI-FABRIS et al., 2006).

RNA1 8.793nt

MTR C-Prot Hel RdRp 3 Poly (A)
p29

5’ Cap

RNA 2 5.064 nt

5 Cap p15 P24 | 3 Ppoly(a)
p61 MP

Figura 1 - Organizacdo do genoma do CiLV-C. RNA 1: composto por duas ORFs, as quais estédo
indicadas pelos retangulos. A primeira ORF é composta por quatro dominios: metiltransferase
(MTR), cisteina-protease (C-Prot), helicase (Hel) e RNA polimerase (RdRp). A segunda ORF
codifica uma proteina deduzida de 29KDa (possivel proteina capsidial). RNA 2: composto por
guatro ORFs que estdo indicadas nos retangulos. A primeira codifica uma proteina de 15KDa,
a segunda uma de 61 KDa, a terceira uma de aproximadamente 32 KDa (possivel proteina de
movimento) e a quarta uma proteina de 24 KDa. Fonte: Locali-Fabris et al. (2006)

A sequéncia do CiLV-C obtida por Pascon et al. (2006) foi patenteada pela
empresa de biotecnologia Alellyx Genomics, que ja gerou laranjeiras transgénicas
expressando genes do CiLV-C. Algumas plantas mostraram-se resistentes a infeccao
experimental pelo CiLV-C em condicdes de casa de vegetacdo e, atualmente,
encontram-se na fase dos testes de campo (Alellyx Genomics, comunicagao pessoal).

Do lado epidemiologico, ha evidéncias de que plantas que servem como quebra-
vento ou cerca-viva ao redor de pomares podem abrigar 4caros e o CiLV-C (NUNES,
2004, 2007). O tipo nuclear (CiLV-N), embora tenha sido o primeiro a ser visualizado
em amostra oriunda do municipio de Santo Antonio da Posse, SP (KITAJIMA et al.,
1972), é de rara ocorréncia. S6 em 2001 foi reencontrado durante um levantamento no
Panama, na localidade de Boquete, provincia de Chiriqui, numa area mais fria e de
maior altitude. Em uma localidade préxima, porém mais baixa e quente (Potrerillos)

ocorria apenas o tipo citoplasmatico (DOMINGUES et al., 2001). Isto levou a suspeitar
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de que o tipo nuclear tendesse a ocorrer em zonas mais frias. De fato, levantamentos
recentes feitos no estado de S&o Paulo permitiram a deteccao de dois focos pequenos
em pomares caseiros, localizados nos municipios de Monte Alegre do Sul, Amparo
(KITAJIMA et al., 2004) e Sao Roque, além de um foco no estado de Minas Gerais, em
Andradas,(CHAGAS; KITAJIMA, dados ndo publicados), todos ocorrendo em zonas
montanhosas com altitude superior a 800m. Os primers para CiLV-C n&o amplificam
CiLV-N, o que leva a presumir que sejam virus distintos (FREITAS-ASTUA et al., 2005).

2.3 O vetor

A importancia dos acaros do género Brevipalpus vem crescendo, tornando-se
evidente seu potencial como praga de plantas, especialmente por sua capacidade de
transmitir virus (CHILDERS et al., 2003b; KITAJIMA et al., 2003; KONDO et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2003).

A espécie Brevipalpus phoenicis (Geijskes) é polifaga e apresenta distribuicdo
cosmopolita (RODRIGUES, 1995), assegurada em grande parte pela capacidade de
colonizar efetivamente um grande numero de géneros vegetais, entre elas plantas
daninhas e cercas vivas em pomares citricos, que favorecem sua multiplicagédo e
disseminacdo (CHILDERS et al., 2003a). E encontrado na Africa, Asia, Australia,
Europa, Ilhas do Pacifico e Américas do Sul e do Norte (HARAMOTO, 1969), tendo sua
presenca confirmada em citros no Brasil em 1959 (ROSSETTI; SALIBE, 1959). As
fémeas se reproduzem principalmente por partenogénese telitoca originando novas
fémeas e os machos, raramente encontrados, representam cerca de 1% da populagéo.
N&o h& evidéncias de reproducdo sexuada nas espécies de Brevipalpus que atuam
como vetores (CHILDERS et al.,, 2003a). As fémeas sdo hapléides, com dois
cromossomos geneticamente distintos (HELLE; BOLLAND, 1972; WEEKS et al., 2001).
Weeks et al. (2001) demonstraram de que a feminilizacdo de B. phoenicis devia-se a
presenca de uma bactéria endossimbionte, posteriormente identificada como
Cardinium. O fato também foi constatado entre outras espécies de Brevipalpus
(CHIGIRA; MIURA, 2005; NOVELLI et al., 2005b; GROOT; BREEUWER, 2006). Ainda
ndo se sabe ao certo qual a influéncia do endossimbionte nas relagdes patdgeno-

hospedeiro, no entanto, estudos realizados por Novelli et al. (2008) sobre a eficiéncia de
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transmissdo do virus da leprose dos citros por populagdes apossimbidticas (acaros
naturalmente livres do simbionte) sugerem que a bactéria ndo influencia na inoculagéo
do CiLV-C por B. phoencis, porém, ha indicios de eficiéncia diferencial neste processo
entre populacbes do é&caro (ARRIVABEN et al., 2007). Estudos ultraestruturais
revelaram que o endossimbionte Cardinium encontra-se disseminado em todos o0s
tecidos do acaro Brevipalpus, alojando-se diretamente no citoplasma (KITAJIMA et al.,
2007).

O ciclo biolégico do acaro da leprose é constituido pelas fases de ovo, larva,
protoninfa, deutoninfa e adulto. A duracdo destes estagios é varidvel em funcao
principalmente da temperatura, atingindo aproximadamente, em varias condi¢cdes de
laboratorio, nove geracdes por ano (LAL, 1978). A postura é realizada em locais
protegidos, como frestas na superficie de plantas, sendo os ovos colocados
individualmente. Entretanto, € comum verificar a presenca de ovos agrupados
(HARAMOTO, 1969).

O principal método empregado no controle do &caro é a pulverizacdo de
produtos quimicos, sendo a sele¢do de linhagens resistentes a acaricida a principal
ameaca dos programas de controle (OMOTO, 1995). Anualmente sdo gastos no estado
de Sao Paulo aproximadamente 100 milhdes de ddélares com acaricidas, visando
manter a densidade populacional desta praga abaixo do nivel de dano econémico
(RODRIGUES et al., 2003). Ha cerca de uma década, mais de 60% dos pomares
paulistas apresentavam sintomas de leprose (SALVA; MASSARI, 1995). A situagao
atual ndo parece ter mudado muito, sendo que, quando néo tratados, esses pomares
podem servir como fonte de &caros e virus, contribuindo desta forma para a
disseminacado da doenca para outras areas cultivadas.

O CiLV-C seria transmitido de maneira circulativa-propagativa pelo acaro vetor B.
phoenicis (RODRIGUES et al., 2003). Rodrigues (2000) descreveu o que julgou ser
particulas similares a virus observadas por MET nos tecidos de B. phoenicis virulifero
para CiLV-C. Estudos posteriores de Kitajima et al. (2008) ndo confirmaram estas
observacdes, mas detectaram presumiveis virions localizados entre as membranas de
células adjacentes do intestino médio, glandulas prosomais, masculos e epiderme do

acaro vetor. A auséncia de particulas virais e viroplasmas no interior das células do
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acaro foi o primeiro indicio de que o virus ndo se replicaria no vetor. Além disso, apesar
de ter sido possivel detectar o virus no acaro por RT-PCR (FREITAS-ASTUA et al.,
2003), estudos de RT-gPCR indicam que, aparentemente, ndo ocorre aumento do titulo
viral em acaros viruliferos apds a alimentacdo em plantas doentes, reforcando esta
hipotese (NICOLINI -TEIXEIRA, 2008; FREITAS-ASTUA et al., 2008a).

2.4 Expressao de proteinas virais

O entendimento do complexo vetor/virus/hospedeira da leprose dos citros € uma
premissa basica para a montagem de estratégias de controle integrado da doenca.
Como parte destes esforgos, o sequenciamento completo do genoma do CiLV-C gerou
informacdes essenciais para proposicao de novas investigacdes envolvendo expressao
in vitro de proteinas virais. Dentro desta linha de pesquisa, o presente trabalho teve
como foco estudar as interagdes do virus com as células hospedeiras, acompanhando a
expressao in situ das proteinas MP, Rep (dominio de helicase) e p29 (putativa proteina
capsidial) nos tecidos da planta hospedeira e do &caro vetor. Tais proteinas foram
escolhidas como modelo por estarem envolvidas em mecanismos essenciais do ciclo de
replicacdo e infeccéo viral.

Teoricamente, um virus de planta necessita de pelo menos trés proteinas para
completar o seu ciclo de vida: uma replicase, uma proteina de movimento célula-a-
célula e uma proteina capsidial. A expressdo do genoma viral é feita dominando a
maquinaria de sintese de proteinas da célula suscetivel Muitos virus, contudo,
codificam vérias outras proteinas com funcbes diversas como fatores de transmissao
por afideos, proteases, glicoproteinas, etc. Em todas estas etapas, as proteinas
codificadas pelo virus devem interagir com proteinas do hospedeiro, a fim de executar
suas fungdes e permitir o sucesso da infeccdo viral, além de superar mecanismos de
resisténcia da célula hospedeira como o silenciamento génico (HULL, 2002). A
regulacdo da expressado de proteinas determina a quantidade de proteina produzida ao
longo do ciclo de vida do virus ou permite a producdo da proteina apenas durante
pontos especificos do ciclo. Muitas vezes, esta intimamente relacionada com a
estratégia de replicacdo do genoma e de expressdo dos genes virais, incluindo

segmentacdo do genoma como ocorre com Potyvirus, sintese de RNAs subgendmicos
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como os Tobamovirus, mudanca de fase durante a tradugéo, entre outras (ZERBINI et
al., 2002).

A grande maioria dos virus que infectam plantas possui genoma composto de
RNA de fita simples (ssRNA). Como as plantas ndo possuem enzimas capazes de
replicar a molécula de RNA viral, as enzimas polimerases de RNA dependente de RNA,
ou RdRps, devem ser codificadas pelo virus. As replicases ja foram caracterizadas para
muitos virus de plantas e, na maioria dos casos, existem duas funcdes principais que
muitas vezes podem estar presentes em duas proteinas distintas: helicase e
polimerase. Cada uma dessas funcGes estd associada a sequéncias especificas de
aminoacidos. Atualmente, uma proteina viral pode ser designada helicase ou
polimerase, com base simplesmente na presenca dessas regides (HULL, 2002;
ZERBINI et al., 2002).

As helicases sdo enzimas que catalisam a separac¢éo das fitas duplas do DNA ou
RNA, desempenhando papel importante na replicacéo e recombinacédo do genoma viral
(HULL, 2002). Sdo capazes de desenovelar as estruturas duplex dos acidos nucléicos
através da ruptura das pontes de hidrogénio que mantém as duas fitas unidas. As
helicases agrupam-se dentro de cinco superfamilias de acordo com a presenca de
regides com sequéncias conservadas de aminoacidos (KADARE; HAENNI, 1997;
(HULL, 2002; CORDIN et al., 2006). O CiLV-C, assim como a maioria dos virus de
planta com ssRNA sentido positivo, possui helicase pertencente a superfamilia |,
incluindo Furo-, Clostero-, Bromo-, Tobamo-, Tobravirus, entre outros (KADARE;
HAENNI, 1997; HULL, 2002; LOCALI-FABRIS et al., 2006). As superfamilias | e Il
possuem sete regides conservadas enquanto a superfamilia Ill tem apenas trés. As trés
superfamilias representativas das helicases de virus de planta (SFI, SFIl e SFIIl)
possuem duas regidbes comuns que apresentam variagcdes do dominio de ligacdo em
ATP e as sequéncias conservadas GXXXXGKT/S e g@ggaD, onde X é um aminoacido
especifico e @ um residuo hidrofébico (HULL, 2002). As DNA e RNA helicases podem
estar ativas como mondmeros ou dimeros (CORDIN et al., 2006).

Os trabalhos com proteinas helicases geralmente envolvem estudos de sua acao
enzimatica como ATPase e RNA helicase. Jin e Peterson (1995), investigaram a regido

carboxi-terminal da proteina ndo estrutural 3 (NS3) do virus da hepatite C (Hepatite C
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virus - HCV), possivelmente envolvida com a funcdo de ATPase/RNA helicase. Para tal,
promoveram a expressao in vitro e a purificagdo da proteina, medindo-se
posteriormente sua atividade enzimatica. Foi possivel identificar que a regido estudada
possui ambas as atividades, NTPase e RNA helicase; que ATP € o substrato preferido
para atividade da NTPase; e que a atividade de RNA helicase depende de ATP e de
cations divalentes, podendo ser utilizado o magnésio.

Estudos realizados por Fernandez et al. (1995) para avaliar o envolvimento da
proteina Cl do Plum pox virus (PPV) no processo replicagdo do RNA viral (putativa
helicase) e sua possivel participacdo no movimento célula-a-célula durante a infeccao
viral, mostraram que a proteina expressa in vitro por meio de células bacterianas era
extremamente insolUvel. Varios métodos de solubilizacdo e renaturacao testados pelo
grupo ndo foram eficazes para permitir a avaliagdo de sua atividade como RNA
helicase. A solucdo encontrada foi promover a expressdo da proteina fusionada com
maltose e sua purificacdo por cromatografia de afinidade utilizando resina carregada
com amilose. Neste experimento, além de grandes perdas da CI no “flow-through”, a
quantidade de proteina pura eluida foi muito baixa, porém, sendo suficiente para que as
atividades enzimaticas de RNA helicase e NTPase fossem identificadas.

Assim, a expressao in vitro do dominio de helicase do CiLV-C é possivel de ser
promovida, porém, ndo descartamos a existéncia de dificuldades na obtencdo da
proteina soluvel e na etapa de sua purificacdo. Desta forma, sua utilizacdo para
producdo de antissoro seria um terceiro desafio, devido a grande probabilidade de a
proteina estar presente na fracéo insolavel. Por outro lado, se o antissoro produzido for
antigénico, a comprovacao de existéncia ou ndo de replicagéo viral no interior do acaro
vetor seria esclarecedora a respeito do tipo de relacionamento que ocorre entre o virus
e o0 acaro.

A movimentagdo do virus dentro da planta requer dois passos: movimento célula-
a-célula (curta distancia) e movimento pelo sistema vascular para diferentes partes da
planta (longa distancia) (WAIGMANN et al., 2004; LUCAS, 2006). O movimento célula-
a-célula envolve a participacdo de pelo menos uma proteina néo estrutural com funcéo
de permitir ou auxiliar o processo, denominada proteina de movimento. As MPs

possuem dois mecanismos de acao ja elucidados. O primeiro através de formagéo de
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tubulos conectando células adjacentes, pelos quais os virions passam de uma célula
para outra. Os tubulos sdo formados pela proteina de movimento por meio de
modifica¢des estruturais dos plasmodesmas primarios (KASTEEL, 1999; ZERBINI et al.,
2002, WAIGMANN et al., 2004; LUCAS, 2006). O segundo mecanismo pelo qual os
virus se deslocam de uma célula para outra é através do aumento no limite de exclusao
dos plasmodesmas, de modo a permitir a passagem de complexos formados pelo
genoma viral e uma ou mais proteinas virais. Este limite de exclusdo em células
vegetais sadias € muito inferior & massa molecular dos menores fitovirus, ou mesmo de
seus RNAs ou DNAs gendmicos. Dessa forma, o transporte do acido nucléico viral
através dos plasmodesmas deve necessariamente levar ao aumento do limite de
excluséo (DEON et al., 1990; CITOVSKY; ZAMBRYNSKI, 1993; ZERNINI et al., 2002;
LUCAS, 2006).

Para alguns virus, por exemplo, o virus do mosaico do fumo (Tobacco mosaic
virus - TMV) e o virus do mosaico da couve-flor (Cauliflower mosaic virus - CaMV), a
necessidade da proteina de movimento para 0 movimento célula-a-célula foi
comprovada realizando-se mutacfes na MP e producdo de plantas transgénicas
(DEOM et al., 1987; THOMAS et al, 1993). Deom et al. (1990) produziram plantas
transgénicas de fumo expressando a MP do TMV e demonstraram que a proteina
estava associada as membranas celulares de todos os tecidos da planta. Além disso, a
guantidade da MP-TMV detectada em folhas maduras foi maior do que em folhas
jovens.

A localizacédo in situ da proteina de movimento tem sido pesquisada em varios
trabalhos através de técnicas de imunomarcacdo, e as conclusbes mostram que as
MPs estdo frequentemente localizadas nas paredes celulares das plantas infectadas,
mais precisamente nos plasmodesmas ou proximas a eles, aumentando seu limite de
exclusdo e a permeabilidade plasmodesmal (TOMENIUS et al., 1987; WOLF et al.,
1989; LENT et al., 1990; CHEN et al., 2000).

Enquanto as interacbes entre proteinas do hospedeiro e replicases virais
parecem ser pouco especificas, 0 oposto ocorre com interacdes envolvendo proteinas
virais responsaveis pelo movimento. Essa observacdo € decorrente de estudos de

replicacdo viral em protoplastos, quando se observa que muitos fitovirus sao
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normalmente capazes de se replicar em protoplastos de plantas que ndo permitem o
estabelecimento de infeccdo sistémica. Assim, pode-se supor que a restricdo ao
movimento, e ndo a replicacdo, vai determinar o sucesso ou fracasso da infec¢ao de
determinados fitovirus. Esse fato demonstra a importancia do estudo dos processos
envolvidos no movimento célula-a-célula e a longa distancia, pois novas formas de
controle de doencas virais podem surgir & proporcdo que esses processos sejam
elucidados (ZERBINI et al., 2002).

Em estudos envolvendo interacdo entre proteinas do hospedeiro e do patdégeno
(sistema de duplo hibrido). Chen et al. (2000) demonstraram haver interacdo entre a
proteina pectina metilesterase (PME), frequentemente associada a parede celular de
varias espécies de plantas, com as MPs do TMV, do virus do clareamento das nervuras
do nabo (Turnip vein clearing virus - TVCV) e do CaMV. Adicionalmente, além de
identificar o dominio da MP responsavel pela ligacdo a PME, ensaios de
imunolocalizacdo in situ utilizando antissoro contra PME permitiram a marcacao
especifica da proteina na parede celular de células do mesdfilo da folha de fumo. Os
autores sugerem a possivel participacdo da PME como auxiliadora do movimento
célula-a-célula e distribuicdo do TMV.

A peculiaridade do CiLV-C em causar somente lesbes locais nos leva a indagar
inlmeras questbes sobre o que acontece com a proteina de movimento apdés a
infecgdo. Desta forma, a identificagdo tanto da helicase como da MP em células do
hospedeiro e do &caro vetor podera esclarecer diversos pontos fundamentais sobre as
interacdes que ocorrem neste patossistema.

O capsideo viral € uma camada ou “capa” protetora que reveste o acido nucléico,
constituida de moléculas de proteina (as subunidades) compactadas lateralmente umas
as outras. Além da funcédo de encapsidacdo da particula viral, as proteinas capsidiais
(CP) podem estar envolvidas com transmissdo por afideos (ATREYA et al.,, 1991,
1995), movimento célula-a-célula (DOLJA et al., 1995), movimento a longa distancia
(DOLJA et al., 1994), replicacdo viral (MAHAJAN et al., 1996), determinacdo de
sintomas (HALDEMAN-CAHILL et al., 1998), entre outros.

Evidéncias genéticas demonstraram que a funcdo da CP do potyvirus Tobacco

etch virus (TEV) é independente da formagéo de virions. Mutantes na regido central da
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CP do TEV nao foram capazes de se movimentar célula-a-célula e, delecbes na regido
amino-terminal da proteina também implicaram em redugdo no movimento, podendo
esta regido atuar de forma acessoria (DOLJA et al.,, 1995). Em outro experimento,
mutantes do TEV nos quais ocorreu terminagdo prematura da tradugao apresentaram
replicacdo deficiente, enquanto mutantes nos quais a fase de leitura foi modificada,
porém sem terminacdo prematura, se replicaram normalmente. Estes resultados
indicam que a traducdo completa da regido codificadora da CP, porém ndo a proteina
propriamente dita, € essencial para replicacdo (MAHAJAN et al., 1996).

Verificou-se envolvimento da CP na movimentacdo a longas distancias em
mutantes de TEV-GUS apresentando dele¢des nas por¢cdes amino- e carboxi-terminais
da CP. O movimento a longa distancia destes mutantes nédo pode ser restabelecido pela
expressao da CP a partir de plantas transgénicas. No caso do Pea seed born mosaic
virus (PSbMV), verificou-se por meio da analise genética de quimeras que a
substituicdo de uma serina na posicdo 47 da CP era suficiente para permitir o
movimento a longa distancia em Chenopodium quinoa de um isolado normalmente
restrito as folhas inoculadas (ANDERSEN; JOHANSEN, 1998).

A producdo de antissoros especificos para deteccdo de fitovirus geralmente
utiliza como antigeno o virus purificado. No caso do CiLV-C, fatores como baixo titulo
viral na planta e instabilidade de suas particulas, dificultam a sua purificacéao,
caracterizacdo e deteccdo (ROSSETTI, 1980; MULLER et al., 2005). Alternativamente,
quando ndo é possivel obter a particula viral purificada, utilizam-se como imunégenos a
CP e outras proteinas virais expressas in vitro (ZERBINI et al., 2002). A utilizacdo da
CP para producéo de antissoro com fins de diagnostico costuma ser mais frequente do
que outras proteinas virais ndo estruturais. Isto acontece, pois, geralmente, a proteina
do capsidio é expressa em maior quantidade na planta infectada, facilitando sua
deteccao.

Com a utilizacdo de técnicas de biologia molecular, tem se tornado comum a
clonagem do gene da proteina capsidial (cp) de virus em vetores que permitem sua
expressao em Escherichia coli (COLINET et al., 1994), uma vez que, para a grande
maioria dos virus de plantas, a proteina capsidial costuma ser a mais imunogénica.

Desta forma, um antissoro produzido a partir da proteina livre apresentara as mesmas
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propriedades daquele produzido a partir de particulas virais purificadas (BARBIERI et
al., 2004). Um antissoro policlonal especifico para o virus do mosaico da melancia,
(Watermelon mosaic virus - WMV), foi produzido a partir da proteina capsidial
purificada, expressa in vitro em células de E. coli. O antissoro, testado por Western Blot,
DAS-ELISA, imunodifusdo e ELISA indireto, apresentou alta especificidade para a
deteccdo do WMV em extratos foliares, ndao tendo sido observada nenhuma reacéao
heterdloga interespecifica (BARBIERI et al., 2004).

Em relacéo ao CiLV-C, Locali-Fabris et al. (2008b) promoveram a expressao in
vitro da proteina p29 (putativa proteina capsidial) em E. coli. Para tal, a proteina foi
clonada em vetor de expressdo pET28 e purificada por meio de cromatografia de
afinidade em coluna de Ni*-NTA, a partir a fracdo sollvel de proteinas expressas. A
partir da p29 purificada, produziu-se um antissoro policlonal especifico contra esta
proteina, possibilitando as investigacbes realizadas no presente trabalho. Este
antissoro, até entdo nado testado, foi utilizado como ferramenta para estudos de
imunodeteccao e imunolocaliza¢do in situ do CiLV-C, na tentativa de elucidar aspectos
relacionados a interagao virus-vetor-planta.

Tais informacdes sobre a localizacdo e fungdes das proteinas MP, helicase e CP
poderdo ainda fornecer subsidios para se compreender os mecanismos de resisténcia
ao virus nas plantas citricas resistentes a leprose. A deteccdo destas proteinas no
acaro podera constituir em mais uma evidéncia para indicar se ocorre ou ndo a
replicacdo do virus no seu interior e, consequentemente, definir o tipo de relacédo

virus/vetor.

2.5 Expressao invitro de proteinas em E.coli

Existem diferentes sistemas utilizados para expresséo de proteinas heterélogas,
no entanto, 0 mais comum €& o procarioto, que utiliza a bactéria E. coli como célula
hospedeira. Este sistema é amplamente difundido devido a facilidade e baixo custo de
cultivo, pela reprodutibilidade e abundancia de proteina que produz. Além disso,
modificacbes nos vetores e linhagens de E. coli sdo frequentemente realizadas no
sentido de aumentar a eficiéncia e versatilidade do sistema original. Basicamente, o

gene que codifica a proteina de interesse é clonado em um vetor de expressao
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apropriado, o qual é utilizado para transformar células bacterianas, que sdo geralmente
E. coli (NASCIMENTO et al., 2003).

O procedimento de clonagem de um fragmento de DNA para expressdo é
exatamente igual a qualquer clonagem, no entanto, deve se ter em mente que o
proposito serd obter a proteina correta. Para tanto, € necessario respeitar o sinal de
traducdo de genes procaridticos (sinal de Shine-Dalgarno), ou seja, o DNA deve ser
clonado de maneira que sua fase de leitura correta fique em fase com o iniciador ATG.
O vetor para expressdao em E. coli deve apresentar caracteristicas essenciais como
origem de replicacdo, gene que confere resisténcia a antibiticos, promotor para
transcricdo, sinal de terminacdo da transcricdo, sitio mdultiplo de clonagem, e
sequéncias para controle da traducdo (Shine-Dalgarno, ATG e cédon de terminacao).
Uma vez construido, o vetor de expressdo contendo a sequéncia codificadora da
proteina de interesse € introduzido em E.coli por transformagdo. De maneira ideal,
guando se pensa em expressao heterdloga, espera-se que a proteina de interesse seja
estavel, ndo toxica para a bactéria, soluvel, produzida em grande quantidade e possa
ser facilmente purificada. Um procedimento muito utilizado € o de expressar a proteina
de interesse em fusdo com um “tag” especifico que permita a facil purificacdo da
mesma através de cromatografia por afinidade em resinas as quais se encontram
acopladas ligantes, aos quais o “tag” possa se ligar especificamente (NASCIMENTO et
al., 2003).

No entanto, apesar das vantagens deste sistema, alguns problemas podem
ocorrer durante a produgcdo de proteinas heterdlogas em E. coli. Algumas proteinas
expressas sao toxicas para a ceélula hospedeira e, neste caso, uma alternativa a
producdo de proteina citoplasméatica é a producdo de proteinas que sao secretadas.
Para tanto basta clonar o DNA codificante em fusdo com uma sequéncia codificante
para um peptideo sinal de procarioto. Este peptideo € clivado pela peptidase sinal
guando a proteina € secretada para o periplasma. Embora este método frequentemente
traga problemas com o rendimento ou a clivagem do peptideo sinal, ha vantagens em
alguns casos. Outros problemas que podem ocorrer sdo baixo nivel de expressao da
proteina devido a instabilidade do mRNA, término prematuro da mensagem, traducao

ineficiente e baixa eficiéncia de purificacdo devido a interferéncia com sua fuséo
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inibindo a proteina de se ligar a resina de afinidade. A ocorréncia de expresséo de
proteinas instaveis pode ser resolvida reduzindo-se a temperatura de crescimento ou
mudando-se para uma linhagem de bactéria deficiente em uma ou mais proteases.
Mesmo assim, € comum obter algum nivel de fragmentacdo da proteina expressa.
Existe ainda a possibilidade de ocorréncia de proteinas insollUveis, ou seja, formacédo de
agregados extremamente insollveis que requerem procedimentos adicionais de
desnaturagdo para solubiliza-las e de renaturacdo para manté-las sollveis e funcionais.
Isto nem sempre € um problema, pois a formacao de corpos de inclusdo pode proteger
a proteina contra a degradacdo por proteases bacterianas e também facilitar a
purificacdo, uma vez que sdo corpos densos precipitados a baixa velocidade de
centrifugacdo, enquanto a maior parte das proteinas bacterianas permanece no
sobrenadante. Mas, algumas vezes, ndo se consegue renaturacdo adequada da
proteina purificada. Neste caso deve-se tentar atenuar a formacdo de corpos de
inclusédo alterando as condi¢gOes de expressdo, por exemplo, crescendo-se a cultura a
temperatura mais baixa apos a inducdo ou utilizando um promotor mais fraco
(NASCIMENTO et al., 2003).

Com o advento de novos sistemas de expressdo em células de eucariotos
(levedura, insetos, mamifero), a expressdo de proteinas clonadas tornou-se uma
abordagem poderosissima que vem revolucionando os estudos de estrutura, funcao,
purificacdo e identificacdo de novas proteinas. Nestes outros sistemas, o recombinante
a ser introduzido no hospedeiro alvo pode ser facilmente construido e amplificado em E.
coli. Por isso os plasmideos de levedura, mamifero, etc. sdo construidos por fusdo de
uma porcdo de um plasmideo de E. coli (origem de replicagdo e resisténcia a um
antibiotico) com sequéncias especificas para se obter expressdo em célula eucariotica
(NASCIMENTO et al., 2003).

Neste trabalho, a expressao in vitro das proteinas helicase e MP do CiLV-C sera
realizada em sistema bacteriano. Isto permitira a producdo de antissoros especificos
contra estas proteinas os quais serdo utilizados em estudos de imunodetec¢éo do virus

em plantas hospedeiras e no 4caro vetor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amplificacdo das ORFs mp e helicase

Oligonucleotideos especificos foram desenhados (Tabela 1) a partir de
sequéncias das ORFs que codificam, tentativamente, as proteinas de movimento (mp) e
da replicase (dominio de helicase) do CiLV-C, obtidas pelo grupo do Centro APTA
Citros Sylvio Moreira (LOCALI-FABRIS et al., 2006). Na extremidade 5’ de cada primer
forward foram adicionadas quatro bases com sequéncia CACC, necessarias para a
clonagem direcional dos amplicons no vetor pENTR Directional TOPO Cloning

(Invitrogen).

Tabela 1 - Oligonucleotideos especificos utilizados para a amplificacdo das ORFs helicase e mp

ORF Sequéncia (5’- 3)

Hel Forward 5 - CACCATGGTACAAGCTGTG -3’

Hel Reverse 5 - CTAACTTACGTAGACCTAACGC -3

MP Forward 5 - CACCATGGCTCTTTCTACCAATAACAA-3

MP Reverse 5 - TTATTCGCTTGTAGAAGTTGAGC -3

As sequéncias codificadoras das ORFs mp e helicase do CiLV-C foram
amplificadas via reacao de polimerizacdo em cadeia ap0s transcricao reversa (RT-PCR)
utilizando programa composto de 30 ciclos (desnaturacdo: 94C por 30 segundos;
anelamento: 56C por 30 segundos; extensdo: 72°por 40 segundos) e visualizadas em
gel de agarose 1% (p/v) corado com brometo de etidio. Utilizou-se como molde cDNA
obtido a partir da extracdo de acidos nucléicos totais de folhnas com lesdes de leprose,
de acordo com protocolo de Locali et al. (2003Db).

Os fragmentos amplificados foram purificados através do kit GFX™ PCR DNA

and Gel Band Purification (Amersham Biosciences) e quantificados em gel de agarose
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1% (p/v) utilizando 25, 50 e 100 ng de DNA A (Promega) como padrdo de peso

molecular.

3.2 Clonagem das ORFs mp e helicase

A clonagem dos amplicons foi realizada com o auxilio do “Kit pENTR Directional
TOPO" Cloning” (Invitrogen) para utilizacdo do sistema Gateway seguindo-se as
normas do fabricante.Para cada reacdo TOPO" cloning utilizou-se 2 uL do amplicon
purificado (20 ng), 1 pL da solugédo salina, 2 pL H,O milli-Q estéril e 1 pL do vetor
TOPO". A reacdo foi mantida em temperatura ambiente por 5 minutos, sendo
posteriormente utilizados 2 L para a transformacdo em 25 pl de células quimicamente
competentes de E. coli TOP10 (Invitrogen). Os tubos contendo as células acrescidas
do vetor recombinante foram incubados por 5 minutos no gelo e em seguida
transferidos e mantidos por 50 segundos a 42°C. Apés o choque térmico e nova
incubacdo em gelo por 5 minutos, foram adicionados as células 250 pL de meio de
cultura SOC (Triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl,
10 mM, MgSO,4 10 mM, glicose 20 mM, pH 7,0) previamente mantido & temperatura
ambiente, permanecendo sob agitagdo (200 rpm) a 37°C durante 2 horas. Apods
recuperacdo das células, realizou-se o plaqueamento em meio LB (Triptona 10 g,
extrato de levedura 5 g, NaCl 10 g, agar 1,5%, pH 7,5), acrescido de 50 pg/mL de
canamicina. Os clones recombinantes foram selecionados apés 16 horas de incubacgao
a 37°C.

Para confirmacao da clonagem, realizou-se teste de PCR utilizando como molde
3 UL das colbnias recombinantes, previamente repicadas e desnaturadas em 100 yL de
agua milli-Q por 95T durante 12 minutos. O program a de amplificacdo e os primers
especificos utilizados para as reacdes foram os mesmos da amplificacdo inicial das
ORFs supracitadas (Tabela 1). Adicionalmente, a autenticidade dos clones
recombinantes pENTR D-TOPO/mp e pENTR D-TOPO/helicase também foi confirmada
via sequenciamento. Para tal, extraiu-se o DNA plasmidial das col6nias transformadas
através do método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989), os quais foram utilizados

como molde nas reagoes.
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O sequenciamento foi realizado pelo Laboratério de Biologia Molecular —
FFCLRP/USP, sob coordenacdo da Dra. Maria Helena Goldman, através do
sequenciador automatico ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA). As
amostras de DNA foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos em termociclador
GeneAmp 9700 e mantidas em gelo por 2 minutos antes de serem transferidas para o
sequenciador. Os primers utilizados nas reagdes foram M13 Reverse e M13 Forward.
As sequéncias geradas foram analisadas através da pagina do NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), pelo link de anédlise de dados Blast (Basic Local
Alignment Search Tool), na opcao Blast 2 Sequences, comparando as sequéncias dos

clones com as das ORFs presentes no GenBank.

3.3 Subclonagem das ORFs mp e helicase no vetor pDEST ™17

A subclonagem das ORFs de interesse no vetor de expressdo pDEST™17
requer que o coédon de iniciagdo ATG dos genes figuem posicionados logo apds ao
promotor T7 de expressdo em procariotos. Desta forma, os genes foram inseridos
direcionalmente, sendo a sequéncia de direcionamento CACC do primer forward

inserida por recombinacao no sitio attR1 (Figura 2).

Sgrh 16313
Sphl G162

Ecoll | 6097
Psha | 6004

Nrut 5788

Xbal 58

Nae | 98
Net | 265

Neo 1 887

BssH 11 1080

Bsg | 5070

{codAy Sifl 1454
Smal 1455

Bstx | 1567

pDEST "7
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Espl 11 4245
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- Hind 11l 2328
Cial 2334
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Eam1108 1 3352

Figura 2 - Representacio esquematica da construcdo do vetor Gateway, pDEST™17, com indicacéo do
sitio de clonagem delimitado por sitios de restricao Unicos (attR1 e attR2) e do promotor T7



36

E interessante ressaltar a presenca de 6 histidinas alinhadas no vetor de
expressao (6xHis), posicionadas na regido N-terminal, cuja finalidade é de deteccgéo e
purificacdo da proteina recombinante. A localizagdo da cauda de histidina é indicada
para auxiliar a verificar se o gene inserido estard “in frame” com as 6xHis apos a
recombinagdo. Além disso, outras caracteristicas da regido de recombinacao presentes
no clone de expressdo (p DEST ™ 17 x pENTR D-TOPO/gene) também podem ser
observadas (Figura 3).

T7 promoter > transcription start Shine-Dalgarmo
— —

[
20 TTAATACGAC TCACTATAGG GAGACCACAR CGGTTTCCCT CTAGRAATAR TTTTGTTTAA CTTTAAGAAG GAGATATACA
AATTATGCTG AGTGATATCC CTCTGETGTT GCCAAAGGGA GATCTTTATT AARACAAATT GAARATTCTTC CTCTATATGT

. 147
6xHis tag
T 1
Met Ser Tyr Tyr His His His His His His Leu Glu Ser Thr Ser Leu Tyr Lys Lys Ala Gly
100 T ATG TCG TAC TAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC CTC GAA TCA ACA AGT TTG TAC ARA BRAR GCA GGC

A TAC AGT ATG ATG GTA GTG GTA GG GTA GTG GAG CTT AGT TGT TCA AAC ATG TTT TTT CGT CCG
L

1830 aftB1
THNN ————EﬁaqE ————— NACCCAGCTT TCTTGTACAR AGTGGTTGAT TCGAGGCTGC TAACAARCCC CGAARCGARMG

ANN —————————————— NTGGGTCGAR AGARCATGTT TCACCAACTA AGCTCCGACG ATTGTTTCGG GCTTTAATTC
L

|
attB2

Figura 3 - Caracteristicas da regido de recombinagdo entre o vetor pDESTTM17 e o vetor pENTR D-
TOPO. As regides sombreadas correspondem as sequéncias de DNA transferidas por
recombinagao do vetor de entrada pENTR D-TOPO para o vetor de expressédo pDEST ™17,
enquanto as regides sem sombreamento sdo derivadas do vetor pDEST ™17. Os
nucleotideos sublinhados, flanqueando as regides sombreadas, correspondem as bases 147
e 1830, respectivamente, da sequéncia do vetor pDEST ™17. Potenciais stop codons estédo
indicados em negrito

A transferéncia das ORFs mp e helicase do vetor de entrada pENTR D-TOPO
para o vetor de expressdo Gateway pDEST ™17 ocorreu através da reacédo de
recombinacgdo entre os dois plasmideos. A clonagem em células competentes DH5a foi
realizada utilizando-se o kit LR clonase™ Enzyme Mix (Invitrogen), conforme normas do
fabricante. Para cada reacdo foram adicionados 300 ng do vetor de entrada (pENTR D-
TOPO/mp ou pENTR D-TOPO/helicase), 300 ng do vetor de destino (b DEST™17), 4 pL
do tamp&o de reacdo (5X LR Clonase™), q.s.p. 16 pL de tampdo TE (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0) e 4 L de LR Clonase™ enzyme mix. A reacéo foi mantida a 25°C
por 4 horas, a qual posteriormente foram adicionados 2 uL de proteinase K (2 yg/uL em
Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, glicerol 50%, CaCl, 20 mM), seguida de incubacéao por 10
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minutos a 37°C. Em seguida, 25 pL de células competentes de E. coli DH5a foram
transformadas acrescentando-se 1 uL da reacao LR clonase. As células foram mantidas
em gelo por 30 minutos e, em seguida, submetidas a choque térmico de 42°C por 45
segundos, sendo imediatamente transferidas para gelo. Apos 5 minutos, 450 pL de
meio SOC foram acrescentados as células que foram incubadas a 37°C sob agitacao
(200 rpm) por 1 hora. Aliquotas de 20, 50 e 100 uL foram transferidas para placas
contendo meio LB solido acrescido de ampicilina (100 pg/mL) e os clones
recombinantes selecionados apos incubagédo de 16 horas a 37°C. As clonagens foram
confirmadas por PCR e sequenciamento assim como descrito anteriormente, porém,
para cada reacdo de sequenciamento foi utilizado o primer T7 Forward associado com
0os Reverses especificos de cada ORF (T7 Forward e MP Reverse; T7 Forward e

Helicase Reverse).

3.4 Expressao invitro das proteinas MP e Helicase

Os plasmidios pDEST™17/mp e pDEST™17/helicase foram extraidos da E. coli
DH5a pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) e quantificados em gel de
agarose 1%, tendo 50 e 100 ng de DNA A (Promega) como padrao de peso molecular.
Apobs o isolamento, foram utilizados para a transformacédo quimica de diferentes cepas
de E. coli BL21, a fim de identificar aquela mais eficiente para expressdo de cada
proteina. As cepas testadas foram: BL21-AlI™, BL21-DE3, BL21-DE3-pLysS e BL21-
DE3-RP.

3.4.1 Transformacgao

A cepa BL21-Al™ foi transformada como descrito para DH5a, porém, com
algumas modificacdes. Foram acrescentados 10 ng de DNA plasmidial (p-DEST™17/mp
ou pDEST™17/helicase) em 50 pL de células quimicamente competentes. Ap6s 0
choque térmico acrescentou-se 450 uL de meio SOC, e o periodo de crescimento das
células foi de 1 hora. As coldnias recombinantes selecionadas foram isoladas para
posterior utilizacdo em experimento de expressao in vitro.

Para transformacdo das cepas BL21-DE3, BL21-DE3-pLysS e BL21-DE3-RP
acrescentou-se 10 ng de DNA plasmidial (pDEST™17/mp ou pDEST ™17/helicase) em
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200 pL de células quimicamente competentes. Estas foram mantidas no gelo por 30
minutos e, em seguida, submetidas a choque térmico de 42°C por 90 segundos, sendo
imediatamente transferidas para o gelo. Ap6s 5 minutos, 1mL de meio 2XTY (Triptona
16 g, extrato de levedura 10 g, NaCl 5g, pH 7,4) foi adicionado as células que foram
mantidas em banho maria de 37°C por 1 hora. Em seguida, foram centrifugadas a 8.000
rpm por 1 minuto e o sobrenadante descartado, deixando-se apenas uma aliquota de
100pL para ressuspender o pellet formado pela centrifugacédo. Este volume final foi
plagueado em meio 2XTY solido acrescido de ampicilina (100 pg/mL) para a cepa
BL21-DE3 e ampicilina e cloranfenicol (100 pg/mL) para as cepas BL21-DE3-pLysS e
BL21-DE3-RP. Os clones recombinantes foram selecionados ap0s 16 horas de

incubacao a 37°C.

3.4.2 Expressdo em E. coli BL21-Al ™ (Tecnologia Gateway)

Os clones recombinantes da cepa E. coli BL21-AI"™/mp e BL21-AI"™/helicase
foram analisados quanto ao nivel de expressao das proteinas de interesse através de
um experimento piloto inicial. Para isso, os mesmos foram cultivados em 5 mL (pré-
in6culo) de meio LB acrescido de 100 mg/L de ampicilina, a 37°C sob agitacdo (200
rpm) até atingirem ODgoonm €ntre 0,6 e 1,0. Estas pré-culturas foram utilizadas como
in6culos de novas culturas, mantidas sob as mesmas condi¢cdes, para atingirem
ODegoonm €ntre 0,05 e 0,1 (diluicdo 1:20, a partir do pré-in6culo). Esta diluicdo permite o
retorno rapido das células para a fase log do crescimento bacteriano e, portanto, o
alcance da densidade de células adequado. As células foram mantidas neste meio até a
fase mid-log (ODgoonm = 0,4), indicada para a expressao génica. Cada cultura bacteriana
foi dividida em duas partes de igual volume. Em uma das partes foi adicionada L-
arabinose numa concentracdo final de 0,2%, necessaria para inducdo das proteinas no

I™ (Gateway® - Invitrogen). Desta forma, foram

sistema de expressdo em E. coli BL21-A
obtidas duas culturas de cada colonia transformante: uma induzida e outra ndo-induzida
pela L-arabinose. Apos a adicdo de L-arabinose e 3 horas de cultivo a 37°C, aliquotas
de 500 pL foram coletadas e centrifugadas a 16.300xg por 1 minuto a 4°C. Os
precipitados foram utilizados para analise de proteinas sollUveis e insollveis, e para

isso, foram ressuspendidos em 80 pL de tampé&o da amostra 1X SDS-PAGE (Tris HCI
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0,5 M, pH 6,8, glicerol 50%, DTT 100 mM, SDS 20%, azul de bromofenol 1%), antes de
serem submetidos a fervura por 2 minutos. Os géis de poliacrilamida foram carregados
com 7,5 puL das amostras dos clones induzidos e 2,5 puL dos clones néo induzidos e
submetidos a eletroforese a 70 V por 3,5 horas. Posteriormente foram corados com
Comassie Blue R250 sob agitacdo por 3 horas, seguido de descoloracdo por mais 14
horas.

Os clones selecionados de BL21-AI™

com maior expressdo foram cultivados
separadamente em 5 mL de meio LB acrescido de 100 mg/L de ampicilina, a 37°C sob
agitacdo (200 rpm) até atingir ODggonm entre 0,6 e 1,0. Essa cultura foi utilizada como
pré-indculo de novas culturas em 50 mL de meio LB contendo ampicilina, as quais
foram mantidas sob as mesmas condicbes. Quando as novas culturas atingiram
ODegoonm= 0,4, acrescentou-se L-arabinose a uma concentragdo final de 0,2% para
inducdo da expressdo das proteinas. Ap6és 3 horas, as culturas de 50mL foram
transferidas para tubos falcon e centrifugadas a 6.000xg por 8 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e os tubos contendo os pellets foram armazenados a -

80T para posterior extracdo da proteina.

3.4.3 Expressdo em E. coli BL21-DE3, BL21-DE3-pLysS e BL21-DE3-RP

Este experimento teve como objetivo a obtencdo de um sistema de expressao
das proteinas MP e helicase mais eficiente do que o previamente testado com a cepa
BL21-AI™. Para tal, clones recombinantes das cepas BL21-DE3, BL21-DE3-pLysS e
BL21-DE3-RP foram analisados quanto ao nivel de expressdo através de um
experimento piloto inicial.

Os mesmos foram cultivados em 3mL de meio 2XTY acrescido de 100 mg/L de
ampicilina e/ou cloranfenicol, a temperatura de 37°C para todas as cepas e,
adicionalmente, a 25T para a BL21-DE3, sob agitaca o (200 rpm) até atingirem ODgoonm
= 0,6. Neste ponto, aliquotas de 100 pL de cada cultura foram coletadas para servirem
de controle negativo (colonias ndo induzidas). Em seguida, adicionou-se ao meio IPTG
(0,2 mM) para inducdo da expressdao da proteina de movimento, e apdés 3 horas de
cultivo a 37°C, novas aliquotas de 100 uL foram coletadas para andlise da expressao

(colbnias induzidas). Antes de submeter as aliquotas a fervura por 10 minutos,
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acrescentou-se 20 pL de tampé&o da amostra 5X SDS-PAGE (Tris-HCI 260 mM, pH 6,8,
glicerol 50%, SDS 10%, azul de bromofenol 0,5%, 3-mercaptoetanol 50 pL/mL) em
cada uma das amostras. Os géis SDS-PAGE 19% foram carregados com 10 pL dos
clones induzidos e ndo induzidos, submetidos a eletroforese a 250 V, e, posteriormente,
corados com Coomassie Blue R250 (Etanol 50%, acido acético glacial 7%, coomassie
Blue R250 0,4%) por 2 minutos sob fervura em microondas. Em seguida, procedeu-se a
descoloracdo do gel em acido acético 7% por aproximadamente 2 horas em estufa a
50T.

O clone recombinante com maior expressao da MP resultante da cepa BL21-
DE3-pLysS foi cultivado em 20 mL de meio 2XTY acrescido de 100 mg/L de ampicilina
e cloranfenicol (pré-in6culo), a 37°C sob agitacdo de 200 rpm por 16 horas.
Posteriormente, erlemeyers contendo 500 mL de meio 2XTY acrescido dos antibidticos
foram inoculados com 5mL do pré-indculo cada um, os quais foram mantidos sob
agitacdo de 180 rpm a 37<C até atingirem DO goonm = 0,6. Neste momento, uma aliquota
de 100 pL do cultivo ndo induzido foi coletada e, em seguida, acrescentou-se IPTG a
uma concentracao final de 0,2 mM para inducédo da expressdo protéica. Apos 3 horas
de cultivo, as células foram transferidas para tubos apropriados com capacidade de 500
mL, centrifugadas a 5.000 rpm por 12 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Os
tubos contendo os pellets bacterianos foram armazenados a -80C para posterior

extracdo de proteinas.

3.5 Extracao de proteinas

3.5.1 Proteina Helicase

O precipitado derivado dos 50 mL da cultura bacteriana BL21-Al"™/helicase foi
ressuspendido em 5 mL de Tampao de Lise (NaH,PO4 0,1 M; Tris 0,01 M, pH 8,0). Em
seguida foram adicionados 50 pL de PMSF (100 mM) e 50 uL de lisozima (100 mg/mL).
A solucao foi incubada por 30 minutos no gelo e, apos este periodo, sonicada (5 pulsos,
10 segundos/pulso e amplitude 100%). Em seguida, esta solucdo foi centrifugada a
14.000 rpm por 30 minutos a 4°C para que houvesse precipitacdo das membranas

rompidas. O sobrenadante, contendo a fracdo protéica sollvel, foi coletado e guardado
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para andlise via SDS-PAGE a fim de verificar a presenca da proteina de interesse nesta
fracdo. O pellet resultante da centrifugacdo, que consistia da fracdo insolavel, foi
ressuspendido em 5 mL de Tampao de Lise contendo uréia 8 M, homogeneizado com
sonicador (5 pulsos, 10 segundos/pulso e amplitude 100%) e incubado por 30 minutos
em temperatura ambiente. Apés incubacédo, a solucéo foi centrifugada a 14.000 rpm por
30 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado com micropipeta, evitando-se
entrar em contato com o precipitado, e analisado por SDS-PAGE para verificar se a

proteina helicase estaria presente nesta fracao.

3.5.2 Proteina de Movimento

Para dar inicio ao processo de extracdo de proteinas, precipitados derivados de
dois frascos de 500 mL de cultura bacteriana BL21-pLysS/MP foram ressuspendidos
em 8 mL de Tampéao de Lise (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, R-mercaptoetanol 14 mM, 25%
sacarose, pH 8,5) cada um, totalizando um volume final de 16mL a partir de 1L de
cultura induzida. Em seguida, todo o volume (16 mL) foi submetido a “French Press”
para rompimento mecanico das células bacterianas e liberagcdo de proteinas sollveis
para o meio aquoso. Posteriormente, esta solugéo foi centrifugada a 15.000 rpm por 30
minutos a 4°C para precipitacdo das membranas rompidas. O sobrenadante, contendo
a fracdo protéica soluvel, foi coletado e guardado para andlise via SDS-PAGE. O pellet
resultante da centrifugagéo, que consistia da fragcdo insoltvel, foi ressuspendido em 20
mL de Tampé&o de Solubilizacéo (Tris 50 mM, Uréia 6 M, EDTA 1 mM, [3-mercaptoetanol
14 mM, pH 8,5), homogeneizado e incubado por 50 minutos em temperatura ambiente
sob agitacdo lenta. Apds incubacao, a solucdo foi centrifugada a 15.000 rpm por 40
minutos a 4C e 20 mL correspondente ao sobrenadante (fracdo insoluvel)
cuidadosamente coletado, evitando-se entrar em contato com o precipitado. A analise
de proteinas sollveis e insolaveis foi feita carregando-se um volume 10 pL de cada
fracdo protéica - volume resultante da mistura de 10 puL da amostra (solivel ou
insoltvel) com 20 yL de tampé&o da amostra 5X SDS-PAGE - em gel SDS PAGE 19%.
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3.6 Espectrometria de Massa

Para verificar se 0 processo de expressao in vitro havia funcionado, as supostas
proteinas helicase e MP foram sequenciadas. Para tal procedimento, foram necessarias
varias etapas de preparacdo da amostra, a comecar pela corrida de um gel SDS-PAGE

12% com 20 pL da fracado insoluvel de cada proteina por cavidade.

3.6.1 Digestao das proteinas

A regido do gel SDS-PAGE contendo a proteina de interesse foi extraida com um
bisturi, cortada em segmentos de aproximadamente 1 mm?, transferida para tubos de
1,5 mL e armazenada a 4°C. A digestdo da proteina em gel foi realizada conforme
descrito abaixo:

Remocao do corante: Os segmentos de gel contendo a proteina foram lavados

em agua deionizada, descorados por trés vezes na solugdo contendo 50% v/v de
acetonitrila (ACN) e 25 mM de bicarbonato de aménio (AMBIC) por 30 minutos, e
desidratados duas vezes em 100% ACN por 10 minutos. A acetonitrila foi removida e o
residuo remanescente do gel deixado para evaporar em temperatura ambiente.
Reducéo e alquilacdo: Os fragmentos foram reidratados e reduzidos em DTT (20
mM DTT / 50 mM AMBIC) a 60°C por 40 minutos e alquilados com iodoacetamida (55

mM IAA / 50 mM AMBIC) no escuro por 30 minutos. A iodoacetamida foi removida, 0s

fragmentos lavados em 25 mM AMBIC e posteriormente desidratados em 100% de
acetonitrila. A acetonitrila foi descartada e o residuo remanescente no gel deixado
evaporar em temperatura ambiente.

Digestdo das proteinas: Os fragmentos foram reidratados com 15 pL de solugéo

contendo 150 ng de tripsina em 25 mM de bicarbonato de amo6nio e mantidas a 37°C
por 12 horas. A acdo da tripsina foi interrompida pela adicdo de 15 pL de solugéo
bloqueadora (50% v/v acetonitrila e 5% v/v acido férmico).

Extracdo dos peptideos: Os peptideos foram eluidos da acrilamida com trés

lavagens de 15 minutos com solucdo de eluicdo (60% v/v metanol e 1% v/v &cido
férmico) a 45°C sob sonicacdo. O aparelho de sonicacdo usado foi o0 ULTRA-SOM
(Thornton-INPEC Eletronica LTDA) modelo G/T, tipo T7, com 40 KHz de frequéncia fixa

e poténcia de 30 W. A solucédo contendo os peptideos foi submetida & secagem em um
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concentrador (Eppendorf) em temperatura ambiente, por 2-3 horas. Os peptideos foram
ressuspendidos em 1% (v/v) de acido formico e sequenciados por espectrometria de

massas.

3.6.2 Sequenciamento das proteinas

As proteinas foram sequenciadas em espectrometro de massas Q-TOF-Ultima
API (ESI-MS/MS quadrupole/aceleragédo orthogonal time-of-flight) da Water-Micromass
acoplado a um sistema on-line de HPLC capilar, CaplC (Waters®). A separacdo dos
peptideos foi realizada usando-se uma pré-coluna C18 (Sentry™ Guard Column C18
Waters®) seguida por uma coluna de fase reversa C18 (Symmetry® C18 5 pum 0,32 x
150 mm Waters®). Os peptideos foram eluidos através da variacdo do gradiente do
tampéo A (95% v/v H,0, 5% v/v acetonitrila e 0,1% v/v acido férmico) e do tampéo B
(95% v/v acetonitrila, 5% v/v H,O e 0,1% v/v acido formico). Durante a corrida, o fluxo
usado foi de 5 pL.min™ nos primeiros 15 min, 2 uL.min™* entre 15 min e 40 min e de 5
pL.min™ entre 40 min e 45 min. A variacdo de gradiente do tamp&o B foi de 10% (v/v) a
15% (v/v) em 5 min, de 15% (v/v) a 35% (v/v) em 20 min, de 35% (v/v) a 45% (v/v) em 5
min, 45% (v/v) a 80% (v/v) em 5 min, mantido por 5 min em 80% (v/v) e os Uultimos 5
minutos em 10% (v/v). A ionizagdo das moléculas por electrospray foi realizada com
uma voltagem fixa de 3.000 V, temperatura de 90°C sob 5 psi de nitrogénio. Os
espectros foram adquiridos em modo MS/MS automaticamente com um limiar de 25
counts, dentro de uma amplitude de 50 a 2000 m/z. As aquisi¢cdes foram realizadas
simultaneamente com o peptideo padrdo GFP através do sistema Nanolock Spray da
Micromass, para corrigir as variacdes de calibracdo que ocorrem ao longo do tempo.

Os espectros de massas das amostras foram processados pelo programa
ProteinLynx V 2.1 e analisados pelo programa Mascot, sendo submetidos a
identificacdo em dois bancos de dados: SWISS-PROT e NCBI, através do programa
Blast .
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3.7 Purificacdo das proteinas

3.7.1 Helicase
Apos confirmacgdo da insolubilidade e do sequenciamento da proteina helicase, a
fracdo insolUvel de proteinas foi submetida a purificacdo, sob condi¢cdes desnaturantes,

utilizando Kit ProBond™

Purification System (Invitrogen) conforme recomendacdes do
fabricante.

Para tal, uma coluna com capacidade para 10 mL foi carregada com 2 mL de
resina ProBond (Invitrogen). Apds 15 minutos de incubacdo, tempo necessario para
sedimentacdo da resina, o sobrenadante foi descartado com o auxilio de uma
micropipeta e a resina lavada por inversdo em 6 mL de agua Milli-Q autoclavada. Apés
nova incubacgdo, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se a resina por inversao
em 6 mL de Desnaturing Binding Buffer (Tampéao fosfato 20 mM, NaCl 500mM, Uréia
8M, pH 7,5). Esperaram-se mais 15 minutos para a sedimentacéo e, apos este periodo,
0 sobrenadante foi descartado. Posteriormente, a resina foi novamente equilibrada com
Desnaturing Binding Buffer repetindo-se o passo anterior. Em seguida, foram
adicionados 5mL do extrato protéico insoluvel, e a coluna submetida a agitacdo por 60
minutos em temperatura ambiente. Neste ponto, ocorre a “ligagdo” da proteina
recombinante helicase contendo a cauda de histidina na resina carregada com niquel.
Em seguida, a coluna foi incubada por 20 minutos e o sobrenadante coletado e
reservado para analise via SDS-PAGE. No passo seguinte, a coluna foi lavada por duas
vezes em 4 mL de Desnaturing Binding Buffer pH 7,5, uma vez em 4 mL de Desnaturing
Binding Buffer pH 6,0 e uma vez em Desnaturing Binding Buffer pH 5,3. Todas as
lavagens foram feitas por inversdo durante 2 minutos, coletando-se apés incubacao os
sobrenadantes para analise em SDS-PAGE.

O processo de eluicdo da proteina foi realizado lavando-se a coluna em 5 mL de
Desnaturing Binding Buffer pH 4,0, os quais foram misturados por inversdo durante 2
minutos. Apos sedimentacdo da resina, a ponta inferior da coluna foi retirada e o eluato
recolhido em cinco fracdes separadas de 1 mL para analise via SDS-PAGE. Ao final da

purificacdo, 20 uL de cada eluato foram colocados em eppendorfs ja contendo 20 yL de
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tampdo de amostra 1X SDS-PAGE para andlise via gel SDS-PAGE. Correu-se um

volume final de 15 pL de cada eluato por cavidade a 70 V.

3.7.2 Proteina de Movimento

Apbs verificar a solubilidade da MP, a fracéo insollvel de proteinas foi submetida
a duas purificagbes por cromatografia de troca idnica sucessivas utilizando as colunas
SQ e SP Sepharose (GE Healthcare). Em seguida, uma terceira purificagdo por
cromatografia de afinidade foi realizada utilizando a coluna HisTrap™ HP. Esta etapa
do trabalho foi realizada no laboratério de Estrutura e Funcdo de proteinas do Instituto
de Quimica da USP, coordenado pelo professor Shaker Chuck Farah, e com o auxilio
do Msc. Maxuel de Oliveira Andrade.

A primeira etapa do processo foi passar a aliquota de 20 mL, referente a fracéo
insoltvel de proteinas, em uma coluna de troca anibnica - SQ Sepharose - carregada
com 40 mL de resina e acoplada em aparelho de cromatografia AKTA (GE Healthcare).
Antes da aplicacdo da amostra, a coluna foi equilibrada com 3 volumes do Tampéo A
(Uréia 6 M, Tris 50 mM, EDTA 1 mM, 3-mercaptoetanol 14 mM, pH 8,5) injetando-se em
seguida todo volume da fracdo insolivel com fluxo continuo de 0,8 mL/min. O volume
da amostra que passou através da coluna foi coletado em fracbes de 20 mL,
denominados “flow through”, uma vez que a proteina de interesse ndo seria capaz de
ligar-se a sepharose. Em seguida, a coluna foi lavada com 5 volumes de Tampé&o A
para que houvesse a retirada das proteinas que se ligaram a coluna. Apos a lavagem,
passou-se pela coluna Tampdo B (Uréia 6 M; Tris 50 mM, EDTA 1 mM, B-
mercaptoetanol 14mM, NaCl 400 mM, pH 8,5) coletando-se fragbes de 10 mL para
garantir a recuperacdo da proteina MP, caso houvesse alguma ligacdo da mesma na
coluna. Ao final do processo, todas as fragdes que apresentaram altos picos de
absorbancia no cromatograma foram analisadas via SDS-PAGE 19% para verificar a
presenca da MP. Carregou-se no gel 10 pL de cada amostra (10 yL de amostra + 20 uL
de tampéo da amostra 1X SDS-PAGE).

Apés a constatacdo de que a MP encontrava-se no “flow through” resultante da
primeira purificacdo, e que esta fracdo ainda continha muitas proteinas indesejaveis,

uma nova purificacdo foi realizada utilizando-se uma coluna de troca catidnica - SP
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Sepharose — carregada com 40 mL de resina acoplada em aparelho de cromatografia
AKTA. Antes da aplicacdo da amostra (flow through/SQ), a coluna foi equilibrada com 3
volumes do Tampéo A, injetando-se em seguida a aliquota de 20 mL, correspondente
ao flow through coletado da coluna SQ Sepharose, com fluxo continuo de 0,8 mL/min.
Todo volume da amostra que passou através da coluna (flow through/SP) foi coletado
em fracdes de 10 mL. Em seguida a coluna foi lavada com 5 volumes de Tampao A,
para que houvesse a retirada das proteinas que néo se ligaram a resina, coletando-se
posteriormente fracdes de 10 mL. Apds a lavagem passou-se pela coluna Tampéo B,
responsavel pela eluicdo de proteinas que se aderiram a resina, coletando-se fracdes
de 10 mL para garantir a recuperagdo da MP, caso houvesse alguma ligacdo da
mesma. Ao final da purificagéo, todas as fragbes com altos picos de absorbancia foram
analisadas via SDS-PAGE 19% da mesma forma como descrito na primeira purificacao.

Constatando-se que a proteina de interesse estava presente em grande
quantidade tanto no flow through/SP quanto nas fragbes eluidas da coluna SP
sepharose, a fragdo mais concentrada e limpa foi selecionada para ser purificada em
coluna de 5 mL HisTrap™ HP, acoplada no aparelho de cromatografia AKTA. Antes da
aplicacdo da amostra, a coluna foi equilibrada com 3 volumes do Tampéo A (Uréia 6 M;
Tris 50 mM, Imidazol 50 mM, pH 8,5), injetando-se em seguida uma aliquota do flow
through/SP de 10 mL com fluxo continuo de 0,8 mL/min. Todo volume da amostra que
passou através da coluna foi coletado em fragdes de 2 mL. Em seguida a coluna foi
lavada com 5 volumes de Tampao A para que houvesse a retirada do restante de
possiveis proteinas contaminantes, coletando-se fragbes de 5 mL. Apds a lavagem,
passou-se pela coluna Tampéo B (Uréia 6 M, Tris 50 mM, Imidazol 500 mM, pH 8,5)
responsavel pela eluicdo da proteina, coletando-se fracbes de 2 mL para garantir a
recuperacdo da MP. Posteriormente, todas as fracoes que apresentaram altos picos de
absorbancia foram analisadas via SDS-PAGE 19% como descrito anteriormente.

Ao final da série de purificacbes, a MP encontrava-se presente em tampéo B de
eluicdo com alta concentragdo de uréia e imidazol, fazendo-se necessaria a troca de
tampdes para as imunizacbes em coelhos. Realizou-se dialise lenta utilizando uma
membrana com limite de retencdo de 15 KDa, previamente lavada abundantemente

com agua destilada. Apos a lavagem, uma das pontas foi vedada com o auxilio de um
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prendedor e 2 mL da proteina pura, proveniente da eluicdo da coluna HisTrap™ HP,
cuidadosamente adicionados em seu interior. Em seguida, todas as bolhas formadas
com a pipetagem foram retiradas e a outra ponta da membrana vedada com outro
prendedor, deixando uma pequena folga para que as trocas acontecessem sem que
houvesse rompimento. A membrana foi entdo colocada no interior de um becker
contendo 2 L de tampao (Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, 3-mercaptoetanol 14
mM, pH 8,5) e mantida sob leve agitacdo em camara fria a 4C durante 8 horas. Apos
este periodo, o volume de 2,5 mL referente a MP pura foi recuperado do interior da
membrana e uma aliquota de 10 pL misturada com 20 pL de tampado da amostra 1X
SDS-PAGE para analise via SDS-PAGE. Desta mistura foram carregados no gel
apenas 10 uL para verificar possivel precipitacdo da proteina e fazer uma estimativa de
sua concentracdo. Posteriormente a quantificagdo da proteina de movimento foi
realizada medindo-se sua absorbancia a A = 280 nm com o auxilio de

espectrofotdbmetro.

3.8 Producéo dos antissoros

Devido a dificuldade na obtencdo da MP pura e em quantidade suficiente para
realizacdo das imunizacdes, duas estratégias foram elaboradas para producdo do
antissoro com objetivo de serem desenvolvidas paralelamente.

O primeiro antissoro foi produzido no laboratério de Imunologia do Instituto de
Biologia (1.B.) da UNICAMP, sob coordenacédo da professora Dra. Dagmar Ruth Stach -
Machado e do Dr. Luis Antoénio Peroni. Naquela ocasido, como ainda ndo havia sido
possivel a obtencdo da MP totalmente pura, utilizou-se como antigeno a proteina
purificada pelo método ProBond™ Purification System (Invitrogen), assim como
realizado para proteina helicase descrito anteriormente. Como mesmo apoOs varias
tentativas de purificagdo ainda havia a presencga de proteinas contaminantes, optamos
por utilizar como antigeno somente a banda referente a MP recortada do SDS-PAGE. O

esquema de imunizacéo realizado esté descrito a seguir na Tabela 2.
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Tabela 2 - Esquema de imunizacao (1.B./Unicamp)

Dose Quantidade de antigeno Tempo (dias apés
MP por dose ( pg) a 1°imunizagéo)
1° 100 0
a
2 160 !
a
3 230 21
a
4 340 28
Coleta do
Sangue ) 36

O segundo antissoro foi produzido no laboratério de Estrutura e Funcdo de
proteinas do Instituto de Quimica (1.Q.) da USP, coordenado pelo professor Shaker
Chuck Farah, e com o auxilio do Msc. Maxuel de Oliveira Andrade. A nova estratégia
utilizou como antigeno a MP com alto grau de pureza e concentracdo, resultante da
purificacdo realizada por meio de colunas de troca idnica e de afinidade como descrito
no item 3.7.2 O novo antissoro foi produzido conforme programa de imunizacao descrito

na Tabela 3.

Tabela 3 - Esquema de imunizacao (1.Q./USP)

Dose Quantidade de antigeno Tempo (dias apés
MP  por dose ( ug) a 1°imunizacgéo)
12 200 0
2¢ 200 7
3 200 14
4% 200 21
Coleta do
sangue ) 28

Para os dois programas de imunizacao realizados, a primeira dose foi realizada
na propor¢cdo 1:1(v/v) de antigeno MP para adjuvante completo de Freund. As
imunizagcbes subsequentes foram realizadas como descrito acima, porém utilizando

adjuvante incompleto de Freund. Todas as imuniza¢cbes foram realizadas através de
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injecdes subcutaneas no dorso de coelhos da raca Nova Zelandia com 30 dias de
idade, ap0s a coleta de sangue para obtencéo do soro normal (pré-imune).

Desta forma, ao final dos programas de imunizacdo, foram gerados dois
antissoros distintos: um produzido a partir da MP recortada de gel SDS-PAGE
purificada pelo ProBond™ Purification System (Invitrogen), e outro produzido a partir da
proteina pura obtida por cromatografia de troca idnica e afinidade.

O antissoro contra a proteina p29, putativa proteina capsidial do CiLV-C, foi
produzido e gentilmente cedido pela Dra. Eliane Locali (LOCALI-FABRIS et al., 2008b),
pesquisadora do Centro APTA Citros “Sylvio Moreira’-IAC e colaboradora deste projeto.
E importante ressaltar que, neste caso, foi possivel a producdo do antissoro utilizando a
p29 isolada da fragdo soluvel de proteinas. Isto indica que a proteina ndo sofreu
alteracdo conformacional em decorréncia do tratamento com solvente organico, e que
consequentemente, existe uma maior probabilidade de deteccdo da p29 presente em
plantas infectadas pelo CiLV-C por este antissoro do que a deteccdo da MP com o

antissoro contra MP, que utilizou como antigeno a proteina desnaturada.

3.9 Testes Soroldgicos dos anticorpos

Para verificar se os anticorpos produzidos contra as proteinas MP e helicase
iriam reconhecer as proteinas presentes em tecido infectado pelo CiLV-C, procedeu-se
diferentes testes sorolégicos. O primeiro a ser realizado foi o ELISA e, de acordo com o
resultado obtido, o antissoro continuaria sendo testado por Western Blot, Tissue Blot e
Imunolocalizacéo in situ. Adicionalmente, realizou-se também a validacdo do antissoro
contra a p29 (LOCALI-FABRIS et al., 2008b) que, na ocasido, encontrava-se pronto

para ser testado.

3.9.1 PTA-ELISA (“Plate Trapped Antigen - Enzyme Li  nked Immunosorbent
Assay”)

O ELISA foi realizado a partir de folhas de plantas citricas sadias e infectadas
pelo CiLV-C. Para o teste do antissoro contra a proteina p29 outras plantas infectadas
por virus transmitidos por Brevipalpus (VTBS) do tipo citoplasméatico também forma

anailisadas.
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As amostras foram maceradas individualmente em almofariz com auxilio de
nitrogénio liquido e na presenca de tampao carbonato (Na,CO3 1,59g, NaHCO3 2,93 g;
NaN3 0,29, H,O qg.s.p. 1L; pH 9,6) diluido 1:50 (p/v). Em seguida, duas repeti¢cdes de
100uL de cada amostra foram adicionadas a placa de ELISA que, posteriormente, foi
incubada por 40 minutos a 37<C. Apds incubacédo, a p laca foi lavada por 3 vezes com
PBS-Tween (NaCl 8,0g, KH,PO4 0,29, Na,HPO, 1,159, KCI 0,2g, NaN3 0,2g, Tween 20
0,05%, H,O qg.s.p. 1L, pH 7,4) e 100 pL do antissoro primario diluido em PBS-TPB
(PBS-Tween, PVP 2%, BSA 0,2%), seguindo-se de incubag&o por 2 horas a 37C. E
importante ressaltar que foram testadas diferentes diluigbes dos antissoros produzidos,
para selecdo daquela mais adequada na realizagédo do teste. Posteriormente, a placa foi
novamente lavada e 100 puL do antissoro secundario IgG (Sigma) diluido 1:40.000 em
PBS-TPB adicionados. Em seguida, procedeu-se nova incubacdo por 2 horas a 37<C,
dltima lavagem da placa e a adicdo de 100 pL de p-fosfato de nitrofenil (0,6 mg/mL)
diluidos em tampéo dietanolamina (Dietanolamina 97mL, NaN3; 0,2g, H,O g.s.p. 1L, pH
9,8). A reacdo foi incubada no escuro em temperatura ambiente, medindo-se a
absorbancia a 405 nm na leitora de ELISA a cada 30 minutos conforme mudanca de cor
observada visualmente. Na avaliagdo do antissoro contra MP, uma duplicata de cada
amostra testada foi submetida a fervura por 5 minutos, para que houvesse
desnaturagdo das proteinas presentes nas plantas. Esta investigacdo teve como
objetivo a tentativa de deteccado da MP desnaturada nas plantas doentes, uma vez que
a proteina utilizada para producdo do antissoro também havia sido desnaturada no

processo de extracao.

3.9.2 Western Blot

Tecidos vegetais de plantas citricas sadias e infectadas pelo CiLV-C foram
macerados individualmente em tampé&o Tris 0,5 M pH 6,8 com o auxilio de almofariz e
nitrogénio liquido. Em seguida, o macerado foi transferido para eppendorfs, os quais
foram centrifugados por 30 segundos a 1000 rpm. Uma aliquota do sobrenadante foi
recolhida e misturada em igual propor¢cdo com tampao de dissociacdo (Tris 0,5 M pH
6,8, SDS 3,8%, B-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,1% e glicerol 19%) sendo

em seguida submetida a fervura por 5 minutos. As amostras, 10 pL de cada, foram
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entdo carregadas em gel de poliacrilamida 12% contendo SDS, que foi submetido a
corrida por 20 minutos a 60 V aumentando-se em seguida a velocidade de corrida para
100 V até que a amostras alcancassem o final do gel. A transferéncia das amostras do
gel para a membrana de nitrocelulose “Immobilon-NC transfer memmbrabes” (Millipore)
foi realizada pelo aparelho “Mini tras-blot cell” (BioRad) por 80 minutos a 45 V. Apos a
transferéncia, a membrana foi submetida a lavagem com TBS (Tris 0,02 M, NaCl 0,15M,
pH 7,4) por 5 minutos, e em seguida, a incubacdo com TBS contendo 1% de BSA por
60 minutos em temperatura ambiente sob agitacdo constante. Apos incubacao,
adicionou-se a solucédo o antissoro policlonal especifico contra as proteinas MP ou p29,
diluidos 1:1.000 ou 1:500 em TBS, seguindo-se de incubacdo a temperatura ambiente
durante a noite. O antissoro contra MP foi avaliado também na diluicdo 1:100. No dia
seguinte, a membrana foi lavada durante 5 minutos por 3 vezes consecutivas com TBS
contendo 0,1% de Tween 20. Posteriormente, procedeu-se incubagdo com antissoro
secundario conjugado a fosfatase alcalina (Sigma) diluido 1:32.000 em TBS contendo
1% de BSA. ApoOs incubacdo, a membrana foi novamente lavada como descrito
anteriormente e incubada em 10 mL de solu¢do contendo 1mL de tamp&o de substrato
10X (Tris 12,11 g, NaCl 5,84 g, MgCl, 1,02 g, H20 g.s.p. 80mL, pH 9,5), 9mL de a4gua
destilada deionizada, 25 puL de BCIP e 50 pL de NBT, na auséncia de luz até o

aparecimento da reagao.

3.9.3 Tissue Blotting

As amostras foram preparadas a partir de folhas apresentando lesdes lepréticas
proveniente de diferentes localidades (Tabela 4). As folhas frescas foram inicialmente
higienizadas com alcool 70% e, em seguida, enroladas e cortadas uma por uma na
regido das lesdes com auxilio de uma lamina. A face cortada das folhas foi levemente
pressionada contra uma membrana de nitrocelulose “Immobilon-NC transfer
memmbrabes” (Millipore) que, posteriormente, foi seca em temperatura ambiente por 20
minutos. Em seguida, a membrana foi bloqueada 20 mL de solu¢cdo PBS (Tampdo
fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, KCI 3mM, NaN3 3 mM, pH 7,4) contendo 1% de BSA por
30 minutos em temperatura ambiente sob leve agitacdo. Apds o periodo de bloqueio,

acrescentou-se a solucdo o antissoro contra a proteina p29 na diluicdo 1:1.000 e
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procedeu-se nova incubacdo de 95 minutos. Em seguida, a membrana foi lavada por
trés vezes consecutivas em PBS contendo 0,05% de Tween durante 5 minutos.
Posteriormente, procedeu-se incubagdo com antissoro secundario conjugado a
fosfatase alcalina (Sigma) diluido 1:32.000 em PBS contendo 1% de BSA por 95
minutos. Apo6s incubagdo, a membrana foi novamente lavada como descrito
anteriormente e incubada em 10 mL de solugdo contendo 1mL de tampéao de substrato
10X (Tris 12,11 g, NaCl 5,84 g, MgCl, 1,02 g, H20 g.s.p. 80mL, pH 9,5), 9mL de a4gua
destilada deionizada, 25 pL de BCIP e 50 pL de NBT, na auséncia de luz até o

aparecimento da reagao.

Tabela 4 - Amostras utilizadas nas impressdes tissulares

Planta Origem
Laraja Péra Centro APTA Citros, Cordeiropolis, SP, Brasil
Laranja ndo identificada Destilaria, ESALQ, Piracicaba, SP, Brasil
Tangerina Cravo Destilaria, ESALQ, Piracicaba, SP, Brasil
Laranja ndo identificada Tabasco, México

3.9.4 Microscopia eletronica de transmissdo do acar o

Adultos de B. phoenicis provenientes de coldnias viruliferas e aviruliferas tiveram
o final da regido do abdémen cortada com o auxilio de uma lamina e de microscopio
estereoscopico para que houvesse boa fixacdo, conservacdo dos tecidos e infiltracao.
Os é&caros foram fixados em solucdo de glutaraldeido 3%, tampéo cacodilato 0,1 M,
sacarose 1,8%, pH 7,2 (R.DALLAI, comunicacao pessoal) durante 24 h e pos-fixados
em OsO4 1% no mesmo tampao por 2 horas. Em seguida foram desidratados em
acetona e emblocados em resina de baixa viscosidade Spurr. O material emblocado foi
seccionado em cortes de 70 nm em ultramicrétomo Leica Ultract U6 equipado com
navalha de diamante. As sec¢des foram montadas em telinhas de cobre de 300 mesh,
contrastadas com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo e examinadas em um MET
Zeiss EM 900.

3.9.5 Imunolocalizagéo
A localizacdo in situ da proteina p29 foi investigada de acordo com o

procedimento descrito por Maunsbach & Afzelius (1999), utilizando-se como amostras
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folhas de laranja infectadas pelo CiLV-C provenientes de varias regides e de outras
plantas infectadas por virus transmitidos por Brevipalpus (VTBSs) do tipo citoplasméatico

citadas a seguir:

* Solanum violaefolium - Solanum violaefoliium ringspot virus (SVRSV) (FERREIRA
et al., 2007);

» Hibiscus rosa-sinensis - Hibiscus green spsot virus (HibGSV) (KITAJIMA et al.,
1999a);

e Ligustrum lucidum - Ligustrum ringspot virus (LIgRSV) (VERGANIi, 1942;
RODRIGUES et al., 1995b);

» Passiflora edulis f. - Passion fruit green spot virus (PFGSV) (KITAJIMA et al.,
1997);

» Schefflera actinophyla - Schefflera ringspot virus (SchefRSV) (KITAJIMA et al.,
1999b);

» Brunfelsia uniflora - Brunfelsia ringspot virus (BrRSV) (NOGUEIRA et al., 2001).

Pequenos fragmentos (1 mm x 3 mm) de lesGes recém formadas nas folhas
foram fixados na solucdo Karnovsky modificada (Paraformaldeido 2%, glutaraldeido
2,5%, tampédo cacodilato 0,05 M, sacarose 1,8%, pH 7,2) (R.DALLAI, comunicacdo
pessoal), desidratados em gradiente de etanol e emblocados na resina LR White
(propria para imunomarcacédo devido a sua maior porosidade).

Com intuito de avaliar melhor a especificidade do antissoro contra a p29,
algumas amostras infectadas pelo CiLV-C da colecdo pessoal do Dr. Elliot W. Kitajima
(Tabela 5), guardadas em resina SPURR e provenientes de diversas localidades foram
submetidas a imunomarcagdo como descrito a seguir, porém, antes da pré-incubacao
para blogueio, as sec¢fes foram submetidas ao tratamento com solucédo de periodato
de sbédio 0,56 M por 15 minutos para que houvesse exposicdo dos epitopos
(VANDENBOSCH, 1990). Além das plantas, acaros Vviruliferos para CiLV-C
provenientes da Allellyx Genomics e aviruliferos do Centro APTA Citros Sylvio Moreira
também foram utilizados como amostras, porém, os mesmos foram fixados somente em

glutaraldeido e, apoOs desidratacdo com etanol, embebidos em resina LR White.
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Previamente a fixacdo, os acaros tiveram a parte posterior do histerosoma cortada

como descrito no item 3.9.4.

Tabela 5 - Amostras provenientes de diferentes localidades utilizadas na imunomarcagéo

Planta Origem Resina
Laraia Péra Centro APTA Citros, SPURR/LR
y Cordeirépolis, Brasil White
Laranja nao Destilaria, ESALQ, Piracicaba, SPURR/LR
identificada Brasil White
. Destilaria, ESALQ, Piracicaba, SPURR/LR
Tangerina Cravo ) .
Brasil White
Laranja nao Tabasco. México SPURR/LR
identificada ' White
Laranja Rio Branco, Acre, Brasil SPURR
Laranja Valéncia Maracay, Venezuela SPURR
Laranja Valéncia Santa Cruz, Bolivia SPURR
Laranja Bahia, Brasil SPURR
Laranja Goiés, Brasil SPURR
Laranja Valéncia Potrerillos, Panama SPURR
Phaseolus vulgaris cv. Amsterdam, Holanda (infeccdo
. SPURR
Mercana experimental)
Phaseolus vulgaris cv. Piracicaba, Brasn (infeccao SPURR
Una experimental)
Hibiscus Jaboticabal, I_3raS|I (infeccao SPURR
experimental)
Swinglea Gamal, Colémbia SPURR
Solanum violaefolium (Infeccéo experimental) SPURR

Seccdes com 70 nm de espessura foram obtidas em ultramicrétomo Leica EM U6

equipado com navalha de diamante e montadas em telinhas de niquel cobertas com
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pelicula de Formvar. Para imunolocalizagdo seguiu-se uma pré-incubacéo das seccoes
por 30 minutos em solucéo de bloqueio [(PBS 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, BSA 1%,
azida sddica 0,02%) acrescida de glicina 0,05M) flutuando as telinhas sobre uma gota
(20-30 pL) da solucdo mantida em uma superficie de Parafilm, com o lado da secc¢do
em contato com o liquido. Em seguida as telinhas foram removidas da solugcdo de
bloqueio com auxilio de uma pinca, incubadas por 5 horas sobre gotas do antissoro
policlonal contra proteina p29 do CiLV-C (LOCALI-FABRIS et al, 2008b) diluido 1:1.000
em solucdo para diluir o anticorpo (solucédo de bloqueio sem glicina) e mantidas em
camara Umida a temperatura ambiente.

Terminada a incubacédo, as telinhas foram lavadas por 4 vezes em gotas de
solucdo de bloqueio e, posteriormente, tratadas com proteina A conjugada a ouro
coloidal de 10 nm (Sigma) diluido 1:50 em solucéo de bloqueio acrescida de PVP 1% e
gelatina de peixe 2% por 1 hora. Em seguida, as telinhas foram lavadas por 4 vezes
com solucao de bloqueio sem glicina e depois por 3 vezes com agua destilada. Apos as
lavagens, as particulas de ouro foram amplificadas com prata para aumentar o sinal,
utilizando o Kit R-Gent SE-EM (Auriom) de acordo com instrugdes do fabricante. Em
seguida, as telinhas foram incubadas por 5 minutos em solucdo de glutaraldeido 1%
para que através da formacgdo de pontes de hidrogénio houvesse a consolidagdo da
unido entre antigeno e anticorpo, sendo posteriormente lavadas com agua destilada.
Apdés secarem ao ar, as seccdes foram contrastadas em acetato de uranila 3% por 10
minutos e citrato de chumbo por mais 10 minutos, sendo em seguida examinadas em
MET Zeiss EM 900. Como controles negativos foram examinadas seccdes de folhas de
laranja Péra sadias e acaros aviruliferos provenientes do Centro APTA Citros “Sylvio
Moreira” e folha de laranja Valéncia infectada com CiLV-N de Monte Alegre (Sé&o

Paulo).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amplificacdo das ORFs helicase e mp

Os fragmentos referentes as ORFs helicase e mp foram amplificados com
sucesso via RT-PCR, apresentando tamanhos esperados de aproximadamente 830
pares de bases (pb) para a helicase e 890 pb para a mp (Figura 4). Posteriormente, 0s
produtos da amplificacdo foram purificados (Figura 5) para serem utilizados nas
subsequentes reacdes de clonagem.

1Kb
Epbk
pre—mTa
e MP 890 pb
/—j%
1,0 =— - — —
\\'ﬁ/—-\)
- Hel » 830 pb

Figura 4 - Padréo eletroforético em gel de agarose 1% do produto da amplificacdo das ORFs helicase e
mp. 1Kbp plus DNA ladder, Marcador Molecular; Hel, Helicase; MP, Proteina de Movimento

R
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Kb 7 & & Hld MP
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Figura 5 - Padréao eletroforético em gel de agarose 1% dos fragmentos purificados das ORFs helicase e
mp. 1Kbp plus DNA ladder, Marcador Molecular; 25 ng, 50 ng e 100 ng ; Hel, Helicase; MP,
Proteina de Movimento
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4.2 Clonagem das ORFs helicase e mp

A estratégia utilizada foi a tecnologia “Gateway” (Invitrogen), que consiste em um
método de clonagem baseado em propriedades de recombinagédo sitio-especificas do
bacteriéfago lambda, promovendo uma rapida e eficiente via de transferéncia de
sequéncias de DNA em multiplos sistemas de vetores para analise funcional e
expressédo de proteinas.

Utilizando-se o vetor de entrada pENTR Directional TOPO, vérios clones foram
obtidos para as duas ORFs, no entanto, apesar de ter sido usada a mesma proporcao
inserto:vetor em ambas as reacgdes, a eficiéncia de clonagem da ORF mp foi mais baixa
do que a da helicase. A clonagem foi confirmada por PCR, onde os fragmentos
amplificados apresentaram tamanhos compativeis de 830 pb (Figura 6) para helicase e

890 pb para mp (Figura 7).

Kb+ - 2 4 6 8 101214 16 18 20 22

pb

1000
750 830 pb
1900 830 pb

Figura 6 - Padrdo eletroforético em gel de agarose 1% dos plasmideos recombinantes pENTR-
TOPO/helicase identificados por PCR. 1Kbp plus DNA ladder, Marcador Molecular; +,
cDNA de laranja Péra infectada pelo CiLV-C; -, cDNA de laranja Péra sadia; 2 a 6, 10 a 16,
20 e 32 a 36, plasmideos vazios; 8, 18, 22 e 26 a 30, plasmideos contendo o inserto da
helicase
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1000 —»

750 890 pb

Figura 7 - Padréo eletroforético em gel de agarose 1% dos plasmideos recombinantes pENTR-TOPO/mp
identificados por PCR. 1Kbp DNA ladder, Marcador Molecular; + ; cDNA de laranja Péra
infectada pelo CiLV-C; - , cDNA de laranja Péra sadia; 1, 3 e 4, plasmideos vazios; 2 e 5,
plasmideos contendo o inserto da mp
Além da PCR, a presenca dos insertos nos vetores de entrada foi confirmada
também por sequenciamento. O resultado mostrou que ambos os fragmentos foram
inseridos na orientacdo correta e sem mutacdo de nucleotideos, caracteristicas
necessarias para o sucesso da clonagem seguinte. Além disso, a similaridade das
sequéncias geradas foi superior a 96%, quando comparadas as sequéncias do genoma
do CiLV-C presentes no GeneBank (gb_DQ352194 para o RNA 1 e gb_DQ352194 para
o RNA 2) (Figuras 8 e 9). Também foi possivel identificar a sequéncia de
direcionamento CACC adicionada antes do cédon de iniciacdo ATG, assim como 0S
codons de terminacédo das ORFs helicase (Figura 8) e mp (Figura 9).
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Score = 792 bits (412), Expect = 0.0
Identities = 429/438 (97%), Gaps = 1/438 [0%) A
Strand=Plus/Plus
Forward
Query 1 TJLCAAGCTGTGGCT‘GGWCTGGGMGACGACTTTGTTAGTCGAGACCTTTTT 60
T T A N N AN R
Shicr 128 CACCATGGTACAAGCTCTGGCTGGTCCTOGGAAGACGACTTTGTTAGTCGAGACCTTTTT 187

Query 61 AATTACTGACTTAGTCGTATGCCCAACCGTTGARRATCGCGATTCTATTCGTTTACGCAT 120

L R AR R
Shict 188 AATTACTGACTTAGTCGTATGCCCAACCGTTGARAATCGCGATTCTATTCGTTTACGCAT 247

Query 121 TARGCGTCGTTATCCTGATTTGGATCCGRARGARGTCGATTGCCGTGTCAGAACCATCAL 180

L A R R R R R R AR R
Shict 248 TAAGCGTCOTTATCCTGATTTGGATCCGAARGARGTCGATTGCCGTGTCAGAACCATCAR 307

Query 181 CGGGTATCTTGTTGACTTCTCTACTAAGTTOGCARAGGTCACTCTTAATGAGRACACTAG 240
1 U 0 1 T
Sbict 308 CGGGTATCTTGTTGACTTCTCTACTAAGTTGGCAAAGGTCACTCTTAATGAGAACACTAG 367

Query 241 GITTGCTTGTTGATGAAGCTATTATGTATCATGCTGGTTGTCTGTTTGTCCTATGCATGAT 300

N N N RN NN
Shijct 368 GTTGCTTGTTGATGALAGCTATTATGTATCATGCTGSTTGTCTGTTTGTCCTATGCATGAT 427

Query 301 TTATAATATTAGGCGTATGTTCTGCGTTOGCGATAAGAAGCAGATACCTTTTGTTTCTAG 360

O A N NN
Shict 428 TTATAATATTAGGCGTATGTTCTGCGTTGGCGATAAMNAAGCAAATACCTTTTGTTTCTAG 487

Cuery 361 GATCGACTTTAAGTTGAATTATGAGARATTGTGTGATTTTGTCAACACTGAGGCGAGACC 420

L8 0 I
Shict 488 GATCGACTTTAAGTTGAATTATGANAAATHGTGTGATTTTGTCAACACTGAGGCHA-AAC 548

CQuery 421 CCTGGCTAGGACTTTCCG 438

a0
Shict 547 CCTGGCTAGNACTINCCG 564

Score = 7723 bits (376); Expect = 0.0
Identities = 407/419 (97%), Gaps = 3/419 (0%) EB
Strand=Plus/Hinus

Query 444 CTCCAGATGTTACCTACCGTATGCAGCALATTTACGGTAAGTCACTTAAAGGCCTGACCA 503

{01 1 0 e M R M R AN 111
Shjot 566 CTCCAGATGTTACNT-CCGTATGCAGCAANTTN-COGGTAAGTCACTTALLGGCNNN-CCA S10

Query 504 TACAGTGTTTGAGCAAGAATCAGGACACTTCTCCAAGCGTCTCTAAGCTTGTTATCACAL 563

0181 1 1 B R
Sbjct 509 TACAGTGTTTGAGCAAGAATCAGGACACTTCTHNCAAGCGTCTNTAAGCTTGTTATCACAA 450

Query 564 AGAATTATAGGTTTGGACAGAATTTTATACGCGAAGTCTTTGAAAAAGATARAATTGACT 623

I R R A RN
Shict 449 AGAATTATAGGTTTGGACAGAATTTTATACGCGAAGTCTTTGAAAAAGACAAAATTGACT 390

Query 62494 TCGACGGTAAGAATCTGCGTATCCTATTTTTCCTTCGTGRAGACATGCTTAGCTTTTATG 683

L0 8 0 O M R R N R
Sbict 389 TCGACGGTARGAATCTGCGTATCCTATTTTTCCTTCGTGAAGACATGCTTAGCTTTTATG 330

Query 684 GTAATGGTGGTATGATCTTTACAGATTGCTGTAGTACTATACACCAGTTTCAGGGTAGTG 743

150 I A G A R
Sbjct 3289 GTAATGGTGGTATGATCTTTACAGATTGCTGTAGTACTATACACCAGTTTCAGGGTAGTG 270

Query 744 ACGCTGAATATGTTGTTGTCATGCGCCTGACATATGCTGAGAAGTCTATTTTTATGGATG 803

L AN
Shjct 269 ACGCTGAATATGTTGTTGTCATGCGCCTGACATATGCTGAGARGTCTATTTTTATGGATG 210

Query 804 AAAGGCAATGTCTTGTCGCATTGACTAGGCATACTAAGCGTATGGTCTACGTAAGTTAG 862
1 1 T T 1 T 1 A R
Shjct 209 AAAGGCAATGTCTTGTCGCATTGACTAGGCATACTAAGCGTATGGTCTACGTAAG 151
-8

Eeverse

Figura 8 - Andlise das sequéncias dos clones pENTR D-TOPO/helicase pelo programa Blast 2
Sequences. A, Alinhamento da sequéncia gerada Forward com a sequéncia presente no
GenBank (DQ352194); B, Alinhamento da sequéncia gerada Reverse com a sequéncia
presente no GenBank
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= 744 hits (387), Expect = 0.0 A
Idencities = 455/473 (26%), Gaps = 8/473 (1%)
Strand=Plus/Plus

&——— Forward

Query 1 CACCATGGCTCTTTCTACCAATARCAATTCTTCTCACGTTGGTGCTGACGATTTTTTGGA

Shict
Query
Shjeot
Query
Sbijct
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Sojet
Query
Sbict
Query

Shict

121

51

181

120

241

180

301

238

361

297

421

355

481

414

541

dcore =

L L L R R R R R
CACCATGGCTCTTTCTACCAATARCAATTCTTCTCACGTTGGTGCTGACGATTTTTTGGA

ATTGGAGLATATC TTATCC TCCGAG-TATAATGAGGAGGEGATATTCARGACTTCARAGL

L L R e N R R AR
ATTGGAGRATATCTTATCCTCCGAGCTATAATGAGGAGGGGATATTCAAGRCTTC ARRGA

CCGTTTGCATTCOGACTGACAAGCGTATTGGCGTTGGATTTCTGACACCGAACGATATGA

L5 R R R R A R R R R AR AR
CCGTTTGCATTCGGACTGACAAGCGTATTGGCGT TGGATTTCTGACACCGARCGATATGL
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Figura 9 - Analise das sequéncias dos clones pENTR D-TOPO/mp pelo programa Blast 2 Sequences. A,
Alinhamento da sequéncia gerada Forward com a sequéncia presente no GenBank
(DQ352195); B, Alinhamento da sequéncia gerada Reverse com a sequéncia presente no

GenBank
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A transferéncia das ORFs helicase e mp do vetor de entrada pENTR D-TOPO
para o vetor de expressdo pDEST™17 ocorreu através da reacdo de recombinacéo
entre os dois plasmideos gerando dois clones da mp e nove clones da helicase. A
clonagem no vetor de expresséao de ambos os fragmentos foi confirmada primeiramente
verificando-se a sensibilidade das colbnias transformantes em placas de Petri contendo
meio LB com o agente seletivo cloranfenicol. A auséncia de crescimento bacteriano
consistiu na primeira constatacdo de que a clonagem havia funcionado, indicando a
interrupcao do gene de resisténcia ao antibiotico pela insercédo dos fragmentos.

Posteriormente, realizou-se PCR utilizando os oligonucleotideos especificos para
cada ORF, obtendo-se o tamanho esperado de aproximadamente 830 pb e 890 pb,

respectivamente, para helicase (Figura 10) e mp (Figura 11).

Kb + + - 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10

Figura 10 - Padrdo eletroforético em gel de agarose 1% dos plasmideos recombinantes pDEST/helicase
identificados por PCR. 1Kb plus DNA ladder, Marcador Molecular; +, cDNA laranja Péra
infectada pelo CiLV-C; - , cDNA de laranja Péra sadia; 1, plasmideo vazio; 2 a 10,
plasmideos contendo o inserto da helicase

IKb + 1 - 2 4

pb

1000—

750 — 890 pb

Figura 11 - Padrdo eletroforético em gel de agarose 1% dos plasmideos recombinantes pDEST/mp
identificados por PCR. 1Kb plus DNA ladder, Marcador Molecular; +, cDNA de laranja Péra
infectada pelo CiLV-C; -, cDNA de laranja Péra sadia; 2, plasmideo vazio; 1 e 4, plasmideos
contendo o inserto da mp



Score =

Query 1

gbijct 139
Query 61
Sbjct 199
Query 121
Sbjct 259
Query 181
gbijct 319
Query 240
gbjct 378
Query 298
sbijct 439
Query 357

sbjct 499

Score

Identities

6l4 bits (319); Expect = 2e-172

Identities =

Strand=Flus/Flus Forwarc
o >

C‘I‘CTT'I‘C‘I’ACCMTMCMTTCTTCTCACG‘I‘TGGTGCTGACGATT TTTTGGAATTG
5 1 1 1 A 1 W 1 T
ATGGCTCTTTCTACCAATAACAATTCTTCTCACGTTGETGCTGACGATTTTTTGGAATTG

GAGAATATCTTAT CCTCCGAGTATAAT GAGGAGGGGATAT TCAAGACTTCAAAGACCGTT

15 11 815 G 5 O 6 L 5 O 6
GAGAATATCTTATCCTCCGAGTATAAT GAGGAGCGGEATAT TCAAGACTTCARAGACCGTT

TGCATTCGGACT GACAAGCCTATTGGCCTTGGAT T T CT GACACCGAACGATATGATTTCT

8110 A 0 1 0 0 1 1B
TCCATTCGGACT GACAAGCCTATTGCCETTGGAT TTCTGACACCGAACCATATGATTTCT

CETTTGGTTGGET TCATARAACCEGTAARAGCTGAA-ACGCTGGEET TAGATCTGTGGAGTCT

111 1 A 1 1 4 o 1
CGTTTCETTGGET TCAT AAACCGTAAAGCT GAAGACGCTGGEGENTAGAT CTGTGGAGTCT

TTTAGGCAGATAT CTGATGTCGTGCT TATAATTGT G- CCGCAGATAGC - CTCCCGGCCGA

50 1 e 1 1 1 1 O 5 1 8 R R
TTTANGCAGATATCTGATGTCGTCCTTATAATTETGCCCGCANATAGCGCTCCCGGCCEA

GCTGTCGCTAAAGCTTGTCGATTC-AGCTAATATACTAGAGGCTGT TAAT GACCAAGAGGE

1 5 O O O R
NCTGTCGECTAAAGCT TGTCNATTCAAGCT AATAT ACTARAGGCT GT TAAT GACCAARAGS

376/393 (95%), Gaps = 6/393 (1%)

TCA-TGTCAATAGTACT GETGGTCCATSTGTTG 3688

CCCRS O SR OSSO P DM
TCACTGTCAA-AANACTGGGGENCCATGTGTTG 530

= 671 bits ((349), Ezxpect = 0.0 E3

= 445/473 (943), Gaps = 10/473 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query

Sbijct

328

480

385

420

441

360

500

300

558

240

619

180

679

120

738

60

ANGARGCAGATA-CCTTTIGTTTCTAGGATCGACTTTAACTTCGAA-TTATGAGARATT -G

(8 8 I L 6 O R
ARGAAGCAGATAACCTITIGITITTAGGATCGACTITAAGTTGAARTIATGAGARATITG

TETGATITIGICAACA-CTGAGGCEAGA-CCCCTIGGCTAG-GACTTTCCGTAGTCCTCC-

L 0 1 0 I O W
TGIGATTITGICARCANCTGAGGCGAGAGCCCCIGNNTAGNGACTTICCGTAGTCCCCCC

AGATGITACCTACCGTATGCAGCAARTITA-CGGTAAGTCACTTARMGGCCTGACCATAC

L8165 5 5 0 0 O O e R
AGATGITACCTNCCGTATGCAGCAAATTTANCGGTAAGTCACTTAARGGCCTGNCCATAC

AGTGTITGAGCAAGAATCAGGACACTICTCCARGCGICTCIAAGCTIGTTATCACRA-AG
I R R R R R RN RN RN
AGTGTTIGAGCAAGAATCAGGACACTICTCCAAGCGTCTCTAAGCTTIGITATCACANTTC

AT TATAGGTTTGGACAGARTTTTATACGCGAAGTCTTTGANAALAGATARMATTGACTTC
L N O M BB
NITTATAGGTTTGGACAGARTTTTATACGCGARGTCTTTGARAAAGRAANAATTGACTTC

GACGGIAAGAATCTGCGTATCCTATTITTCCITCGTGARGACATGCTTAGCTTTITATGET
8 R R e N R NN RN RN
GACGGTARGRATCTGCGTATCCTATTIITICCTTCGTGARAGRCATGCTIAGCTITIATGET

AATGEIGGTATGATCTITTACAGATTGCTGTAGTACTATACACCAGTTICAGGGTAGTGAC

0 A A B A B M RN NM NN
ANTGEIGGTATGATCITIACAGATTGCTGTNGHNANTATACACCAGTITCAGGGTAGTGAC

GCTGAATATGTITGTIGTICATGCGCCTGACA-TATGCTGAGARGTCTATITITA 730

PRRRERER R ey PLIRRRRERInLnentn
GCTGAATATGTIGTIGICATGCGCCTGACAGGNAGCTGAGAAGTCTATITITIA &8
+——8

Rewverse

L LEL

384

421

440

361

499

301

558

241

618

181

678

121

738

61

&0

198

120

63

Figura 12 - Andlise da sequéncia do pDEST ™17/helicase e pDEST "17/mp pelo programa Blast 2
Sequences. A, Alinhamento entre a sequéncia Forward gerada para a mp com a sequéncia
presente no GenBank. B, Alinhamento entre a sequéncia Reverse gerada para helicase
com a sequéncia presente no GenBank
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Os clones positivos na PCR foram sequenciados e o resultado do alinhamento
entre as sequéncias geradas e as presentes no GenBank mostrou similaridade acima
de 94% para ambas as ORFs (Figura 12). Além disso, sequéncias fundamentais como
o sitio de ligacdo dos ribossomos (Shine-Delgarno) e as seis histidinas alinhadas

também foram identificadas nos clones (Figura 13).

CAARCCETTTCCCTCTAGARATAATTTT GTT TAACT TT AR TATACATATCETC
CTACTACCATCACCATCACCATCACCT CEAAT CARCAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCT
CCECEECCECCCCCTT ATGGCTCTTTCTACCAATAACAATTCTT CT CACGT TGET
GCTGACGATTTT TT GEAATT GEAGAATATCTTATCCT CCGAGT AT AAT GAGEAGEEEAT
ATTCAACGACT TCARAGACCGTT TGCATT CEEGACT GACAAGCGTAT TGGCET TGEATTTC
TEACACCGARCCATATCGATTTCTCETTT GETT GEETT CAT AAACCCT AAACCT GAAGAC
FCTEEEENT AGATCTGT GEAGT CTT TT ANGCAGAT AT CTEAT GTCET SCT TAT AAT TIST
GCCCECA

Shine-Delgarno @ Localizacdo da cauda de 6xHi¢ Sitio de recombinacadatB1

Sequéncia para clonagem direcional adicionada doteédon € Sequéncia da ORfAp
de iniciaca

Figura 13 - Demonstracao da regido de recombinac¢do na sequéncia forward do clone pDESTTM17/mp

4.3 Expresséao in vitro

Os plasmideos pDEST ™17/helicase e pDEST ™17/mp, depois de extraidos da E.
coli DH5a, foram utilizados para a transformagéo quimica das linhagens E. coli BL21-
AI™ BL21-DES3, BL21-DE3-pLysS e BL21-DE3-RP. ApoOs a transformacao, algumas
colénias recombinantes foram selecionadas ao acaso para analise do nivel de
expressao das proteinas, através do experimento piloto descrito no item 3.4.3.

Os resultados para proteina helicase mostraram que ndo houve diferenca de
expressao entre clones induzidos e nao induzidos para as cepas BL21-DE3, BL21-DE3-
pLysS e BL21-DE3-RP na temperatura de indugéo de 37°C (Figura 14). Além disso, ndo
foi possivel verificar claramente a massa da proteina em torno de 29 KDa como
esperado. O mesmo resultado foi observado para a cepa BL21-AlI™ (Figura 15). Desta
forma, algumas hipéteses foram formuladas na tentativa de explicar a ndo visualizacao
da helicase em células induzidas. Dentre elas, a formag¢do de corpos de inclusao
impedindo que a proteina ficasse disponivel mesmo apos a fervura celular, havendo

neste caso, necessidade de sua solubilizacdo com solvente organico. Outra hipétese é
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de que a temperatura inicialmente utilizada para a expresséao da proteina (37<C) tenha
sido elevada, sendo a diminuicdo da temperatura uma possivel forma de contornar este
problema, promovendo assim a expressao mais lenta da proteina exogena a E. coli. No
entanto, esta hipétese foi descartada apoés verificarmos a repeticdo dos resultados para
as cepas BL21-DE3, BL21-DE3-pLysS e BL21-DE3-RP, testadas com temperatura de
inducdo de 25°C (Figura 14). A cepa BL21-Al™ n&o foi avaliada nesta temperatura.

Por fim, ndo podemos descartar a possivel ineficiéncia do sistema de expressao
utilizado para a disponibilizacdo da proteina helicase, uma vez que ndo encontramos
este problema na expressao da proteina de movimento utilizando os mesmos conjuntos
de vetores. Além disso, devemos considerar que, nem sempre, proteinas distintas
apresentam o mesmo comportamento durante a expressao in vitro. Assim, o clone 1 da
cepa BL21-Al™ helicase foi selecionado ao acaso para ser utilizado no experimento de

expressao em larga escala.

\ RP \ PLS DE3
+ 4 —
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Figura 14 - Eletroforese em gel SDS-PAGE 19% de células lisadas por fervura dos clones de diferentes
cepas E. coli BL21/helicase para verificagdo do nivel de expressao. P, Padrao; NI, clone ndo
induzido; 1-37C-RP, clone induzido a 37C da cepa BL21-DE3-RP; 1-25°C-RP, clone
induzido a 25°da cepa BL21-DE3-RP; 1-37C-PLS, clone induzido a 37C da cepa BL21-
DE3-pLysS; 1-25C-PLS, clone induzido a 25C da cepa BL21-DE3-pLysS; [|-25C- DE3,
clone induzido a 25C da cepa BL21-D3; [-37<C- DES3, clone induzido a 37 da cepa BL21-
DE3
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Figura 15 - EIetroforese em SDS-PAGE 12% de células lisadas por fervura dos clones de E. coli BL21-
™/helicase para verificacdo do nivel de expressao. P, Padrdo; NI, clone ndo induzido; I,
clone induzido

A comparacdo do nivel de expressdo entre clones de E. coli BL21-Al™ para MP
mostrou que o clone 6 foi capaz de expressar a proteina em quantidade levemente
superior a dos clones 4 e 5 (Figura 16). Além disso, também verificamos que a massa da
proteina expressa estava em torno de 35 KDa, coincidindo com a estimada por Locali et
al., (2006).

Clone 4 Clone 5 Clone 6
—_——— —_— ——
P - NI I NI I NI I
— - .
KDa = ————
o — — — —
66,0—> — p v —
D g T
45 0—» S a ﬂ - KDa
-» — - —
4 a « s
I ES=8S

Figura 16 - Eletroforese em SDS-PAGE 12% de células lisadas dos clones de E. coli BL21—AITM/mp para
verificagdo do nivel de expresséo. P, Padrdo Bread Range (BioRad); NI, clone nao induzido; I,
clone induzido
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A expressao da MP em diferentes cepas de E. coli BL21 (BL21-DE3, BL21-DE3-
pLysS e BL21-DE3-RP) visou testar um sistema de expressao mais eficiente e que
pudesse nos fornecer a proteina em maior concentragdo, menos contaminada na etapa
de purificacdo e, se possivel, presente na fracdo sollvel (o que nos garantiria a
preservacdo de sua conformacao original sem perda de epitopos conformacionais). O
resultado deste experimento mostrou que todas as cepas de E. coli testadas foram
capazes de expressar a MP em grande quantidade (Figura 17), ndo havendo diferenca
significativa de expresséo entre elas. Desta forma, a cepa selecionada para expressao

em larga escala foi a BL21-DE3-pLysS/mp.

Figura 17 - Eletroforese em SDS-PAGE 19% de células lisadas por fervura dos clones de diferentes
cepas E. coli BL21/mp para verificagdo do nivel de expressdo. P, Padrdo; NI, clone néo
induzido; 1-25C—-DE3, clone induzido a 25C da cepa BL21-DE3; [-37C-DES3, clone
induzido a 37<C da cepa BL21-DE3; I-37C -PLS, clone induzido a 37 da cepa BL21-DE3-
pLysS; I-37<C- RP, clone induzido a 37 da cepa BL21-DE3-RP

No entanto, previamente ao ensaio de expressdo em larga escala, ambas as
proteinas foram extraidas para que fosse determinada a solubilidade. O resultado da
extracdo protéica de células de E. coli BL21-AI™ mostrou que a helicase estava
presente na fracdo insollvel de proteinas e que sua massa era proxima de 29KDa

(Figura 18). Tal fato, como ja mencionado anteriormente, pode ocorrer porque a E. coli,

guando expressa determinadas proteinas exdégenas, tende a formar corpos de inclusao

gue so6 sédo solubilizados na presenca do solvente organico (uréia) durante a extracao de
proteinas insoluveis. Infelizmente, a liberagcdo da proteina para 0 meio aquoso resulta

em sua desnaturacao e perda de conformacao tridimensional.
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Figura 18 - Eletroforese SDS-PAGE 12% da extracdo de proteinas sollveis e insoluveis dos clones
induzidos de E. coli BL21-Al""/helicase. P, Padréo Broad Range (BioRad); NI, clones n&o

induzidos; 1, clone induzido; Sol, fracdo solivel de proteinas e Ins, fracdo insolivel de
proteinas. A seta vermelha indica a presenca da helicase com 29,0 KDa

O mesmo resultado foi observado para proteina de movimento expressa em
BL21-Al™, que também se mostrou presente na fracdo insolGvel de proteinas (Figura
19). Adicionalmente, a extracdo da MP de células induzidas de BL21-DE3-pLysS

resultou em grande quantidade da proteina presente na fracdo insolavel (Figura 20).

Figura 19 - Eletroforese SDS-PAGE 12% da extracdo de proteinas sollveis e insollveis dos clones
induzidos de E. coli BL21-AI"™/mp. P, Padrdo Broad Range (BioRad); NI, clones nao
induzidos; |, fragdo insolGvel de proteinas; S, fragdo solluvel de proteinas. Seta vermelha
indica a presenca da MP com 35 KDa e seta verde a auséncia da MP
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Figura 20 - Eletroforese em SDS-PAGE 19% da extracdo de proteinas dos clones de E. coli BL21-
pLysS/mp. P, Padrdo Broad Range (BioRad); NI, clones néo induzidos; I, clones induzidos;
Ins, fracd@o de proteinas insollveis; Sol, fracdo de proteinas sollveis. Seta vermelha indica a
presenca da MP com aproximadamente 35 KDa

A confirmacdo da insolubilidade da helicase e da MP torna-se de grande
relevancia na etapa seguinte de producédo dos antissoros, uma vez que, a desnaturacao
das proteinas durante o processo de extracdo causa alteracdes conformacionais em
suas estruturas. Isto pode resultar em problemas no reconhecimento das proteinas
intactas presentes na planta infectada pelo CiLV-C utilizando os anticorpos produzidos
partir da proteina expressa in vitro. Resultados semelhantes envolvendo insolubilidade
de proteinas relacionadas com a replicacao viral (Hills et al., 1987; Cevik et al., 2008) e
com a MP (Chen et al, 2000) foram anteriormente relatados durante experimentos de
expressao in vitro. Estes resultados podem ser explicados pela tendéncia de formacao
de corpos de inclusédo durante a expresséo de proteinas recombinantes em células de E.
coli (Martinez-Alonso et al, 2009).

Para comprovacao de que as proteinas presentes nas fracdes insollveis eram a
helicase e a MP, as bandas apresentando massas semelhantes as das proteinas foram
recortadas do gel de poliacrilamida e submetidas ao sequenciamento, conforme
descrito no item 3.6.2.

A analise da possivel helicase revelou similaridade de quatro peptideos com a
poliproteina (Replicase) do RNA 1 do CiLV-C, correspondentes a regido da proteina
helicase (Figura 21 e 22), confirmando 0 sucesso da expressdo in vitro na primeira

etapa do trabalho. Além disso, os resultados confirmaram que a massa da helicase € de
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aproximadamente 29 KDa. O fato do SDS-PAGE mostrar sua localizacdo na posicao de

aproximadamente 31,0 KDa é devido a presenca da cauda de histidinas na regido N-

terminal, aumentando a massa da proteina em aproximadamente 2,5 KDa
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Figura 21 - Sequenciamento da proteina helicase. Os quatro peptideos em vermelho correspondem
aqueles similares a regido da proteina helicase dentro da poliproteina replicase

A METHETVETE

S1 PUSTT TANGH
10l FIDEFDUVDER
151 LGYRIPLTCS
201 DVEASHIDWT
2%1 GIICEGIREG
301 ANANMAIMCL
581 TOoARVVHRLD
401 DFIAGIELTT
4%1 B1EVFIEITL
01 33F IFVEELQ
551 VEFLTWUEIF
#01 RLEGFLELY
&51 RODLTLENLC
T0dL KACLYRGIZW
751 KITLILIZET
F01 VPCIKAGLID
5L ITHNSYEGFT
F0L VLDFHIEY IV
P51 L IVBQOrag
1001 TAUTRWIFRFE
1081 HPGISEFSITS
1101 VEPTREMIWN
11%1 THELHEICHREI
1201 TIDDCEDYIS
1281 DVEISLCQLE
1301 IQHAMHNQREY
13%1 PEFTUVTYNTES
1401 DDRIEAUFYEY
1451 WISTLIDELME
1501 EFDYWIRMEEG
1551 BAISIDTAGA
1601 DLDPEEVDCR
1651 VLCHIVHIER
1708 RIFPDVTYRH
1751 FIRDUFERDE
1501 GEDAEWUAMRL

DVHRVRILLE
IVEDZEVITS
ARCIMIARLM
FNUAMNNAAA
ADELTEVMCC
STEYRLLH LG
HIFSAILEGE
UVLDEFLTION
WIFRTEHPNT
SUTHYEHTVD
TrIVITaILL
DEGCET QP S

WIrRE FRRLTHE.

DHDFDAVLES
COLEERLEDE
P ICWVHLE
EXUL CHEAL S
LEYEL GFHE
LEEFNTIRIF
F3DLERVFLE
EVFEELEIAT
EVENMEYTVH
RIFVLDRELI
EDILDEOQCLY
IIEFTHELYS
GRLLVE ITCR
HWET IV INSR
LVHE IKAIVG
EI3TMGCRELZH
LED3ULITC
ETTHOWEEIA
VACACKTTLL
VRT IREVTLVTD
MPCWEDRRE T
QY IVGHFLEG
IO TD CFNLEPT
FLTYARESIT

FHEEAZIHCD
TEAKAAMILE
WITTTALRRE
LRRVLRIR
TPDLDFRI]
GOCYIKAFTL
TESGEDDOLLGY
VLGIDERTYTE
UT THT WL WUT
INEVDELL
WQEEMEAT Q¢
STWDLEHELET
ECP IVADET
HIEUVNDAECT
PY¥FLEVAEL &
GCREL ITHET
ELAR T AMDYE
IASFLEIFEE
DRYGEWCD TR
FEAFGIRTRT
TLIEDIRTEE
VENFYFEATLE
L3NLMErS3E
CEEIHYD I T
METEDLRLAGT
EITHGCETG
AR ATRAGLIW
UEDETTHEPT
SNDULEKTLE
REKILEMELF
TWT LU
VETFL ITDLY
FETFLAKTTL
PSRRI DERIL
LT IQCL3ENG
LFFLEEDML 3
HDERQCLVAL

EFRTT ATHTE
MISSYFEL IR
PLLUMENVIN
DE GYREDDD
RLERLFEWIY
TIVHIAYDIT
KU IV UEDE I
TEITEMEGSW
GYESL TEHGEH
KEGUGIAARE
LUTHEML KD
FHIEDME U
HLEYVVLDIF
EDLTWIQVRG
RDICEDE FLI
SHHEGIRFIHL
BLYVDLYHIYT
FENKEL ITDV
DELTHEEFEC
FUVAERFNKIL
FEAISTE VD
ESEURNYED
VErGL FGREr
LEIUIDLAST
DCTLEEULE
DFCLWSCHRK
REFEP C6DUL
DIE3UNTEERPARG
FLLEFTETRD
IV TDD I3 AW
VEZ ILEAVDC
WCPTVEMEDE
FENTELLVDE
HYHEEL CD T
DTIFIUIELY
TVEHGRTIET
TRMTHFITS

CEVVAIEERR
EQLEGR IERG
DHCRTLELKY
IFEFYHLGNE
FMVCRTSHDY
ARGIVDCHMTIA
FYWEGKTLED
ALIZUTRRER
GLHEEGARREY
HI&FTTHVDE
YETES FENGI
DERLETELES
DN THEL
DEHCLYWC P
ILEFDCUNEGH
QLEWIHYILL
POGT IASWEH
BILHHAC IKALY
LETTLIDWVLE
LAMFALZEGE
FYLLC3GHRD
LOGLYAGGGE
ITYFLWSGCD
ATRIRAAST
BTLAYARCYS
DVDTAMUTIUA
DDLNE SRR
UTCEUDSPHL
PERLNLMYIT
WD IV - 3
WATER INDL
IFLEIERREYP
ATV AGCLE
TEAFFLARTE
ITHENYRF GO%
ODCCFT THAFY
FUVHESTDWLT

1851
1901
19851
2001
2081
ZLOL
2151
2201
2231
2301
2351
2401
2451
2501

RWINEFES
YHFREDIILD
KEIIWGHMENIT
AD IGWRF YR
WITYNLDLDL
3L TALMERNT.

LAAVLNDOKG
AAPOVVLEOT
DLLTEEWVITE
YIINFESHVE
FILEELELAV
FCSEFLIAVE
YCD-STWREL
CLPEGHLLPW

MLUPMLZLIG GOTTTFIRYY
FRDTLT AVLHE KIADARFPHGH
CAGUVNEINING TUTTWIGLNA
HODEMDEPVLID WEIDDEIES]
AIDD IVINVI EFAT IDRTYD
FWPQLEFEVE PYUSMADQLTD

SWDEVIGEY CIYSTAVERY
FEDINAVFCVWI WRGIKTVVOS
WQETFDELED DIKKYDESQD
SIVEDRERSGL EFEVIVIRRS
FEGDIDELLVYG EERDLOCDSC
DRVYFIPDPY KLCIRLARLD
SEAVCDRYPV AVDPAEVFRV

IN

TYRS IFSVDL PHGDECURLG
LiAZSAVLDE THOORLEFLL
VDMLRNMTI ID PIFDEDUVRE
GHILLTTIFN 2CYVREYHD S
CHIPRLETCE PUAVREACLUT
SLEILLDERY VQDUMYGP AL

QLITENEPEP TLSDEAYHEF
HLEHHNMIFH FADMDFDIFA
LEVLLLECKL LEYFGWSEEL
GDEGTFIGNT LFLIVLCARN
HFEDPLFNLDY KFFFNFEYTH
LVNUGHIEEY RISLEDTTEY
VCSIVSSKDE FRELLFEEPLA

Figura 22 - Localizagdo das sequéncias similares dos peptideos que originam a proteina helicase dentro
da poliproteina replicase
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O sequenciamento da MP revelou similaridade de cinco peptideos com a proteina
p32 do CiLV-C, correspondentes a possivel proteina de movimento (Figuras 23 e 24).
Também foi possivel confirmar que a massa da proteina é de aproximadamente 32,5
KDa (Figuras 23 e 24), e sua localizacdo na posi¢cédo de 35 KDa também ocorre devido

ao aumento de massa gerado pela cauda de histidinas.

P32, - Cytoplasmic citrus leprosis virus.
Found in search of C:\TEMP\Renata sup repZ.pkl

Nominal mass (M) : 32511; Calculated pI wvalue: 7.74
NCBI BLAST search of QlAF90 9VIRU against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Cytoplasmic citrus leprosis virus
Links to retrieve other entries containing this sequence from NCBI Entrez:
ABA42871 from Cyvtoplasmic citrus leprosis virus

Variable modifications: Acetyl (N-term)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 18%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MALSTNNNSS HVGADDFLEL ENILSSEYNE EGIFKTSKTV CIRTDKRIGYV

51 GFLTPNDMIS RLVGFINRKA EDAGVRSVES FRQISDVVLI IVPQIALPAE
101 LSLELVDSAN ILEAVNDQEV TVNSTGGPCV VVMNCAHSIP NEDRTHVNGS
151 EVHRRLGIQY QVDCDNISGR VTITFSITALW REAFSFRPSF YKVSDPLVVP
201 ISYGFRKAVI AKSHADLQRS TIGRGLIVTHH SSQSSVTSES PIDLTVKKST
251 GLKIRDKSED DNQREKHPVPL TSSNNELKTL RVSTTPIVNG RSTSTSE

Figura 23 - Sequenciamento da MP. Os cinco peptideos em vermelho correspondem aqueles similares a
proteina p32 (possivel proteina de movimento)

Probability Based Mowse Score

Tons score 15 -10%Loa(P), where P ig the probability that the observed match 1z a random event.
Individual 1ons scores > 50 indicate 1dentity or extensive homology (p<0.03)
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

Q1EZ55 SWIRDT Mass: 32512 Score: 283 Queries matched: 9
Putative movement protein.- Citrus leprosis virus C.
Check to include thiz hit in error tolerant search

Juery Dhserved Mri{expt) Mri{calc) Delta Miss [Score | Expect Rank Peptide
15 |647.8611 [{1293.7076 [293.7081 |-0.0005 1] 86 [.6e-05 1 R.¥TTFSITALWR.E
21 689.8345 [377.6544 [A377.6717 |-0.0172 0 25 21 1 |R.EAFSFRPSFYK.V
22 [142.8896 [1483.7646 [1483.8398 |-0.0751 0 32 4.2 1 [K.¥SDPLYWPISVGFR.K
25 [160.3889 (1518.7632 [1518.7864 -0.0231 0 {16) 1.7e+02 2 |R.IGYGFLTPHDMISE.L
26 [760.4040 QH518.7934 [1518.7864 0.0071 0 69 0.00091 1 [|B.IGYGFLTPHDMISE.L
42 B06.9749 (1611.9352 1611.9348 0.0005 1 6 [1.4e+03 2 [K.¥SDPLYVPISVGFRE.A
61 |841.7609 [2522.2609 [2522.2864 |-0.0255 0 35 1 1 |B.GLIVTHHSSESSVTSESPIDLTVE.K
63 |841.7674 [2522.2804 [2522.2864 |-0.0060 0 {6} B.4e+02 1 |B.GLIVTHHSSESSVTSESPIDLTVE.K
67 |884.4630 [2650.3672 [2650.3813 |-0.0141 1 29 3.4 1 |B.GLI¥VTHHSSESSVISESPIDLTVEK. S

Figura 24 - Caracteristicas individuais dos cinco peptideos em vermelho, similares a proteina p32
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4.4 Purificacdo das proteinas

4.4.1 Helicase

A purificagdo da helicase foi realizada utilizando-se o sistema ProBond
(Invitrogen). No entanto, ao final das elui¢cdes, grande parte da proteina induzida e
presente na fracdo insolavel ndo foi capaz de se ligar a resina carregada com niquel,
sendo facilmente visualizada na fracdo correspondente ao sobrenadante, coletado apds
incubacdo necessaria para ligacdo da proteina (Figura 25 A). Além disso, ndo foi
possivel obter a proteina completamente isolada de outras contaminantes de E.coli

apos sua eluicdo em baixo pH (Figura 25 B).

LV-EB
LVBB. LV W.B. LV W.B. pH 4.0
pH 7.5 pH 6.0 pH 5.3
P Ins 8Sob ,—— — ~ — P Ins 12 24 3a 4a Sa
Free— — e 1
——
b bo
KDa KDa [
> — -— T - —
i - e
. — 31,0 I
i
21,0 > w— : L 310
Y A - B
.

Figura 25 - Eletroforese em SDS-PAGE 12% da purificacdo da helicase. P, Padrdo Broad Range
(BioRad); Ins, fragdo insoltvel de proteinas; Sob, sobrenadante coletado apds incubacédo
para ligagdo da proteina; LV-B.B., lavagem com tampdo de ligacdo pH 7,5; LV-W.B.,
lavagem com tampao de lavagem pH 6,0 e 5,3; LV-E.B., lavagem com tampao de elui¢cao
pH 4,0. O retangulo vermelho mostra a presenca da helicase (29 KDa)

Mesmo apOs varias tentativas de purificacdo, inclusive utilizando diferentes
colunas como His Gravi Trap Columns™ (GE Healthcare) e His Trap FF Crude (GE
Healthcare) conforme normas do fabricante, ndo foi possivel a obtencdo de uma fracéao
contendo a helicase pura e em maior concentragdo. Desta forma, para dar continuidade
ao trabalho, as fracbes (22, 32 e 4?) eluidas em pH 4,0 da coluna ProBond foram
selecionadas e, posteriormente, misturadas para serem utilizadas como antigeno na

producdo do antissoro contra essa proteina. Esta técnica foi realizada por Hills et
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al.(1987) para producéo de antissoro contra a proteina replicase do TMV. Os resultados
obtidos pelos autores demonstraram a eficacia do antissoro na deteccao da proteina em
tecido foliar de fumo infectado pelo TMV através de ELISA, Western Blot e
imunolocalizacéo in situ. Baseado nestes experimentos, a fracdo eluida foi aplicada em
SDS-PAGE e a banda correspondente a proteina helicase recortada com um bisturi e
utilizada como antigeno nas imunizac¢des do coelho. Os fragmentos selecionados do gel
foram macerados em tampao fosfato 100 mM pH 8,0 e misturados na mesma propor¢cao

com adjuvante de Freund.

4.4.2 Proteina de movimento (MP)

Para a obtencdo da MP livre de qualquer contaminante foram necessérias trés
purificacdes sucessivas, ja descritas no item 3.7.2. A primeira purificacdo foi feita por
troca catidnica através da coluna SQ Sepharose, utilizando como amostra inicial a
porcéo insolavel das proteinas, sendo que todo o volume passado pela coluna durante
a purificacdo foi coletado em vérias fragbes. Através da anélise do cromatograma, 0s
maiores picos de absorbancia foram selecionados (Figura 26 A) e analisados via SDS-
PAGE para localizagdo da MP. Os resultados mostraram a presenca de alta
concentracdo da proteina na fragcdo correspondente ao flow through (FT), com
significativa diminuicdo de proteinas contaminantes (Figura 27). Além disso, a MP
também mostrou-se presente nas fragdes eluidas E1 e E2, porém, em concentracao
inferior ao FT, sendo portanto descartadas. Desta forma, a purificacdo subsequente
realizada por troca anibnica através da coluna SP Sepharose utilizou como amostra
inicial o FT coletado na primeira coluna, com o objetivo de eliminar ainda mais as
proteinas contaminantes. Apos a coleta do volume total passado pela coluna durante a
purificacdo, todos os picos mais elevados de absorbancia foram selecionados (Figura
26 B) e analisados como na primeira purificacdo. Os resultados mostraram a presenca
da MP tanto nas fragcdes correspondentes aos FT1 e FT2 quanto nas eluicdes E1, E2 e
E3 (Figura 27). Alem disso, todas as amostras avaliadas apresentaram-se com alta

concentracdo da MP e praticamente livres de proteinas contaminantes.
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Figura 26 - Cromatogramas das purificagbes por troca idnica. A, SQ sepharose: 1° purificagdo; B, SP
sepharose: 2°purificacéo
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Figura 27 - Eletroforese em SDS-PAGE 19% das fragBes recuperadas nas purificagbes da MP com
colunas SQ Sepharose e SP Sepharose, correspondentes aos maiores picos de
absorbéancia. P, padrdo; Ins, extrato bruto insolavel contendo a MP; FT, FT1 e FT2, flow
through; E1, eluicdo 1; E2, eluicdo 2; E3, eluicdo 3

A ultima purificag&o utilizou como amostra inicial as fracoes FT1 e FT2 coletadas
na coluna SP Sepharose e foi realizada para selecionar a MP (contendo cauda de
histidinas) através de cromatografia de afinidade pela coluna HisTrap'HP. As fracdes
coletadas nesta etapa que apresentaram altos picos de absorbancia foram
selecionadas através do cromatograma (Figura 28) e analisadas via SDS-PAGE para
identificacdo da MP. Os resultados mostraram a presenca da proteina pura e em alta
concentracao na fracdo eluida E1 (Figura 29), confirmando ser a proteina alvo, uma vez

gue a mesma foi capaz de se ligar a coluna



76

Absorbancia

/r
& | | I | | I | I | | I HI_!"IIII |
’__| LTLL ] L1 L AL

3 30
1 1 £ ik 1
7 § 3 | e o Tt L § £ & i H—1-113-3 1ENTHSgs) 2
: I 5& [ a|i= | .,.', 1 # T*GL*%?['TPBI'IF”FEFJF‘PF

Fragoes coletadas

Figura 28 - Cromatograma da purificagdo por cromatografia de afinidade utilizando a coluna HisTrapT"’I HP
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Figura 29 - Eletroforese em SDS-PAGE 19% das fragoes recuperadas com altos picos de absorbancia na
purificacdo da MP com coluna HisTrap™ HP. P, padréo; Ins, extrato bruto insolGvel contendo
a MP; E1, eluicdo 1
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Apés a obtencdo da proteina de movimento pura e em alta concentracdo, a
mesma foi utilizada como antigeno para producao de antissoro. Um segundo antissoro
foi produzido concomitantemente a esta etapa, utilizando a MP retirada de SDS-PAGE

como antigeno, devido as dificuldades encontradas na obtenc&o da proteina pura.

4.5 Testes sorologicos dos antissoros

Os antissoros contra a MP (produzido conforme comentado anteriormente) e a
p29 (gentiimente cedido pela Dra. Eliane Locali-Fabris do Centro APTA Citros “Sylvio
Moreira”IAC) foram testados quanto a especificidade por ELISA e Western Blot,
utilizando como amostras lesbes de folhas infectadas pelo CiLV-C em diferentes
estagios de desenvolvimento da doenca. Observacdes feitas ao microscopio eletrénico
de transmissdo (MET) mostraram que lesdes lepréticas novas apresentam um numero
maior de células infectadas pelo virus quando comparadas a lesdes lepréticas mais
velhas. Levando-se em consideracdo este fato, folhas de laranja Péra com lesdes
novas (LN), lesdes intermediarias (LI) e lesdes velhas (LV) foram utilizadas como
amostras nos testes sorologicos (Figura 30), além da planta sadia (controle negativo) e

da proteina pura (controle positivo).

Figura 30 - Folhas de laranja Péra. 1, sadia; 2, (LN) lesdes novas causadas pelo CiLV-C; 3, (LI) lesbes
intermediarias causadas pelo CiLV-C; 4, (LV) lesdes velhas causadas pelo CiLV-C

O resultado do ELISA mostrou que a proteina pura reagiu fortemente com o
antissoro nas diluicdes de 1:500 e 1:1.000. A intensidade da reacdo foi diminuindo
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conforme se aumentava a diluicdo do antissoro, como pode ser observado no grafico
em 1:5.000, 1:10.000 e 1:20.000 (Figura 31). A falta de reacéo positiva do extrato foliar
de laranja infectada pelo CiLV-C com o antissoro na diluicdo 1:500 e 1:1.000 foi
atribuida a baixa concentracdo das amostras, sendo provavelmente a diluicdo 1:50
insuficiente para detec¢cdo da MP. A amostra de folha doente submetida a fervura
apresentou reacdo quase imperceptivel, sendo desconsiderada em testes

subsequentes de ELISA.

O Pura B Sadia B DSF B DF

1,4

1,2 + —

0O.D. (405 nm)

0,4

g1 I

1/500 1/1000 1/5.000  1/10.000  1/20.000
Diluigbes AS - MP

Figura 31 - PTA-ELISA. Pura, proteina MP pura; Sadia, planta de laranja Péra sadia; DSF, lesGes
lepréticas de folhas de laranja Péra sem serem submetidas a fervura; DF, lesBes lepréticas
de folhas de laranja Péra submetidas a fervura. Tempo da reagdo: 30 minutos

Adicionalmente, levando-se em consideracdo a possibilidade de expresséo
diferencial da MP nos diferentes estagios de desenvolvimento da doencga, procurou-se
avaliar extratos foliares de lesGes leprdticas novas, intermediarias e maduras.
Considerando positivas as amostras que apresentaram valores de leitura acima de duas
vezes a média dos controles (VELAME & FILHO, 2001; SILVA et al.,, 2006), os
resultados mostram que todas as fases de desenvolvimento da doenca reagem com o
antissoro na diluicdo 1:1000, porém, as lesdes maduras (LV) apresentam reacdo um

pouco mais intensa do que as lesdes intermediarias (LI) e lesées novas (LN) (Figura 32).
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Figura 32 - PTA-ELISA. LN, lesdo leproética nova (estagio inicial de desenvolvimento); LI, leséo leproética
intermediaria (estagio intermediario de desenvolvimento); LV, lesdo leprética velha (estagio
avancado de desenvolvimento); Sadia (x2), folha de laranja Péra sadia (representendo duas
vezes a média de leitura do controle); Sadia (x3), folha de laranja Péra sadia (representando
trés vezes o valor da média de leitura do controle). Tempo da rea¢&o: 30 minutos

Buscando-se uma maior aplicabilidade da técnica de ELISA, foram feitos testes
para a otimizagdo da concentracdo do antissoro contra a MP utilizando somente lesfes
em estagio mais avancado da doenca (LV), por terem sido estas as amostras que
apresentaram melhores resultados preliminares. Os resultados revelaram que, para
todas as diluicbes testadas de extrato de laranjeira doente (LV), as reacgles
apresentadas foram positivas em relacdo ao controle negativo (Figura 33). No entanto,

extratos foliares de lesdes leproticas diluidos 1:10 reagiram mais intensamente com o

antissoro do que os extratos menos concentrados de 1:20 e 1:30 em todas diluicdes

avaliadas. Além disso, as combinac¢des antissoro 1:100 e 1:200 com extrato foliar a 1:10

apresentaram reagdes mais intensas do que todas as diluicdes testadas.

Os resultados em conjunto demonstram que o CiLV-C pode ser detectado em

lesBes lepréticas maduras (LV) de laranja Péra preparadas na concentracdo de 1:10

(p/v), utilizando concentracdes elevadas do antissoro contra a MP por ELISA.
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Figura 33 - PTA-ELISA. 1:10, 1:20 e 1:30, proporcdes de lesdes lepréticas em estagio de desenvolvimento
avancado (LV) para tampao carbonato (p/v); sadia 1:10 (x2), sadia 1:20 (x2) e sadia 1:30
(x2), proporc¢Bes de planta sadia de laranja Péra para tampéao carbonato (p/v), ja considerando
duas vezes a média de leitura do controle. Tempo da reagdo: 30 minutos

Neste ponto vale ressaltar que, por algum motivo ndo identificado, algumas
tentativas de deteccdo da MP por ELISA em amostras de laranja Péra ndo funcionaram.
Uma hipGtese € que, mesmo apOs selecionarmos visualmente apenas as lesdes
maduras (LV) para o teste, ainda houve variacdo na idade das lesbes e,
consequentemente, na quantidade de MP presente no material avaliado.

Na tentativa de confirmar os resultados apresentados pelo ELISA, realizou-se
Western Blot utilizando amostras de lesbGes lepréticas em todos o0s estagios de
desenvolvimento da doenca, além de folhas sadias, todas diluidas na proporgdo 1:3
(planta : tampéo carbonato). Através deste método de deteccao, utilizando o anticorpo
contra MP diluido 1:500 e 1:100, foi possivel detectar com facilidade a proteina de
movimento pura obtida pela expresséao in vitro. No entanto, o mesmo resultado ndo pode

ser observado em plantas infectadas pelo CiLV-C (Figura 34).
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Figura 34 - Western Blot utilizando antissoro contra MP diluido 1:500. P, padrdo; MP, proteina de
movimento pura; LN, extrato foliar de lesdes novas de laranja Péra; LI, lesBes extrato foliar
de les@es intermediarias de laranja Péra; LV, extrato foliar de les6es velhas de laranja Péra;
Sadia, extrato folias de laranja Péra sadia

Desta forma, o antissoro produzido neste estudo contra MP pode ser utilizado
para o diagnostico da leprose através de ELISA, mas ndo de Western Blot, embora uma
futura revisdo dos procedimentos técnicos realizados no teste possa, eventualmente,
fornecer resultados mais expressivos. Levando-se em consideracdo que a leprose
ocorre em diversos paises da América Latina, com chances reais de disseminacao para
outras regides da América Central e do Caribe, muitas das quais apresentando
limitadas capacidades laboratoriais e de recursos financeiros e humanos, a
disponibilidade de antissoro para ELISA pode ser de grande auxilio, uma vez que a
estrutura necessaria para a realizacdo deste teste, bem como a capacitacdo de
pessoal, € simples e de baixo custo.

Uma possivel explicacdo para auséncia de reacdo do antissoro com a planta
doente por Western Blot é que caracteristicas intrinsecas das MPs como alta
hidrofobicidade e associacdo com membranas das células hospedeiras (CHEN et al.,
2000) tornariam sua solubilizacdo dificil de ser realizada, impedindo sua deteccéo
eficiente. Uma constatacdo desta dificuldade € a falta de trabalhos publicados
relacionados com expressao in vitro e estudos soroldgicos de MPs para serem
utilizados comparativamente neste estudo. A maioria dos trabalhos encontrados, além
de serem relativamente antigos, concentram-se em estudos de mutacdes das MPs para

producdo de plantas transgénicas (avaliando sua necessidade no movimento célula-a-
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célula) (DEOM et al.,, 1990) e localizacdo celular da proteina comprovando seu
envolvimento no aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmas para passagem das
particulas virais (WOLF et al., 1989; DEOM et al., 1990). Deom et al. (1990) produziram
plantas transgénicas de fumo expressando a MP do virus do mosaico do fumo
(Tobacco mosaic virus — TMV) e demonstraram que a proteina estava associada as
membranas celulares de todos os tecidos da planta. Além disso, a quantidade da MP-
TMV detectada em folhas maduras foi maior do que em folhas jovens. Este dado
coincide com a deteccdo da MP do CiLV-C por ELISA, onde lesdes maduras de
laranjeira apresentaram reacdes mais intensas do que lesbes mais novas, reforcando a
necessidade de avaliacdo dos diferentes estagios da doenca.

Outra explicacdo é que a concentracdo da proteina de movimento presente na
célula infectada seja muito baixa. O fato de o CiLV-C néo invadir seus hospedeiros
sistemicamente leva a crer no envolvimento de mecanismos de inibicdo da passagem
do virus para o floema, ndo sendo possivel, no entanto, descartar alguma dificuldade no
movimento célula-a-célula das particulas. Em estudos paralelos deste mesmo
patossistema, Nicolini-Teixeira (2008) procurou quantificar a expressdo das ORFs
helicase, MP e p29 do CiLV-C através da técnica de RT-gPCR, a fim de comparar os
niveis de resisténcia de plantas citricas com diferentes respostas a doenca. As plantas,
inoculadas por B. phoenicis viruliferos, foram avaliadas em diferentes tempos apés a
inoculacdo. Os resultados para a mp mostraram que ndo houve aumento na expressao
dessa ORF nos diversos tempos de coleta. A autora ainda sugere um possivel
envolvimento do mecanismo de silenciamento génico, o que impediria a detec¢ao dos
transcritos desta ORF. Além disso, o que se observou foram picos de aumento e
diminuicdo do CiLV-C, com muita varia¢do tanto no niumero de particulas virais como na
expressao dos genes, ndo sendo possivel observar aumento crescente no numero de
particulas virais nos diferentes tempos de coleta apés a inoculagédo. Estes resultados
demonstram a complexidade dos mecanismos genéticos e bioquimicos envolvidos no
patossistema leprose dos citros. Desta forma, mantendo-se esta mesma linha de
pensamento, é possivel que a quantidade da proteina de movimento expressa pelo

CiLV-C consequentemente seja muito baixa para ser detectada com facilidade



83

Outra hipotese é que o antissoro gerado a partir da proteina de movimento
expressa in vitro apresente diferencas conformacionais quando comparado a proteina
nativa presente na planta infectada pelo CiLV-C sendo, portanto, menos antigénico.
Esta idéia é sustentada pelo fato da proteina obtida in vitro ter sido extraida de células
de E. coli através da utilizacdo de uréia, fazendo com que a mesma perdesse sua
conformacgédo tridimensional. Desta forma, se 0s epitopos mais antigénicos forem
conformacionais, € possivel que a deteccdo da MP seja sub-6tima ja que o antissoro
utilizado foi produzido contra a proteina desnaturada. Assim, apesar de termos
realizado ensaios de imunolocalizagéo in situ, ndo foi possivel a localizacédo da proteina
de movimento na planta doente utilizando esta metodologia.

O antissoro produzido contra a proteina helicase avaliado em ELISA néao
apresentou reacdo com extrato foliar de lesdes leproticas nem com a proteina helicase
pura expressa in vitro. Neste caso, os resultados sdo atribuidos a pouca quantidade de
proteina utilizada para producdo do antissoro, ja que nao foi possivel a obtencdo da
proteina pura e quantificada para imunizagdo dos coelhos.

Por outro lado, a validagdo do antissoro contra a p29 nos rendeu Otimos
resultados, revelando ser uma ferramenta util para a deteccdo do CiLV-C. Em ELISA, o
melhor desempenho do antissoro foi na diluicdo 1:5.000, onde houve reagdo positiva
para lesdes foliares de laranja Péra em todos os estagios de desenvolvimento da
doenca (LN, LI e LV) (Figura 35). As outras diluicbes do antissoro testadas, de 1:1.000
e 1:2.000, também apresentaram reacfes positivas para todas as amostras, porém, a
diluicdo considerada ideal para a realizacéo do teste neste trabalho foi determinada em

funcdo do maior valor obtido na seguinte correlacéo (eq. 1):

Média das leituras da planta doente 1
Valor = 1)

3 x (Média das leituras da planta sadia)

Também foi possivel observar que tanto as lesdes novas quanto as
intermediarias apresentaram leituras um pouco maiores do que as lesdes maduras,
porém, como ndo houve avaliacdo estatistica destes dados, ndo é possivel afirmar que

existe diferenca estatistica entre elas. Este resultado, no entanto, ndo exclui a utilizacado
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de lesdes mais velhas como amostra na deteccdo do CiLV-C, uma vez que a reagao
apresentada foi sempre nitidamente positiva em relacdo ao controle negativo. Uma
especulacdo para a maior quantidade da proteina em lesdes iniciais € que o virus, apés
ser depositado no interior da célula, comeca imediatamente a sua replicacdo e, ao
mesmo tempo, a expressao de grande quantidade da proteina capsidial para montagem
das particulas e infecgé@o de células vizinhas. No entanto, como o patdgeno ndo é capaz
de causar infeccdo sistémica, a medida que as lesGes vao coalescendo, o suprimento
energético necessario para a multiplicacéo viral também vai se exaurindo, fazendo com
qgue haja diminuicdo do numero de particulas e, consequentemente, na quantidade de
proteina capsidial a ser detectada. Aliada a este processo, 0 colapso celular causado
pela infeccdo provavelmente faz com que as particulas virais sejam desintegradas

prejudicando assim a deteccado da proteina capsidial.
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Figura 35 - PTA-ELISA. Avaliagdo da melhor diluicdo do antissoro para detec¢do do CiLV-C apés 3 horas
de reacdo. (LN), lesdes novas de laranja; (LI), lesdes intermediarias de laranja Péra; (LV),
lesBes velhas de laranja Péra; Sadia (x3), planta sadia de laranja Péra ja considerando trés
vezes a média de leitura. Os valores indicados acima das barras correspondem a razéo entre
a média das leituras da planta doente e trés vezes a média das leituras da planta sadia
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Andlises posteriores de ELISA utilizando como amostras extratos foliares de
plantas infectadas por diferentes tipos de VTBs do tipo citoplasmatico como SRSV,
HibGSV, LigRSV, BrRSV, PFGSV e SefRSV, provenientes de deferentes localidades,
revelaram que o antissoro contra a CP ndo apresenta relacionamento sorolégico com
nenhum destes virus (Figura 36). Além disso, foi possivel notar que tangerinas
apresentam reacdo sorolégica mais fraca do que laranjas ‘Péra’, indicando a maior

suscetibilidade das laranjas-doce em relagdo as tangerinas.

B Doente 1 @Doente 2 B Sadia x3

0,45
0,4 1
0,35 A
0,3 1
0,25 A
0,2 4
0,15 A

O.D. (405 nm)

Plantas com sintomas de VTBs

Figura 36 - PTA-ELISA. Avaliacdo de plantas de outras espécies apresentando sintomas tipicos de virus
transmitidos por Brevipalpus (VTBs) apés 40 minutos de reacdo. Sadia (x3), controle
negativo de cada espécie de planta avaliada, considerando trés vezes a média de leitura

Em outra investigacao por ELISA, foi possivel detectar o CiLV-C em amostra de
laranja-doce néo identificada apresentando lesdes tipicas de leprose proveniente de
Tabasco, México, revelando o alto grau de conservacdo da possivel proteina capsidial

deste virus (Figura 37).
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Figura 37 - PTA-ELISA. Avaliacdo de planta de laranja ndo identificada proveniente do México, apos 40
minutos de reagéo

Desta forma, a deteccdo do CiLV-C por ELISA em plantas de laranja Péra de
diferentes origens (Cordeirépolis, Mogi-Mirim, Frutal, Piracicaba e México), aliada a
auséncia de reacdo positiva em plantas de outras espécies apresentando sintomas
tipicos de virus transmitidos por Brevipalpus demonstram que 0 antissoro contra p29,
além de ser bastante especifico e eficaz para deteccdo do CiLV-C, ndo apresenta
reacdo cruzada com outros VTBs. Adicionalmente, os resultados também apontam para
o alto grau de conservacédo da proteina p29 do CiLV-C, uma vez que sua deteccao €
possivel em laranjeiras infectadas provenientes de regides diferentes do estado de S&o
Paulo, Minas Gerais (Frutal) e de ao menos um outro pais, como a amostra positiva
vinda do México

Os resultados obtidos no ELISA foram confirmados por Western Blot, onde foi
possivel detectar a proteina p29 em todos os estagios de desenvolvimento da doenca
(Figura 38) utilizando-se o antissoro diluido 1:1.000. No entanto, observou-se que a

guantidade da proteina presente em lesdes mais novas foi menor do que em lesdes
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intermediarias e mais velhas. A maior quantidade de proteina foi detectada em lesdes
intermediarias e depois nas lesdes mais maduras. Estes resultados diferem daqueles
obtidos no ELISA e, talvez, possam ser explicados porque as amostras utilizadas em
cada um, apesar de terem sido padronizadas, ndo eram provenientes das mesmas

plantas.

CP LN LI LV Sadia

Figura 38 - Western Blot utilizando antissoro contra a p29 diluido 1:1.000. CP, proteina p29 pura; LN,
extrato foliar de lesdes novas de laranja Péra; LI, extrato foliar de lesdes intermediarias de
laranja Péra; LV, extrato foliar de lesGes intermediarias de laranja Péra; Sadia, extrato foliar
de laranja Péra sadia. Concentragdo das amostras 1:7 (folha:tampéao)

O Tissue Blotting foi realizado somente com o antissoro contra a proteina p29,
pois foi o Unico que apresentou resultado positivo para todos os testes soroldgicos
propostos anteriormente. Os resultados mostraram reacdes nitidamente positivas para
amostras de tecidos foliares com lesbes lepréticas coletadas de tangerina Cravo
(ESALQ), laranja Péra (IAC) e outra laranja doce de variedade desconhecida (ESALQ).
No entanto, a reacao apresentada na amostra de folha de laranja Péra coletada no IAC
mostrou-se mais intensa do que as de laranja doce e de tangerina Cravo da ESALQ
(Figura 39). As respectivas amostras sadias ndo apresentaram qualquer reacao,
demonstrando a eficiéncia e precisdo do teste. Além disso, uma amostra de folha de
laranja apresentando sintomas de leprose proveniente de Tabasco (México), também
analisada por este método, reagiu positivamente com o0 antissoro contra a p29 (Figura
40). Os resultados obtidos no teste sdo os mesmos do PTA-ELISA, onde a intensidade
da reacado apresentada por amostras de tangerina Cravo coletada na ESALQ foi menor

do que as de laranja Péra. Estes resultados sé&o esperados, uma vez que as tangerinas
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apresentam maior nivel de resisténcia a doenca (BASTIANEL et al., 2008; FREITAS-
ASTUA et al., 2008b). Além disso, a detec¢édo do CiLV-C na amostra proveniente do
México revela a conservacao da proteina p29 e a grande especificidade do antissoro.

A somatoria de resultados sorolégicos positivos obtidos para o antissoro contra a
p29 demonstra sua alta qualidade e valida a utilizacdo desta ferramenta para deteccéo
do CiLV-C por ELISA, Western Blot e Tissue Blotting. Além disso, o ELISA e o Tissue
Blotting apresentam vantagens sobre os testes moleculares por serem técnicas simples
e de baixo custo, podendo ser realizadas em laboratérios com infraestrutura

relativamente simples.

Tangerina Laranja doce Laranja Péra
Cravo ESALQ IAC
+ pe 0y
I.\‘_ l.’ L ;‘[
S

Figura 39 - Tissue Blotting utilizando antissoro contra a p29 diluido 1:1.000. +, Impressédo de folhas
enroladas e cortadas na regido das lesGes lepréticas de tangerina Cravo (coletada na
ESALQ), laranja doce ndo identificada (coletada na ESALQ) e laranja Péra (coletada no
IAC); -, Impressao de folhas sadias enroladas de tangerina Cravo e laranja doce (coletadas
na ESALQ) e laranja Péra (coletada no Centro APTA Citros “Sylvio Moreira-IAC")



Tangerina
L. doce Cravo L. doce L. doce
ESALQ-  ESALQ México ESALQ+
¢ »

89

Figura 40 - Tissue Blotting utilizando antissoro contra a p29 diluido 1:1.000. Impressédo de folhas
enroladas e cortadas na regido das lesdes leproticas de: L.doce ESALQ -, laranja doce
nao identificada (ESALQ); Tagerina Cravo ESALQ , tangerina Cravo (ESALQ); L.doce
México, laranja doce nao identificada (Tabasco-México) e L.doce ESALQ +, laranja doce

nao identificada (ESALQ)

4.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET) e |

4.6.1 Em planta

munolocalizacéo

Cortes ultrafinos de lesdes leproticas em diferentes estagios de desenvolvimento

da doenca foram avaliados em MET e, ap0s a juncdo das imagens geradas em toda

extensdo da folha, os resultados mostraram uma maior quantidade de particulas virais

e inclusdes citoplasmaticas em lesfes mais jovens. As lesdes velhas apresentaram

menor quantidade de particulas virais (Figura 41). Estes resultados séo contraditorios

quando comparados ao ELISA para deteccdo da proteina MP, pois neste ultimo a

intensidade da reacdo mostra-se superior em folhas apresentando lesdes maduras

(Figura 32). Por outro lado, os resultados concordam com o ELISA para deteccdo da

proteina p29, onde a reagc&o também foi maior em lesGes novas e intermediarias.
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Figura 41 - Secdes ultrafinas de lesfes lepréticas analisadas em MET. Montagem de véarias micrografias
demonstrando a detecgdo de virions e/ou inclusdes no tecido foliar. A, lesdo jovem; B, lesao
mais velha. *As células circuladas em vermelho sdo aquelas onde estdo presentes particulas
virais e/ou viroplasma

Utilizando-se o antissoro contra a p29, foi possivel observar consistente
marcacdo de particulas baciliformes e viroplasma em todas as seccdes de lesdes
foliares causadas pelo CiLV-C, fixadas com formaldeido e emblocadas em resina LR
White (Figura 42). A marcagdo no viroplasma foi bastante intensa enquanto nas
particulas baciliformes houve menor marcacdo. O background apresentado pelas
amostras avaliadas foi baixo, revelando a alta especificidade do anticorpo. A

especificidade da marcacdo observada em particulas baciliformes contidas nas
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cisternas do reticulo endoplasmatico e consideradas como possiveis particulas do
CiLV-C confirmam claramente a natureza viral destas particulas. Além disso, a intensa
marcagao no viroplasma eletron-denso e vacuolado apontam para um alto contetdo de
proteina p29, reforcando a idéia de que estas estruturas representam o sitio de
replicagdo viral e/ou montagem da particula. Imagens raras do processo de formacao
das particulas por “brotagdo” - material viral [nucleocapsideo] no citoplasma “empurra’
a membrana do reticulo endoplasmaitco [RE] para o seu interior, envolvendo o
nucleocapsideo resultando no acumulo de virions no limen do RE - observadas
proximas ao viroplasma em outro tipo citoplasmatico de VTB (KITAJIMA et al., 2003)
apoiam esta hipotese (Figura 42 B). Aléem disso, em algumas lesdes novas, no
viroplasma adjacente ao vacuolo, aparecem algumas pequenas vesiculas contendo
material fibrilar acopladas ao tonoplasma dentro do vacuolo, préximas a inclusédo
(COLARICCIO et al.,, 1995). Estas vesiculas sdo similares aquelas reportadas por
outros virus como possiveis sitios de replicagdo viral (FRANCKI et al., 1985). A
marcacado menos intensa das particulas virais pode ser explicada pelo menor conteudo
da p29 exposta pelas secgdes, 0 que reforca a hipotese de que a p29 seja a proteina
capsidial do virus (LOCALI-FABRIS et al., 2006).

Nenhuma marcacao foi encontrada em seccdes de plantas sadias e de plantas
infectadas pelo CiLV-N utilizadas como controle negativo. Além disso, seccbes de
lesBes foliares causadas por outros tipos citoplasmaticos de VTBs ndo apresentaram
nenhuma marcacao especifica, mostrando que o antissoro ndo apresenta reacdo
cruzada com estes virus e que, aparentemente, a p29 do CiLV-C é bem especifica.

Nos experimentos de imunolocalizagdo realizados com seccbes de lesdes
foliares de laranja fixadas com formaldeido/6smio e emblocadas em resina epoxi
(Spurr), a maioria das amostras avaliadas apresentou viroplasma levemente marcado
(Figura 43). A tentativa de exposicdo dos sitios antigénicos pelo tratamento com
periodato de sodio ndo foi efetiva como esperado; porém, permitiu algum nivel de
reacdo (Figuras 43 C a 43 F). Estas amostras infectadas pelo CiLV-C eram
provenientes de diferentes origens e, apesar das dificuldades, o antissoro foi capaz de
reconhecer a maioria delas no ensaio de imunolocalizacdo. Este resultado pode indicar

um pequeno grau de variabilidade da putativa proteina da capa apesar da grande
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dispersado geografica. Aléem disso, em concordancia com resultados obtidos por ELISA,
nenhuma amostra de outros tipos citoplasmaticos de VTB reagiu nos experimentos de
imunomarcacao. Estes resultados indicam fortemente que estes VTBs sdo espécies
distintas do CiLV-C, e seriam possiveis membros do género Cilevirus. Estes dados séo
reforcados pelo fato de que o SVRSV, outro VTB do tipo citoplasmatico com parte do
genoma conhecida (FERREIRA et al., 2007) e do PFGSV (ANTONIOLI-LUIZON et al.,
2008), ndo sao amplificados via RT-PCR utilizando os primers para o CiLV-C e vice-
versa (FREITAS-ASTUA, dados n&o publicados).
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Figura 42 - Micrografias de lesdes foliares de laranja causada por infeccdo do CiLV-C: amostra fixadas
com aldeido/6smio e emblocadas em Spurr; A, Grupo de presumiveis particulas baciciformes
(v) contidas na cisterna do reticulo endoplasmatico; dentro o detalhe das particulas. B.
Viroplasma elétron denso vacuolado (*) no citoplasma adjacente ao vacuolo (Vc). Note
grupos de pequenas vesiculas ligadas ao tonoplasto dentro do vacuolo, préximas ao
viroplasma (setas). CW-parede celular; ER-reticulo endoplasmatico. C-F. Imunolocalizagéo
utilizando antissoro policlonal contra a proteina p29: amostras similares as anteriores, porém,
fixadas somente com aldeido e emblocadas em LR White. Notar a significativa e consistente
marcacdo por particulas de ouro no viroplasma (*). Citoplasma adjacente, ndcleo (N) e
cloroplasto (C) ndo apresentam marcagdo. Em algumas amostras as particulas de ouro
foram amplificadas com prata
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Figura 43 - A e B. Imunolocalizagdo in situ de particulas baciliformes (v) contidas em cisternas do reticulo
endoplasmético demonstrando sua natureza viral, (M) mitocondria. C-F. Experimentos de
imonolocalizacdo em seccdes de lesdes foliares de laranja infectadas pelo CiLV-C
provenientes de diferentes regides que foram fixadas com aldeido/6smio e emblocadas em
reina epoxi Spurr. C- Cordeirépolis, SP; D- Rio Branco, AC; E- Maracay, Venezuela; F- Santa
Cruz, Bolivia. Tentativas de liberacdo dos sitios antigénicos bloqueados pela fixacdo do
6smio foram feitas com periodato de s6dio. A marcacdo foi leve, porém, consistente no
viroplasma
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4.6.2 Acaro vetor Brevipalpus phoenicis

Além das plantas, amostras de Brevipalpus viruliferos também foram possiveis
de serem avaliadas devido a implantacdo da técnica de seccdo da extremidade
terminal do abdémem do acaro (Figura 44) previamente ao processo de fixacao,

necessaria para que houvesse boa preservacao dos tecidos.

"3
i

C

Figura 44 - Tecnica de seccdo dos acaros antes da etapa de fixacdo. A, Lamina posicionada na
extremidade final do abdémen do &caro; B e C, Acaro seccionado

Foram examinados por MET cerca de 30 &caros provenientes de colbnias
mantidas em plantas infectadas por CiLV-C e 15 acaros aviruliferos mantidos em frutos
de laranja. Em aproximadamente metade dos individuos viruliferos foram encontradas
particulas envoltas por membranas, baciliformes e com aproximadamente 60-100 nm
de comprimento presentes no espaco intercelular de células adjacentes, proximas a
expansdes do intestino médio (ceco), células da glandula prosomal, musculos e
epiderme (Figura 45). Em nenhum momento observou-se a presenca destas particulas
livres ou contidas em vesiculas dentro das células. Além disso, também estavam

ausentes em acaros aviruliferos utilizados como controle negativo. Em visao
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bidimensional, as particulas aparecem arranjadas linearmente, percorrendo as vezes,
longas distancias entre células adjacentes. As particulas estavam presentes somente
na parte anterior do corpo do acaro, lateral ou anteriormente aos singanglio nervoso e,
em poucas ocasides, foram vistas dentro do ceco, proximas a parte apical do epitélio.
Além disso, eram morfologicamente similares as particulas vistas em tecidos de plantas
dentro de cisternas do reticulo endoplasmatico (COLARICCIO et al., 1995;
RODRIGUES et al.,, 2003) e demonstradas ser de CiLV-C por imunomarcacao
(CALEGARIO et al, 2008). As particulas encontradas nos &caros foram
consistentemente marcadas com antissoro contra a putativa proteina capsidial do CiLV-
C (LOCALI-FABRIS et al., 2008b), confirmando sua natureza viral (Figura 46 e 47).
Nenhuma outra estrutura apareceu marcada nos tecidos do acaro. Além disso, néo foi
observado viroplasma eletron denso e vacuolado em nenhum dos acaros examinados.
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Figura 45 - Micrografias eletrbnicas de transmiss@o mostrando a ocorréncia de presumiveis particulas do
virus da leprose dos citros (setas), tipo citoplasmatico (CiLV-C) entre membranas de células
(epitélio do intestino médio, musculos, glandulas). Lu- limen do intestino médio; Mu- musculo
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Figura 46 - Ensaios de imunolocalizacao in situ da proteina p29 do CiLV-C, usando anticorpo especifico
em células da lesdo foliar em laranjeira ‘Péra’, causada pelo CiLV-C. Os grdos de ouro
coloidal (setas) aparecem consistentemente sobre o viroplasma citoplasmético (A) e
presumiveis particulas virais (B), comprovando representarem estas o CiLV-C
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Figura 47 - Presumiveis particulas do CiLV-C encontradas entre membranas de células variadas em

tecidos do &caro Brevipalpus phoenicis virulifero, imunomarcadas com ouro coloidal, em

experimento de imunolocalizag&o in situ, usando anticorpo especifico contra a proteina p29
do CiLV-C. O fato demonstra que estas particulas representam as do CiLV-C
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4.6.2.1 Discussao sobre o modelo de circulacdo do C  iLV-C no acaro vetor

Os presumiveis virions encontrados na metade da populagdo dos acaros B.
phoenicis provenientes de colbénia mantida em laranja infectada pelo CiLV-C foram
morfologicamente similar aquelas encontradas em células de planta infectadas com
CiLV-C através de ensaios de imunolocalizacdo in situ (CALEGARIO et al., 2008),
utilizando o antissoro altamente especifico produzido em sistema bacteriano de
expressao (LOCALI-FABRIS et al., 2008b). A natureza viral das particulas encontradas
nos tecidos dos acaros também foi demonstrada por ensaios de imunolocalizacéo
utiizando o mesmo antissoro. Nos tecidos do &acaro, porém, ndo foi encontrado
viroplasma, frequentemente presente em células de planta. No caso da planta, o
viroplasma apresentou intensa marcagdo com o0 antissoro contra a putativa proteina
capsidial (Figura 42) (CALEGARIO et al.,, 2008), enfatizando a hipdtese de que
representa um sitio de acumulagdo de transcritos virais e produtos da traducéo, bem
como de sua replicacdo. Desta forma, a auséncia de viroplasma em acaros sugere que
o CiLV-C nao se multiplica no vetor, apontando que o relacionamento virus/vetor seria
do tipo circulativo ao invés de circulativo-propagativo. Assim, as possiveis particulas
descritas por Rodrigues e colaboradores (1997) parece ser uma interpretagdo errénea
do modelo de organizacdo apresentado por alguns granulos da gema do ovo em
formacdo. As imagens deste estudo indicavam claramente que presumiveis particulas
do CiLV-C estariam presentes dentro de estruturas globulares e, em uma das figuras,
aparecendo dentro do ovo. Levando-se em conta estas observagfes, as mesmas
estruturas identificadas anteriormente por Rodrigues e colaboradores foram
observadas em algumas seccdes do presente trabalho, ndo apresentando marcacgéo
pelo antissoro contra a putativa proteina capsidial. Além disso, dados experimentais
indicam que o CiLV-C néo é transmitido verticalmente (Novelli et al., 2005a), o que
demonstra que estas estruturas nao representam particulas do CiLV-C.

Para um &acaro virulifero causar infeccdo do CiLV-C em um hospedeiro
suscetivel, temos que aceitar que os virions ingeridos nos tecidos infectados durante
alimentacéo iriam se mover para glandula salivar apos serem succionados e passarem
pelo esdfago. Da glandula salivar, de alguma forma, os virions alcancariam o duto

salivar onde, junto com a saliva, seriam injetados em células de tecidos sadios durante
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a fase inicial da alimentacéo, iniciando assim o processo de infeccdo (Figura 48 A).
Desta forma, formulamos duas hipoteses de mecanismo de transporte dos virions
presentes no limem do ceco para 0s espacos intercelulares. A primeira por endocitose
das particulas na parte apical do epitélio do ceco seguida de exocitose na porcao
basal, liberando os virions no espacgo intercelular de células adjacentes (Figuras 48 B).
Como a anatomia interna do acaro Brevipalpus é bastante compacta, fica claro que
existe pouco espaco no celoma. Desta forma, a movimentacdo do acaro poderia gerar
uma leve pressdo da hemolinfa entre as células, fazendo com que as particulas
presentes no espaco intercelular fossem gradualmente dirigidas para o sistema
glandular prosomal (glandulas podocefalicas anterior e posterior). Neste local, os
virions seriam levados para dentro das células glandulares novamente por endocitose e
liberadas para o duto salivar junto com a saliva por exocitose.

Na segunda hipotese, em um processo similar a diapedese paracelular para
passagem do leucocito atravées do vaso capilar (CARMAN; SPRINGER, 2004,
WEGMAN et al., 2006) (Figuras 49 e 50), as glicoproteinas externas das particulas do
CiLV-C se ligariam aos receptores especificos da superficie apical do epitélio do ceco
desencadeando uma cascata de reacdes que desorganizaria o complexo juncional,
responsavel pela coesado das células (Figura 49 B). Em seguida, as particulas ainda
ligadas a membrana seriam conduzidas para o espaco intercelular da parte basal do
epitélio passando pela abertura deixada pelo complexo juncional desorganizado. Apos
a passagem das particulas, o complexo juncional seria recomposto. Como mencionado
anteriormente, a movimentacdo do acaro poderia carregar as particulas pelo espaco
intercelular de células glandulares e, através de um processo similar ao que ocorre no
ceco, o complexo juncional entre células glandulares adjacentes poderia se abrir
liberando os virions no duto salivar. O fato da nédo visualizagdo de presumiveis virions
no interior de qualquer tipo de célula do acaro parece favorecer a segunda
possibilidade. Entretanto, as evidéncias ainda sdo circunstanciais e requerem trabalhos
posteriores para confirmacao desta hipoétese.

Por outro lado, algumas evidéncias adicionais favorecem a visdo de que o CiLV-
C néo se replica no vetor B. phoenicis. Dados publicados por Chiavegato (1995)

mencionam que todos os estagios de desenvolvimento do acaro sdo capazes de
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transmitir o virus. Além disso, Kitajima et al. (dados nao publicados) também
confirmaram em experimentos de transmissdo que o estagio larval é capaz de
transmitir o virus utilizando feijdo comum como planta indicadora. Naquela ocasido, os
feijoeiros testados apresentaram sintomas de lesdo local necrética cinco dias apos a
infestacdo com acaros viruliferos. Em informacfes conhecidas de virus de plantas
transmitidos de maneira circulativa-propagativa, o periodo de incubagcédo geralmente €
de 10 - 14 dias. Seria assim pouco provavel que as larvas de poucos dias de vida
adquira o virus e o transmita em cinco dias, necessitando que o virus replique em seus
tecidos.

Por outro lado, devemos mencionar também que estudos preliminares realizados
por Kitajima (2007) indicam que o tipo nuclear de VTB se multiplica no acaro vetor.
Andlises de seccdes de B. phoenicis coletados em plantas de Clerodendrum x
speciosum e Malvaviscus arboreus infectadas pelo CICSV, café (Coffea arabica)
infectado por CoRSV, laranja infectada por CiLV-N apresentaram os nucleos das
células do ceco (intestino médio) e glandula prosomal contendo viroplasma elétron-
transparente, além de varias particulas pequenas e em roda de carroga presentes no
nacleo e citoplasma. Tal citopatologia € essencialmente similar aquelas observadas em
células de plantas infectadas com virus tipo nuclear. Além disso, ndo foi possivel
detectar tais efeitos citopaticos em B. californicus coletados de plantas de orquideas
infectadas com OFV e em nenhum outro acaro encontrado em plantas infectadas por
tipos citoplasméticos de VTB examinado.

Experimento de qRT-PCR realizado com B. phoenicis que tiveram acesso a
folhas de laranja infectadas pelo CiLV-C mostrou que ndo houve aumento do titulo viral
apos alimentacao inicial dos &caros. Este dado favorece a hipotese de auséncia de
replicacéo do virus no acaro (FREITAS-ASTUA et al., 2008a).

Ainda ndo é conhecido por quanto tempo um &acaro pode manter-se virulifero
apos a ingestao inicial do CiLV-C. No entanto, deve-se assumir que, baseado em
outros casos de relacao virus/vetor do tipo circulativa, caso o 4caro nao tenha acesso a
fonte de virus, em um determinado momento, ocorreria a diminuicdo da eficiéncia de
transmissdo j4 que nao ocorre replicagdo viral no interior do acaro. Esta situacdo se

diferencia da relacéo do tipo replicativa, onde um individuo apos adquirir o virus torna-
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se virulifero por toda a vida. Portanto, esta diferenca pode ter um impacto importante

na epidemiologia do CiLV-C e nas estratégias de controle.
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Figura 48 - A, “Cartoon” da parte anterior do acaro Brevipalpus, indicando a rota (em vermelho) do CiLV-
C do limen do ceco ao duto salivar (esquema baseado em Alberti & Coons, 1999). B,
Esquema indicando a rota intracelular (em azul). Particulas virais seriam endocitodas pela
parte apical do epitélio intestinal e exocitadas na parte basal, percorrendo o espaco

intercelular até atingir a glandula prosomal. Nesta, seria endocitada na parte basal e
exocitada na parte apical, no duto
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Figura 49 - A, Esquema do deslocamento do CiLV-C no &caro virulifero, com passagem através de
epitélios via paracelular, desfazendo o complexo juncional; B, As glicoproteinas do virus
seriam reconhecidas por receptores da superficie do epitélio, que induz, em uma reagdo em
cascata, a desorganizagéo do complexo juncional. C e D, As particulas se deslocariam entre
as membranas, possivelmente pela pressdo gerada pelo movimento do &caro. Na parte
apical da glandula prosomal e similares, desorganizaria o complexo juncional, atingindo o
ducto salivar
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Figura 50 - A, Modelo da passagem paracelular de leucécitos através do endotélio de capilares. O
contacto do leucécito com a superficie do endotélio através de receptores ativa uma cascata
de reagBes que termina por desorganizar o complexo juncional permitindo a passagem do
leucdcito. ApOs a passagem, o complexo € reorganizado. B, Micrografia mostrando possivel
passagem paracelular do CiLV-C
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5 CONCLUSOES

» Foi possivel promover a expressao in vitro em células de E. coli das possiveis
proteinas helicase e MP do CiLV-C.

» Utilizando-se o antissoro policlonal produzido contra a MP em alta concentragéo,
foi possivel detectar a MP do CiLV-C por PTA-ELISA em extratos foliares de
lesBes leproticas maduras.

e Nao foi possivel detectar a MP do CiLV-C por Western Blot e por
Imunolocalizacéo in situ utilizando-se este mesmo antissoro.

* Foi realizada a validacdo do antissoro contra p29 do CILV-C por métodos de
PTA-ELISA, Western Blot, Tissue Blot e Imunolocalizagéo in situ.

* O antissoro contra p29 mostrou-se altamente especifico para deteccao do CiLV-
C, além de nao apresentar reacdo cruzada com outros VTBs. Sua utilizacdo
como ferramenta em testes soroldgicos é recomendada.

* A deteccéo do CiLV-C em laranjeiras provenientes de diferentes origens sugere
alto grau de conservacao da proteina p29.

e Através de ensaios de imunolocalizacdo in situ foi possivel demonstrar que as
particulas baciliformes e os viroplasmas elétron densos presentes no interior dos
tecidos de laranjeira infectada por CiLV-C sdo de natureza viral.

* A intensa marcacdo sobre o viroplasma em tecidos de folhas infectadas pelo
CiLV-C sugere ser este o local de replicacdo do virus ou de acumulo de proteina
p29.

* Ensaios de imunolocalizagdo in situ em tecidos de B. phoenicis virulifero
revelaram a presenca de particulas virais do CiLV-C somente entre células
adjacentes.

» Nao foi observado a presenca de viroplasma nos tecidos do acaro virulifero, nem
mesmo marcacao desta estrutura.

* Foi proposto um modelo de circulagcédo do virus dentro do acaro sugerindo que o

relacionamento do virus/vetor seja do tipo circulativo.
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